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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

AcN – ацетонитрил 

BisАА – N,N'-метиленбисакриламид 

ESCRT – белковый комплекс, отвечающий за транспорт в процессе эндосомальной сортировки 

(endosomal sorting complex required for transport) 

FasL – лиганд для мембранной молекулы Fas (Fas ligand) 

FBS – эмбриональная бычья сыворотка (fetal bovine serum) 

2D EF – двумерный электрофорез (электрофокусирование и SDS-PAGE) 

IС50  – концентрация ингибитора, вызывающая 50% ингибирование роста клеток 

IgA (G, M, E, D) – иммуноглобулины класса А (G, M, E, D) 

НехА – аскорбиновая кислота 

HSP27 – белок теплового шока бета-1 (heat shock protein 27) 

KDN – кетодезоксинонуласониевая кислота 

MALDI-TOF MS – лазерная десорбционная ионизация в присутствии матрицы времяпролетная 

масс-спектрометрия (matrix assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry) 

MHC –главный комплекс гистосовместимости (major histocompatibility complex) 

NeGc – гликолилнейраминовая кислота 

NK-клетки –клетки натуральные киллеры (natural killer) 

NKG2D –натуральный рецептор цитотоксичности (natural killer group 2D) 

PAPP-A – белок А плазмы, ассоциированный с беременностью  

PBS – натрий-фосфатный буфер (phosphate buffered saline) 

PD-L1 – первый лиганд программируемой смерти клеток (programmed cell death 1) 

PI3K – фосфоинозитол-3-киназа 

PVDF-мембрана – поливинилендендифторидная мембрана 

PLAP – плацентарная щелочная фосфатаза (placental alkaline phosphatase) 

sIgA – секреторный иммуноглобулин А 

Sc – суперскрученная форма плазмидной ДНК 

SDS – додецилсульфат натрия  

SDS-PAGE – электрофорез белков в полиакриламидном геле в присутствии SDS 

Rel – релаксированная форма плазмидной ДНК 

TBS – буфер, содержащий Трис и хлорид натрия (tris-buffered saline) 

АА – акриламид 

АИЗ – аутоиммунные заболевания  

АК – аминокислота 
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АТ – антитела 

БСА – бычий сывороточный альбумин 

БК – стабильный белковый комплекс плаценты человека 

ВБ – вестерн-блот 

ДАБ – 3,3᾿-диаминобензидин 

ДТТ – 1,4-дитиотреит 

МТТ – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолиум бромид 

МГ – ,D-мальтогептаозид 

мРНК – матричная РНК 

Мол. масса – молекулярная масса 

НК – нуклеиновые кислоты 

ОРН – олигорибонуклеотид 

ОФХ – обращенно-фазовая хроматография 

ПААГ – полиакриламидный гель 

ПЛ – плацентарный лактоген 

п-НФФ – пара-нитрофенилфосфат 

ПЩФ – плацентарная щелочная фосфатаза 

РС – рассеянный склероз 

СКВ – системная красная волчанка 

СР – светорассеяние 

ТХУ – трихлоруксусная кислота 

ТФУ – трифторуксусная кислота 

ХГ – хорионический гонадотропин 

ЧСА – человеческий сывороточный альбумин 

ЭДТА – этилендиаминтетраацетат 

ФНО-α – фактор некроза опухолей α 

ПЭМ – просвечивающая электронная микроскопия 

ЭПР – эндоплазматический ретикулум 

ЭФ – электрофоретический анализ белков 
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ВВЕДЕНИЕ 

Плацента играет ключевую роль в обмене питательных веществ и продуктов 

жизнедеятельности между системами кровообращения матери и плода, является природным 

барьером против многих инфекций во время беременности, отвечает за синтез гормонов и 

иммунорегуляторных факторов.  

Многочисленные биологические функции плаценты осуществляются различными 

белками и их комплексами [1]. При этом активности комплексов могут значительно отличаться 

от активностей индивидуальных белков. Известно, что стабильные высокомолекулярные 

мультибелковые комплексы молока человека, яйцеклеток морских ежей Strongylocentrotus 

intermedius обладают разнообразными каталитическими активностями [2, 3]. Способность 

образовывать олигомерные структуры свойственна многим белкам плаценты, так, например, 

галектин 13 способен образовывать гомодимеры [4], а также взаимодействовать с белками 

внеклеточного матрикса [4] и таким образом, участвововать в нормальном развитии плаценты; 

PAPP-A функционирует в виде димера, но также может связываться с главным основным 

белком эозинофилов [5]. Особенностью белковых комплексов является то, что индивидуальные 

белки могут не обладать какими-либо ферментативными активностями, тогда как на стыке 

субъединиц различных белков и ферментов может происходить формирование новых сайтов 

связывания и активных центров или усиливаться действие уже существующих. У 

мультибелковых комплексов, содержащих на поверхности различные пептиды, белки, 

ферменты и нуклеиновые кислоты, появляется полифункциональность.  

Уникальный тип клеток плаценты – синцитиотрофобласт высвобождает различные 

внеклеточные везикулы – экзосомы (40–100 нм), микровезикулы (100–1000 нм), апоптозные 

тельца (1–4 мкм) [6, 7]. Исследование экзосом плаценты человека в последние годы привлекает 

к себе большой интерес в связи с их предполагаемой важной ролью при беременности. 

Предполагается, что плацентарные экзосомы могут выполнять важную роль в предотвращении 

отторжения плода и осложнении беременности, например, преэкламсии [7, 8, 9]. Ключевую 

роль в осуществлении биологических функций экзосом играют их белковые и нуклеиновые 

компоненты. Однако, несмотря на многолетние исследования, состав и свойства плацентарных 

экзосом исследованы недостаточно полно, поскольку в большинстве исследований 

используется смесь всех внеклеточных везикул, а также совыделяющихся с ними белков и 

нуклеиновых кислот, что приводит к идентификации в экзосомах до нескольких десятков, сотен 

и тысяч различных белков и нуклеиновых кислот. Согласно расчетам Свердлова Е.Д. [10] 

содержание различных (от нескольких сотен до нескольких тысяч) белков и РНК в экзосомах 

сильно завышено. 
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Учитывая роль плаценты и свойства ее компонентов в формировании развивающегося 

организма, важным является исследование мультибелковых комплексов и экзосом плаценты. 

Идентификация и характеризация экзосом и стабильных белковых комплексов плаценты 

является важным шагом в исследовании функциональных особенностей плаценты человека, 

которые реализуются на надмолекулярном уровне. 

Целью данной работы являлось изучение состава и свойств стабильного мультибелкового 

комплекса водорастворимой фракции экстракта плаценты человека, а также получение 

высокоочищенных препаратов экзосом из плаценты человека, анализ их морфологии и 

белкового состава. 

В ходе работы планировалось решить следующие задачи: 

1. Получить препараты высокомолекулярного белкового комплекса из экстракта плаценты 

человека, провести анализ стабильности высокомолекулярного комплекса в различных 

условиях. 

2. Проанализировать белковый состав, а также состав РНК высокомолекулярного 

белкового комплекса плаценты человека. 

3. Исследовать ферментативные активности и цитотоксические свойства 

высокомолекулярного белкового комплекса плаценты человека. 

4. Разработать протокол выделения высокоочищенных препаратов экзосом из плаценты 

человека. Исследовать структурные компоненты препаратов экзосом плаценты с помощью 

просвечивающей электронной микроскопии; подтвердить наличие экзосом в препаратах 

везикул с помощью меченых антител к CD81, CD9, CD63. 

5. Проанализировать белковый состав экзосом плаценты человека. 

Научная новизна и практическая значимость работы. Впервые из экстракта плаценты 

человека с помощью гель-фильтрации выделен стабильный высокомолекулярный 

мультибелковый комплекс. Данный комплекс содержит пептиды и белки с низкой 

молекулярной массой 4–13 кДа, несколько белков средней и с высокой молекулярной массой. 

Впервые показано, что стабильный белковый комплекс обладает девятью каталитическими 

активностями и оказывает цитотоксический эффект на клетки линий MCF-7, RPMI 8226, 

HepG2. 

Кроме того, показано, что перечисленными выше методами из экстракта плаценты 

человека могут быть получены препараты экзосом и других везикул. Разработан протокол 

выделения высокоочищенных экзосом плаценты, включающий комбинацию 

ультрацентрифугирования, ультрафильтрации, гель-фильтрации и аффинной хроматографии. 

Такой подход позволяет получить препараты экзосом, не содержащие примесных белков, что 

очень важно для протеомного анализа. В работе показано, что экзосомы плаценты содержат не 

сотни и тысячи, а занчительно меньше белков. Впервые показано, что плацентарные экзосомы 
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содержат пептиды и малые белки молекулярной массой 2–12 кДа. Кроме того, данный подход 

позволяет выделять большое количество экзосом из различных биологических жидкостей, 

достаточное как для научных исследований их содержимого, так и для диагностики патологий 

беременности. 

Исследование белковых комплексов и экзосом плаценты позволит понять их роль в 

развитии беременности, а также, возможно, в патогенезе некоторых осложнений беременности. 

Кроме того, сравнение белкового профиля экзосом плаценты, белкового профиля стабильных 

белковых комплексов в норме и при патологии, возможно, позволит выявить специфические 

маркеры патологий беременности. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Выделен белковый комплекс водорастворимой фракции экстракта гомогената плаценты 

человека с молекулярной массой 1 МДа. Показана высокая стабильность белкового комплекса в 

присутствии солей, органических растворителей и детергентов. 

2. В состав высокомолекулярного белкового комплекса входит большое число белков с 

молекулярными массами от 4 до 180 кДа, а также РНК. 

3. Высокомолекулярный белковый комплекс плаценты обладает девятью каталитическими 

активностями, а также проявляет цитотоксическое действие на раковые клетки. 

4. Разработан протокол выделения высокоочищенных препаратов экзосом из плаценты 

человека; полученные препараты содержат везикулы, имеющие морфологические и 

молекулярные свойства экзосом. 

5. Высокоочищенные экзосомы плаценты человека содержат не более 15 основных белков, 

а также пептиды и малые белки с молекулярными массами 2–12 кДа. 

Публикации и апробация результатов. По материалам работы опубликовано 4 статьи в 

зарубежных рецензируемых журналах, из них 3 статьи опубликованы в международных 

журналах, индексируемых в базах Web of Science и Scopus.  

Результаты работы были представлены на 15 международных и российских 

конференциях: «Студент и научно-технический прогресс» (Новосибирск, Россия, 2014, 2015), 

VII Российском симпозиуме «Белки и пептиды» (Новосибирск, Россия, 2015), VIII 

Всероссийском с международным участием молодых ученых биологов «Симбиоз – Россия» 

конгрессе (Новосибирск, Россия, 2015), Международной конференции, посвященной 90-летию 

академика Д.Г. Кнорре (Новосибирск, Россия, 2016), III Международной конференции молодых 

ученых: биотехнологов, молекулярных биологов и вирусологов (Кольцово, Россия, 2016), XXIII 

Всероссийской конференции молодых учёных с международным участием «Актуальные 

проблемы патофизиологии и биохимии-2017» (Санкт-Петербург, Россия, 2017), Всероссийской 

конференции с международным участием “Биотехнология – медицине будущего» 
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(Новосибирск, Россия, 2017, 2019), 17th FEBS Young Scientist's Forum (Иерусалим, Израиль, 

2017), 42nd FEBS Congress «From molecules to cells and back (Иерусалим, Израиль, 2017), 

Международном симпозиуме «Systems Biology and Biomedicine» (Новосибирск, Россия, 2018), 

Международной конференции «11th International Conference Bioinformatics of Genome Regulation 

and Structure\Systems Biology» (Новосибирск, Россия, 2018), EMBO Workshop «Enzymes, 

biocatalysis and chemical biology: The new frontiers» (Павия, Италия, 2018 г.), 44th FEBS Congress 

«From molecules to living systems» (Краков, Польша, 2019). Материалы конференций FEBS 

Congress проиндексированы в базе Web of Science. 

Личный вклад автора. Работа выполнена в Лаборатории ферментов репарации ИХБФМ 

СО РАН. Большинство экспериментов и анализ полученных данных сделаны автором 

самостоятельно, включая эксперименты по выделению препаратов стабильного белкового 

комплекса и экзосом, по исследованию компонентов препаратов экзосом и белкового 

комплекса плаценты с помощью просвечивающего электронного микроскопа, подготовке 

образцов для масс-спектрометрического анализа, анализу каталитических активностей 

стабильного белкового комплекса выполнены автором работы самостоятельно.  

Гомогенизация плацент выполнена совместно с к.б.н. Седых С.Е. (ЛФР ИХБФМ СО 

РАН). Анализ каталазной и РНКазной активностей проведен совместно с Ермаковым Е.А. (ЛФР 

ИХБФМ СО РАН). Проточная цитофлуориметрия проведена совместно с к.б.н. Коваль О.А. 

(ЛБТ ИХБФМ СО РАН) и Терещенко В.П. (НИИФКИ). Анализ РНК на Agilent 2100 Bioanalyzer 

Тупикиным А.Е. (м.н.с., ЦКП «Геномика» СО РАН). Эксперименты с клеточными культурами 

проведены совместно с к.б.н. Захаровой О.Д. (ЛФР ИХБФМ СО РАН). MALDI-TOF масс-

спектрометрический анализ выполнен к.х.н. Дмитренком П.С. (ТИБОХ ДВО РАН) и д.х.н. 

Булгаковым Д.В. (ФНЦ Биоразнообразия ДВО РАН). Автор благодарит проф., д.б.н. Рябчикову 

Е.И. и к.б.н. Григорьеву А.Е. (ГМИ ИХБФМ СО РАН) за предоставленную возможность 

работать на просвечивающем электронном микроскопе и помощь в анализе результатов 

исследований препаратов экзосом и стабильного белкового комплекса плаценты с помощью 

просвечивающей электронной микроскопии. 

Структура и объем работы. Диссертация состоит из введения, обзора литературы, 

материалов и методов, результатов и их обсуждения, заключения, выводов, списка 

цитированной литературы и приложения. Работа изложена на 161 страницах, содержит 41 

рисунок, 10 таблиц и 4 приложения. Список цитированной литературы включает 360 

источников. 
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1. Строение плаценты  

Плацента – временный орган, который формируется во время беременности. Плацента 

человека относится к гемохориальному типу и формируется в конце первого триместра 

беременности [11]. Строение плаценты представлено на рис. 1. 

 

Рис. 1. Строение плаценты человека [11]. 

Плацента человека имеет плодную и материнскую часть. Плодная часть состоит из 

амниотической оболочки (1), слизистой соединительной ткани (2) и ветвистого хориона, 

который состоит из хориальной пластинки (3) и ворсин (4) [11]. Хорион состоит из 

соединительного и эпителиального слоев. Эпителиальный слой состоит из митотически 

активного цитотрофобласта (6) и синцитиотрофобласта (7), который формируется в результате 

слияния клеток трофобласта.  

Материнскую часть плаценты (decidua basalis) пронизывают ворсины хориона [11]. 

Материнская часть плаценты включает лакуны (8), септы (9), базальную пластинку (11). 

Лакуны заполнены кровью матери, в которой «купаются» ворсины хориона. 

Соединительнотканные перегородки между лакунами – септы. Базальная пластинка 

расположена под ворсинами хориона. Соединительнотканный слой базальной пластинки, 

обращенный к плодной части плаценты содержит децидуальные клетки (10), миофибробласты, 

клетки периферического цитотрофобласта.  

Гематоплацентарный барьер включает только структуры плодной части плаценты  – 

эндотелий сосудов ворсинок хориона, соединительная ткань сосудов и стромы ворсин, а также 

эпителий ворсин (цитотрофобласт и синцитиотрофобласт) [11]. Благодаря барьеру, 

обеспечивается избирательность транспорта различных веществ, бактерий, некоторых вирусов. 
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Например, барьер предупреждает иммунологические реакции между компонентами плода и 

матери. 

1.2. Функции плаценты  

Основными функциями плаценты являются защитная и эндокринная, а также транспорт и 

обмен веществ [12]. Плацента проводит к плоду кислород, воду, углеводы, аминокислоты, 

липиды, витамины и другие питательные вещества, а также минералы, обеспечивает удаление 

углекислого газа и других продуктов метаболизма.  

Плацента метаболизирует ряд веществ и может освобождать продукты обмена в кровь 

матери или плода, что защищает плод от некоторых ксенобиотиков, инфекций и патогенов 

матери. Также плацента вырабатывает гормоны (плацентарный лактоген, релаксин), которые 

поступают в кровоток матери и плода, эти гормоны оказывают влияние на беременность, 

метаболизм, рост плода, роды и другие функции. 

1.3. Белки плаценты 

У плаценты человека множество функций [13] и, следовательно, она содержит большое 

количество биологически активных соединений, которые являются по большей части белками. 

Эти белки могут выполнять функцию гормонов, ферментов, проферментов, кофакторов, 

активаторов, ингибиторов, иммунорегуляторных факторов, рецепторов, структурных и 

транспортных белков. Белки идентифицированы и названы по их биологической активности. 

Например, специфические гормоны плаценты – хорионический гонадотропин и плацентарный 

лактоген, специфические ферменты – плацентарная щелочная фосфатаза, 

цистинаминопептидаза. Они синтезируются трофобластом, децидуальной оболочкой и 

секретируются в материнское кровообращение. Другие функциональные белки, например 

ферритин или структурные белки, такие как коллаген, фибронектин, ламинин являются 

распространенными тканевыми белками, т.е. они есть не только в плаценте, но и в других 

тканях человека. 

По возникновению белков и обнаружению их во время беременности в сыворотке, 

растворимых или солюбилизированных плацентарных экстрактов, по физико-химическим 

свойствам они разделены на три категории [14]: 

1. белки беременности; 

2. растворимые белки плацентарной ткани; 

3. мембранные белки плаценты. 
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1.3.1. Белки беременности 

Белки беременности появляются в относительно высоких концентрациях в сыворотке 

крови во время беременности, в то время как в сыворотке небеременных женщин они 

отсутствуют или присутствуют только в следовых количествах.  

Хорионический соматомаммотропин (плацентарный лактоген, ПЛ) относится к 

семейству гормонов роста, представляет собой одноцепочечный полипептидный гормон с 

молекулярной массой 22 кДа, состоящий из 191 остатка аминокислот, которые соединены 

двумя дисульфидными связями, одна между Cys-54 и Cys-165, другая – Cys-182 и Cys-189 [15], 

структура содержит 8 спиралей [16]. Мономеры плацентарного лактогена могут образовывать 

димеры, которые соединены между собой дисульфидными мостиками [17]. 

ПЛ синтезируется синцитиотрофобластом, децидуальными клетками, связывается с 

пролактиновым рецептором, рецептором гонадотропинов, что обуславливает его 

биологический эффект [18]. Белок стимулирует развитие молочных желез, лактогенез, рост и 

метаболизм плода, выработку инсулиноподобного фактора роста, инсулина, гормонов коры 

надпочечников [19], также может быть вовлечен в ангиогенез [20].  

Хорионический гонадотропин – гликопротеин, состоящий из двух нековалентно 

связанных α- и β-субъединиц. Гормон состоит из 237 остатков АК и имеет молекулярную массу 

38 кДа. Это самый кислый белок в организме человека, изоэлектрическая точка некоторых 

вариантов ХГ достигает pI 3,1. Показано, что ХГ содержит до 15 остатков сиаловой кислоты. 

Выделяют ХГ, содержащий 30 % сахара по молекулярной массе, сульфатированный ХГ, 

гипергликозилированный ХГ (39 % сахара), свободную β-субъединицу ХГ и 

гипергликозилированную β-субъединицу (42 % сахара), которые синтезируются клетками 

синцитиотрофобласта, гонадотропными клетками гипофиза (1 группа), а также клетками 

цитотрофобласта и клетками злокачественных образований (2 группа) [21]. Углеводные остатки 

этого гормона играют важную роль в передаче сигнала в клетке.  

ХГ связывается с рецептором GPCR гонадотропин/лютеинизирующего гормонов, 

обуславливая биологический эффект: он оказывает воздействие на синтез прогестерона, 

имплантацию эмбриона, дифференцировку цитотрофобласта, рост матки, ангиогенез, органов 

плода и т.д., обладает иммуносупрессивными свойствами [21]. В более ранних исследованиях 

предположено, что ХГ является важным фактором модуляции Т- и В- клеточных ответов [22, 

23], изначально названный супрессором Т-клеток [24]. 

PAPP-A – белок А плазмы, ассоциированный с беременностью. Это димерный белок 

(гликопротеин), с молекулярной массой 400 кДа, субъединицы PAPP-A соединены между собой 

одной дисульфидной связью между Cys-1130. Относится к суперсемейству металлопротеаз [25]. 
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Регулирует доступность инсулиноподобного фактора роста (IGF I и II), способствующего 

клеточному росту, расщеплением IGF-связывающего белка, который предотвращает 

взаимодействие с трансмембранным рецептором. Данные об ингибирующем действии РАРР-А 

на фитогемагглютинин-индуцированную трансформацию лимфоцитов [26] и гемолитическую 

активность комплемента [27], позволили предположить, что PAPP-A является 

иммуносупрессором.  

PAPP-A функционирует во многих биологических системах, включая яичники, сердечно-

сосудистую и скелетную системы, а в крови небеременных женщин наблюдается в 

незначительных количествах. Во время беременности белок у человека синтезируется 

плацентой [28], из которой секретируется в кровоток матери, концентрация его увеличивается с 

увеличением срока беременности.  

В сыворотке беременных подавляющее большинство циркулирующего PAPP-A 

связывается с главным основным белком эозинофилов, с образованием 2:2 гетеротетрамерного 

комплекса с молекулярной массой 500 кДа [5]. Предполагается, что этот белок ингибирует 

протеолитическую активность PAPP-A. В крови небеременных женщин и больных раком 

молочной железы PAPP-A может связываться с IgG, что способствует утилизации и деградации 

PAPP-A макрофагами [29].  

1.3.2. Растворимые белки плаценты  

Растворимые белки, циркулирующие в плодово-плацентарном кровотоке, практически не 

секретируются в кровеносную систему матери. Обнаружена многочисленная группа этих 

белков, для многих определены молекулярные массы и состав аминокислот, но не изучены их 

биологические функции. 

Галектин 13 (плацентарный белок 13) – растворимый белок, впервые выделен и 

охарактеризован в 1983 году из плацентарного экстракта [30]. Молекулярная масса белка по 

результатам ультрацентрифугирования составляет 30,3 кДа, по результатам SDS-PAGE 29 кДа. 

Галектин 13 представляет собой гомодимер, субъединицы которого соединены дисульфидными 

связями [4]. Молекулярная масса каждой субъединицы составляет 16 кДа. 

Содержание углеводов в этом белке самое низкое из всех плацентарных белков – 0,6 %, 

сайт гликозилирования идентифицирован в N-конце белка [31]. Белок способен связывать 

сахара: N-ацетил-лактозамин, маннозу, N-ацетил-глюкозамин, что приводит к агглютинации 

эритроцитов [32]. При восстановлении дисульфидных связей в этом белке снижается его 

активность связывания сахаров, и при этом не происходит гемагглютинации. Кроме того, в 

работе [31] показано, что галектин 13 специфически связывается с аннексином А2, β- и γ- 

актинами в плаценте и в клетках печени плода.  
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Показана слабая лизофосфолипазная активность плацентарного белка 13 с помощью 1Н и 
31Р ЯМР [31]. Лизофосфолипазы находятся в большинстве клеток, они являются ферментами, 

катализирующими отщепление одной жирной кислоты в 1-ом положении фосфолипидов, 

которые образуются в результате отщепления фосфолипазой-А2 жирной кислоты в 2-ом 

положении фосфолипида. 

Галектин 13 участвует в раннем развитии плаценты, а также в апоптозе Т-клеток и 

макрофагов, регуляции материнского иммунного ответа [33, 34]. У женщин с 

предрасположенностью к преэкламсии происходит значительное снижение концентрации белка 

на 6–10 неделе беременности [35]. 

Ферритин – сложный белковый комплекс, который у эукариот состоит из 24 субъединиц 

со тканеспецифичным соотношением H- и L-цепей (молекулярная масса тяжелой цепи H – 21 

кДа, легкой – 19 кДа) и гидроксида железа. Белковая часть ферритина – апоферритин – имеет 

сферическую форму диаметром 12 нм, полость для хранения железа имеет диаметр 8 нм [36]. 

Одна молекула ферритина может связывать до 4500 ионов железа. Плацентарный апоферритин 

содержит только H-субъединицы [37]. Тяжелая цепь H обладает ферроксидазной активностью – 

переносит электрон с восстановленного Fe2+ на кислород с образованием Fe3+, продуктом 

данной реакции являются радикалы кислорода. Поскольку радикалы кислорода являются 

цитотоксичными агентами, белок считают белком с цитотоксической активностью. Легкая цепь 

не имеет ферроксидазного центра, она способствует минерализации железа и транспорту 

электронов через белковую оболочку [38]. Основная функция ферритина – внутриклеточное 

хранение железа. Ферритин плаценты транспортирует железо от трансферрина матери к плоду.  

Пероксиредоксин-1 – внутриклеточный антиоксидантный фермент, обладающий 

тиоредоксин-зависимой пероксидазной активностью. Белок локализуется в основном в 

цитоплазме, а также в небольшом количестве в ядерном матриксе, митохондриях и 

пероксисомах [39], концентрация белка в цитоплазме клетки достигает 15–60 мкМ. 

Пероксиредоксин-1 содержит консервативный Cys-51 на N-конце и консервативный Cys-172 на 

С-конце [40], белок является гомодимером типа «голова к хвосту», молекулярная масса каждой 

субъединицы около 22 кДа [41].  

Основными функциями пероксиредоксина-1 являются защита клетки от оксидативного 

стресса и регуляция клеточной сигнализации. Показано, что белок обладает пероксидазной 

активностью, в катализе участвует N-концевой Cys-51, окисленный цистеин взаимоействует с 

Cys-172 с образованием дисульфидной связи [42]. Пероксиредоксин-1 содержит консенсусный 

сайт (Thr90-Pro-Lys-Lys93) фосфорилирования циклинзависимой киназой, фосфорилирование 

Thr90 приводит к снижению пероксидазной активности белка на 80 % [42]. Известно, что 

пероксиредоксин-1 также функционирует в форме олигомера как шаперон, данная активность 
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увеличивается в условиях оксидативного стресса [43]. Олигомер пероксиредоксина-1 может 

взаимодействовать с онкогенным белком c-Myc, подавляя его транскрипционную активность, 

что снижает развитие опухоли и способствует апоптозу опухолевых клеток. Однако 

пероксиредоксин-1 может подавлять гибель опухолевых клеток путем взаимодействия с 

транскрипционными факторами, такими как NF-κB и андрогеновый рецептор. Олигомер 

пероксиредоксина-1 является важным посредником в H2О2-индуцированной активации с-

Abl/MST1/FOXO сигнального пути и апоптоза через прямое взаимодействие с p53 [44].  

Протеиндисульфидизомераза А3 – гликопротеин с молекулярной массой около 57 кДа. 

Протеиндисульфидизомераза А3 присутствует преимущественно в эндоплазматическом 

ретикулуме, а также цитозоле, ядре, митохондриях, плазматической мембране, где выполняет 

различные функции, в первую очередь, взаимодействует с другими белками и ДНК [45]. Белок 

содержит два домена, структурно подобных тиоредоксину. 

В эндоплазматическом ретикулуме белок катализирует окисление свободных SH-групп 

цистеина с образованием дисульфидных мостиков [46]. Белок также функционирует как 

молекулярный шаперон, предотвращая формирование белковых агрегатов. 

Протеиндисульфидизомераза А3 формирует дискретные комплексы с лектинами 

эндоплазматического ретикулума, кальнексином и кальретикулином [47]. Предполагается, что 

эти комплексы могут специфически регулировать фолдинг гликопротеинов в полости 

эндоплазматического ретикулума. 

В ядре протеиндисульфидизомераза А3 взаимодействует с ДНК (преимущественно с А/Т 

богатыми участками), оказывая влияние на генную экспрессию, при этом для связывания 

необходима окисленная форма белка [48]. Кроме того, белок взаимодействует с белками Ku80, 

Ku70 и белком ядерного матрикса 200/hPso4 и участвует в репарации ДНК, однако механизм 

этого процесса неизвестен [49].  

В цитозоле протеиндисульфидизомераза А3 взаимодействует с комплексами mTORC1 и 

mTORC2, в состав которых входит протеинкиназа серин-треониновой специфичности.  

В митохондриях комплекс протеиндисульфид-изомеразы А3 и кальпаина катализирует 

частичный гидролиз апоптоз-индуцирующего фактора AIF [50], в результате которого AIF 

отделяется от внутренней мембраны митохондрий и перемещается в ядро, где участвует в 

апоптозе независимом от каспаз.  

Белок теплового шока бета-1 (белок теплового шока 27, HSP27) – малый белок 

теплового шока, функционирует как молекулярный шаперон, предотвращая неправильное 

сворачивание белков, молекулярная масса составляет примерно 27 кДа. Белок обладает АТР-

независимой холдазной активностью [51]. 
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Белок теплового шока бета-1 имеет 3 домена: высоко консервативный центральный 

альфа-кристаллиновый домен, С-концевой домен и менее консервативный N-концевой домен, 

содержащий гидрофобный WDPF мотив. Мономеры HSP27 образуют димеры, а также 

олигомеры с молекулярной массой 200–800 кДа, состоящие из 12–40 мономеров [51]. Димеры 

образуются за счет образования водородных связей между альфа-кристаллиновыми доменами 

двух мономеров белка. В формировании олигомеров участвуют С- и N-концевые домены 

HSP27. HSP27 конститутивно экспрессируется во многих клетках человека, синтез белка 

увеличивается при воздействии на клетку стрессовых факторов [52]. 

Белок теплового шока бета-1 регулирует структуру и динамику актиновых филаментов, 

участвует в клеточной дифференцировке [53]. HSP27 обнаружен в цитоплазме стромальных 

клеток плаценты на различных стадиях беременности, а также детектируется в трофобласте и 

синцититиотрофобласте в первых двух триместрах [54]. Во время дифференцировки 

трофобласта экспрессия HSP27 значительно увеличивается. Белок HSP27 регулирует 

активность транскрипционного фактора NF-κB, который отвечает за транскрипцию синтазы NO 

и генерацию NO, участвующего в инвазии трофобласта. Во время оксидативного стресса белок 

теплового шока бета-1 функционирует как антиоксидант, понижая уровень активных форм 

кислорода, путем повышения уровня внутриклеточного глутатиона и снижения уровня 

внутриклеточного железа [55]. 

Цитоплазматический актин – высококонсервативный внутриклеточный белок с 

молекулярной массой около 42 кДа. Актин присутствует в клетке в мономерной глобулярной 

(G-актин) и полимеризованной фибриллярной (F-актин) формах [56], при этом примерно 

половина белка находится в мономерной форме. Выделяют три изоформы актина – α-, β- и γ-

актин. α-Актин обнаружен в мышцах, β- и γ-актины образуют микрофиламенты, которые 

являются одним из основных компонентов цитоскелета клеток. Изоформы актина отличаются 

только несколькими АК, причем большинство вариаций обнаружено на N-конце [57]. 

Молекулы белка также могут подвергаться различным видам посттрансляционных 

модификаций. 

Белок состоит из одной полипептидной цепи, которая образует два домена, каждый из 

которых состоит из двух субдоменов [56]. Домены разделены «желобком», который связывает 

АТP и Mg2+, эта структура также является ферментативным центром актина, где происходит 

гидролиз ATP до ADP и органического фосфата. Формирование F-актина включает связывание 

G-актина с ATP в присутствии Mg2+ и Са2+, образование актиновых олигомеров и полимерных 

нитей, в результате этих процессов и происходит гидролиз ATP. 

Актин и ДНКаза I формируют высокоаффинный комплекс, однако его физиологическое 

значение in vivo до сих пор неизвестно. Актин также взаимодействует с большим числом 
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белков, участвуя во множестве важных биологических процессов: сокращение мышц, 

подвижность и деление клеток, движение везикул и органелл, эндоцитоз и клеточная 

сигнализация [56]. 

1.3.3. Белки, связанные с мембраной  

Иммунохимически в апикальных зонах синцитиотрофобласта обнаружены белки, 

связанные с мембранами: гуанилатциклаза, cAMP-фосфодиэстераза, ароматаза, 4 

гликопротеиновых белка цитоскелета и другие. Около базального слоя синцитиотрофобласта 

выявлены аденилатциклаза, фибронектин. Кроме того, такие белки, как альбумин, трансферрин, 

IgG, лактоферрин обнаружены на обеих мембранах, и, таким образом, могут переходить в 

кровоток матери и плода [14].  

Плацентарная щелочная фосфатаза (ПЩФ) – гликофосфоинозитол-связанный с 

поверхностью гликопротеин с молекулярной массой 66 кДа. ПЩФ относится к белкам, 

ассоциированным с беременностью и опухолевым ростом [58, 59]. Фермент катализирует 

гидролиз фосфодиэфирных связей широкого диапазона субстратов.  

В отличие от других изоферментов щелочной фосфатазы, ПЩФ стабильна при нагревании 

до 65 °С в течение 10–15 мин. Кроме того, ингибирование плацентарного фермента происходит 

в основном в присутствии L-фенилаланина и незначительно – L-гомоаргинина, однако 

активность не ингибируется в присутствии L-лейцина, ЭДТА и мочевины [60]. Для 

каталитической активности фермента необходимы два иона Zn2+ и один ион Mg2+. Mg2+ также 

необходим для сохранения функциональной геометрии каталитического центра. 

ПЩФ синтезируется синцитиотрофобластом и затем попадает в материнскую кровь в 

конце первого триместра беременности в концентрации от 1,0 до 40,0 Ед/л [61]. Функции 

фермента в материнском организме матери изучены еще не полностью. Однако показано, что 

ПЩФ участвует в реакциях дефосфорилирования различных соединений, а также является 

важным ферментом во многих метаболических процессах в быстрорастущих тканях матери и 

плода, для обеспечения которых обычных гидролаз недостаточно [62]. Кроме того, фермент 

принимает участие в активации плазминогена [63], факторов роста [64], что очень важно для 

регуляции системы гемостаза беременных женщин, у которых часто отмечается 

гиперкоагуляция. 

Сывороточный альбумин (ЧСА) – одноцепочечный белок с молекулярной массой 

66,5 кДа, состоящий из 585 остатков АК. Кристаллографический анализ сывороточного 

альбумина и его рекомбинантных форм показал, что полипептидная цепь белка образует 

асимметричную глобулу в форме сердца размером 808030 Ǻ, на 67 % спирализованную в α-

спираль, β-складчатые структуры в молекуле нативного белка отсутствуют [65]. ЧСА состоит 
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из трех схожих доменов (I–III), каждый домен включает по два субдомена (А и В). Субдомен А 

образован шестью спиралями, субдомен В – четырьмя α-спиралями, которые связаны гибкими 

петлями [65]. Все цистеиновые остатки, кроме Cys-34, связаны дисульфидными связями. Две 

молекулы сывороточного альбумина могут образовывать димеры через межмолекулярную S-S 

связь (между двумя Cys-34), примерно 5 % ЧСА находится в крови в виде димера [66]. 

Количество этого белка составляет около 55 % от всех белков плазмы крови. ЧСА 

поддерживает рН и осмотическое давление крови и белкового резерва организма, обеспечивает 

транспорт эндогенных и экзогеннных соединений. Белок обратимо связывает лиганды 

различной химической структуры, такие как биологически активные вещества, жирные 

кислоты, неорганические ионы, а также лекарственные вещества и их метаболиты. 

Сывороточный альбумин участвует в транспорте этих веществ через фетоплацентарный барьер 

[67, 68]. 

ЧСА обладает множеством каталитических активностей. Белок катализирует 

гидролитическое расщепление различных связей [69–71], реакции изомеризации [72, 73], 

образование двойных связей [74], окислительно-восстановительные реакции [75–79]. Несмотря 

на то, что каталитическая активность ЧСА в катализируемых им реакциях низка, его 

каталитические свойства могут иметь важное физиологическое значение, поскольку он 

содержится в крови в очень высокой концентрации. 

Эстеразная активность альбумина связана в основном с наличием двух реакционных 

остатков Lys-199 в субдомене IIA и Tyr-411 в субдомене IIIA, реагирующих по-разному. ЧСА, 

обладая способностью расщеплять фосфодиэфирные связи, гидролизует РНК [69]. 

Эффективность гидролиза зависит от первичной структуры субстрата, последовательности UpA 

и CpA являются главными сайтами расщепления. 

Показано, что ЧСА обладает активностью металлозависимой ДНКазы [70]. Препараты 

белка неактивны после их диализа против ЭДТА или в присутствии ЭДТА, но активность белка 

восстанавливается после добавления ионов металлов: Mn2+ > Mg2+ > Ca2+. В отличие от ДНКаз, 

имеющих только один рН оптимум, препараты ЧСА демонстрируют 2 хорошо выраженных 

оптимума при рН 5,7–5,9 и 6,9–7,1, а также слабый оптимум при рН 8,4–8,6. Белок обладает 

двумя сайтами связывания нуклеиновых кислот [71]. 

ЧСА способен превращать 3-кето форму дигидротестотерона в его 3-енольную форму, 

сайт для этой активности обнаружен в амино-терминальном конце белка [72]. Сайт енолазной 

активности находится домене II [73]. Активность зависит от рН, при физиологическом 

значении рН она низкая, а при значении рН 9,2 – значительно выше.  
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В работе [74] показали, что альбумин катализирует альдольную конденсацию ацетона с 

ароматическими альдегидами. Реакция проходит по енаминному механизму, низкое значение 

рКа Lys-199 играет ключевую роль в этом процессе. 

В присутствии ДТТ или восстановленного глутатиона ЧСА проявляет антиоксидантную 

активность: белок приобретает способность расщеплять Н2О2 [75, 76]. Обратимое связывание 

переходного металла или органического соединения, обусловленное наличием шести остатков 

Met и Cys-34 [77], приводит к активации пероксидазной активности белка. Комплекс, 

сформированный Cu2+ и D-формой аналога тетрапептида, соответствующего N-концу 

сывороточного альбумина, Asp–Ala–His–Lys, имеет ярко выраженную супероксиддисмутаза-

подобную активность в превращении реактивного супероксида в перекись водорода [78].  

Парадоксально, что комплекс сывороточный альбумин-лиганд проявляет прооксидантные 

свойства. Образование радикала аскорбата усиливается связыванием Cu2+ с альбумином, 

который также несет два моля линолевой кислоты и три моля олеиновой кислоты; 

молекулярный кислород и протоны окисляют Cu+ до Cu2+ [79]. 

Иммуноглобулины – гликопротеины, экспрессируемые в виде мембраносвязанных 

рецепторов на поверхности В-лимфоцитов и растворимых молекул, секретируемых 

плазматическими клетками. Контакт В-клеточного рецептора со специфическим для него 

антигеном ведет к активации В-лимфоцитов и их дифференцировке в плазматические клетки, 

секретирующие большое количество антител. Основными функциями всех иммуноглобулинов 

является распознавание антигенов и запуск процессов их элиминации [80].  

Выделяют пять классов иммуноглобулинов человека: IgG, IgA, IgM, IgD, IgE. 

Иммуноглобулины различных классов отличаются последовательностью аминокислотных 

остатков, зарядом, а также содержанием углеводов. Основная структура каждой молекулы 

антитела представлена двумя легкими и двумя тяжелыми полипептидными цепями.  

Относительное содержание различных классов иммуноглобулинов в плаценте – 92,7 % 

IgG, 2,5 % IgM, 2,4% IgA и 2,5 % sIgA [81]. В плаценте наблюдается разное количество 

подклассов IgG: 47,0 % IgG1, 39,5 % IgG2, 8,8 % IgG3 и 4,3 % IgG4. Относительное содержание 

в плаценте κ-антител – 51,4 %, λ-антител – 48,6 %. Как и иммуноглобулины молока антитела 

плаценты обмениваются HL-фрагментами, пул IgG состоит из 43,5 % κκ-IgG и 41,6 % λλ-IgG, а 

также 15,0 % κλ-IgG [81].  

IgG транспортируется от матери к плоду во время беременности через фетоплацентарный 

барьер. Он обнаружен в ворсинках хориона, синцитиотрофобласте, строме, эндотелии и 

хорионических сосудах [82]. Поскольку иммунная система плода еще не сформирована, IgG 

играет важную роль в обеспечении пассивного иммунитета. IgG транспортируется через 
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синцитиотрофобласт ворсинок хориона с помощью Fc-рецептора. Рецептор узнает участок, 

который соединяет CH2 и CH3 домены IgG, затем связывает IgG в подкисленных везикулах, 

интернализованных путем пиноцитоза [83]. Когда эндосомы оказываются в нейтральной среде, 

на базальной стороне синцитиотрофобласта, происходит высвобождение IgG. Этот механизм 

обеспечивает транспорт IgG через эпителиальный и эндотелиальные барьеры, которые 

участвуют в транспорте IgG от матери к плоду. IgG имеет высокое сродство к рецептору при pH 

6,0, но при физиологическом значении pH сродство уменьшается [84]. 

В работе [85] показано наличие IgA и IgM в апикальной части синцитиотрофобласта, а 

поскольку для них нет рецепторов, то это может отражать неспецифическое поглощение этих 

иммуноглобулинов. 

Впервые АТ с ферментативными активностями обнаружены в крови больных некоторыми 

аутоиммунными заболеваниями: аутоантитела (класса IgG) к вазоактивному интестинальному 

пептиду из сыворотки крови больных бронхиальной астмой, обладающие протеолитической 

активностью [86]. Антитела с ДНКазной активностью впервые обнаружены в сыворотке крови 

больных системной красной волчанкой [87]. Показано, что IgG при этом заболевании также 

гидролизуют РНК, причем существенно эффективнее [88]. 

IgG из крови больных рассеянным склерозом (РС) гидролизуют с высокой 

специфичностью основной белок миелина, который входит в состав миелин-фосфолипидной 

оболочки аксонов, что приводит к развитию этого заболевания [89, 90]. Показано, что антитела 

из крови больных РС также обладают ДНКазной активностью (эндо- и экзонуклеазной), как 

активируемой, так и неактивируемой ионами металлов [91]. IgG и IgМ из крови больных РС 

обладают амилолитической активностью [92]. 

Абзимы также обнаружены и при некоторых вирусных и инфекционных заболеваниях. 

Антитела крови больных ВИЧ-инфекцией обладают ДНКазной [93] и протеолитической [94, 95] 

активностями. 

Впервые абзимы здоровых доноров (без заболеваний какими-либо АИЗ) обнаружены в 

молоке, это были sIgA молока, катализирующие фосфорилирование белков [96]. Субстратом 

этих абзимов является казеин (и более десяти других белков молока) и АТР. IgG и IgA молока 

человека катализируют реакции гидролиза ДНК, РНК, рибо- и дезоксирибо-NMP, NDP и NTP, а 

также отщепление 5`-концевого фосфата ДНК и РНК [97]. Показано, что IgG и sIgA молока 

человека расщепляют олигосахариды с различной степенью полимеризации [98]. 

Уровень абзимов в крови беременных женщин относительно низкий, но резко возрастает 

после начала лактации, а также если они болели в период беременности вирусными или 

аллергическими заболеваниями [99]. В крови здоровых мужчин и женщин (небеременных) 
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каталитической активности антител не обнаружено, однако АТ из крови беременных женщин 

обладают ДНКазной и РНКазной активностями. Активность антител увеличивается с 

увеличением срока беременности. ДНКазная активность IgG и IgМ из крови беременных 

женщин с аутоиммуным тиреоидитом в 4–5 раз выше, чем у беременных женщин без патологий 

[99]. 

В работе [100] показано, что плацента содержит 1,1 ± 0,33 мг IgG/г плаценты, при этом 

0,11± 0,1 МЕ анти-ДНК антител/г плаценты. ДНКазная активность IgG плаценты увеличивалась 

в присутствии Mg2+ и Cu2+, в присутствии Mn2+ и Ca2+ – уменьшалась. ДНКазная активность 

IgG полностью исчезала в присутствии ЭДТА. Показано, что активность принадлежит легкой 

цепи IgG. 

Весь объем данных по каталитическим антителам у беременных и лактирующих женщин, 

а также при всех исследованных АИЗ проанализирован в нескольких обзорах [101, 102, 103, 

104, 105, 106, 107, 108, 109]. 

Лактоферрин – гликопротеин с молекулярной массой 76–80 кДа, относится к белкам 

семейства трансферринов. Основная функция белка заключается в связывании и траспорте 

железа в клетки. Лактоферрин присутствует в высокой концентрации (~1–2 мг/мл) в молоке и 

других эпителиальных секретах человека [110]. Белок обнаружен также в гранулах 

нейтрофилов и плазме крови [111], в незначительном количестве найден в плаценте человека: в 

децидуальной оболочке – 9–95 мкг/г белка, в трофобласте – 5–35 мкг/г белка, в хорионе 2–26 

мкг/г белка, в амнион 2–37 мкг/г белка. Белок состоит из одной полипептидной цепи, которая 

образует два гомологичных домена – N- и С-доли. Каждая доля содержит один 

железосвязывающий сайт и один сайт гликозилирования. Углеводный компонент молекулы 

лактоферрина состоит из остатков сиаловой кислоты, фукозы, маннозы, галактозы и N-

ацетилглюкозамина, которые образуют связи с остатками Asp-137 и Asp-478 молекулы белка 

[112]. 

Лактоферрин существует в растворе преимущественно в двух состояниях – мономерном 

и тетрамерном [113]. Показано, что добавление ДНК и нуклеотидов, а также олигосахаридов к 

растворам лактоферрина с разной степенью исходной олигомеризации приводит к образованию 

более высокоолигомерных комплексов белка [114]. Предполагается, что за организацию 

олигомерного состояния отвечают нековалентные взаимодействия – преимущественно 

гидрофобные и электростатические связи боковых групп остатков АК и, вероятно, гликозидных 

остатков белка. 

Комплексы лактоферрина с другими белками широко представлены в молоке и крови. Так 

известно, что лактоферрин взаимодействует с кальмодулином, кальций-связывающим белком, 
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локализованном в цитоплазме и ядре активированных клеток [115], казеиновыми мицеллами 

[116], β-лактоглобулином и альбумином [117], церулоплазмином [118]. Эти перечисленные 

комплексы относительно нестабильны. Однако недавно в молоке человека обнаружен 

стабильный мультибелковый комплекс с ДНКазной и амилазной активностями, в состав 

которого входит лактоферрин, α-лактальбумин, молочный альбумин, β-казеин, IgG и sIgA [2]. 

Индивидуальный лактоферрин проявляет различные ферментативные активности. 

Лактоферрин также обладает протеолитической активностью, при этом активность 

увеличивается в присутствии Mg2+ и Ca2+ [119]. Белок также гидролизует РНК и проявляет 

свойства пиримидин-специфических секреторных рибонуклеаз; специфически расщепляет 

пиримидиновую цепь двуцепочечных субстратов poly(rA) : poly(rU) или poly(dA) : poly(rU) 

[120]. Относительная активность белка при использовании в качестве субстрата природных 

РНК уменьшается в ряду мРНК > рРНК > тРНК. Потенциальный РНК-гидролизующий центр 

лактоферрина расположен в междоменной области белка [121]. При взаимодействии с 

олигонуклеотидами белок проявляет нуклеазную и фосфатазную активности [122]. Белок 

гидролизует высокомолекулярную ДНК значительнее быстрее, чем 

олигодезоксирибонуклеотиды. Белок обладает нуклеозидтрифосфатазной, нуклеотидазной (или 

нуклеотидфосфорилазной) и нуклеотидфосфатазную активностями.  

Показано, что лактоферрин проявляет высокую цитотоксичность в отношении раковых 

клеток и вызывает в них апоптоз [123]. При этом для высокоцитотоксичной фракции 

лактоферрина характерна ДНКазная и РНКазная активности. Белок также обладает 

антимикробной и антивирусной активностью [124]. 

Интересным свойством лактоферрина является его способность проникать в ядро [125] и 

активировать транскрипцию. Обнаружены последовательности ДНК с высоким сродством к 

лактоферрину: GGCACTT(G/A)C (ON1), TAGA(A/G)GATCAAA (ON2) и ACTACAGTCTACA 

(ON3) [126]. 

Серотрансферрин – белок семейства трансферринов, гликопротеин с молекулярной 

массой около 80 кДа, циркулирует в крови в концентрации 35 мкМ. В крови примерно 30 % 

серотрансферрина находится в железонасыщенной форме [127].  

Серотрансферрин также как и лактоферрин состоит из одной полипептидной цепи, 

которая образует два домена – N- и C-доли. Аминокислотные последовательности 

серотрансферрина и лактоферрина идентичны на 61,4 % [128]. Основной функцией белка 

является транспорт железа в клетку. Серотрансферрин связывает Fe3+ в присутствии 

бикарбоната и транспортирует железо в клетку. Сродство серотрансферрина к железу примерно 

в 300 раз ниже, чем лактоферрина [129]. Железонасыщенный серотрансферрин связывается со 
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специфическим трансферриновым рецептором на поверхности клетки и интернализуется 

клеткой клатринзависимым эндоцитозом [130]. Освобождение железа происходит в эндосоме 

при рН 5,5. Также показано, что серотрансферрин транспортирует цинк [131]. Белок содержит 

два подобных, но не идентичных металл-связывающих сайта в N- и C-терминальных доменах. 

Углеводная часть белка составляет 6 % от массы белка, представлена остатками сиаловой 

кислоты, галактозой, маннозой и N-ацетилглюкозамина, которые образуют связи с остатками 

аспарагина 413 и 610 в С-терминальном домене белка. 

Серотрансферрин обладает бактерицидными свойствами, поскольку связывает Fe3+, делая 

его недоступным для бактерий, а также способен снижать адгезию бактерий к поверхности 

клетки [132]. Белок участвует в росте и дифференцировке клеток: усиливает миграцию и 

пролиферацию, миотрофическую, морфогенетическую, митогенную и ангиогенную активности 

клеток [133]. 

Гемоглобин – основной гемовый белок красных клеток крови с молекулярной массой 

около 64 кДа. Основной функцией гемоглобина является транспорт кислорода и углекислого 

газа. Белок является гетеротетрамером [134]. Гемоглобин взрослых HbA состоит двух α- и двух 

β-субъединиц, гемоглобин взрослых HbA2 состоит из двух α- и двух δ-субъединиц, 

эмбриональный гемоглобин HbE состоит из двух α- и двух ε-субъединица, фетальный 

гемоглобин HbF – из двух α- и двух γ-субъединиц. Каждая субъединица состоит из одной 

полипептидной цепи и одной группы гема. α-Цепь содержит 141 остатков АК, β-, δ- и γ-цепи – 

146 АК со схожей последовательностью. Все виды гемоглобинов переносят 

железопорфириновую простетическую гемовую группу протопорфирин IX, связанную с 141 и 

146 аминокислотными остатками α- и β-(δ-,γ-)-субъединиц соответственно [134].  

Гемоглобин обладает пероксидазной активностью. Белок катализирует реакцию о-

фенилдиамина с перекисью водорода с образованием 2,3-диаминофеназина [135]. У 

беременных женщин выявлена зависимость пероксидазной активности белка от концентрации 

селена: с уменьшением содержания селена происходит падение пероксидазной активности 

гемоглобина на различных стадиях беременности [136]. 

Автоокисление гемоглобина и образование белковых тирозильных радикалов приводит к 

межбелковым сшивкам и агрегатам [137]. Тирозильные радикалы формируют очень стабильные 

углерод-углеродные ковалентные связи между белками, не только с гемопротеинами, но и 

другими белками плазмы. При гемолизе или повреждении ткани гемоглобин попадает в кровь, 

диссоциирует с образованием αβ-димера. Внеклеточный гемоглобин связывается с высокой 

аффинностью с β-цепью гаптоглобина [138], при этом его пероксидазная активность 

значительно снижается [139]. Пероксидазная активность комплекса гемоглобин/гаптоглобин 
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инициирует ковалентные сшивки в гетероолигомере, приводя к образованию агрегатов, 

которые захватываются макрофагами. 

Глюкозо-регулируемый белок 78 кДа (Grp78) – белок теплового шока, который 

участвует в фолдинге белков. Молекулярная масса белка 72,3 кДа. Белок является изоформой 

Hsp70 эндоплазматического ретикулума. Grp78 участвует в пролиферации, выживании 

опухолевых клеток, а также в ангиогенезе [140]. Показано, что Grp78 присутствует также на 

плазматической мембране клетки, в цитозоле, митохондриях и ядре, участвуя при этом в 

клеточной сигнализации, пролиферации, ивазии, апоптозе, воспалении [141]. Поскольку он не 

имеет специфичного трансмембранного домена, его присутствие на плазмалемме обусловлено 

взаимодействием с другими поверхностными белками клетки, включая гликозил-

фосфоинозитол-заякоренные белки. 

Grp78 экспрессируется конститутивно, однако его экспрессия увеличивается в 20 раз в 

клетке при различных стрессовых условиях и агентами, которые препятствуют 

гликозилированию, фолдингу и транспорту белка, а также нарушению гомеостаза кальция [142, 

143]. Hsp70 белки имеют N-терминальный АТРазный домен, связывающийся с АТР и ADP, и 

С-терминальный полипептид-связывающий домен [144]. Связывание и высвобождение пептида 

в субстрат-связывающем домене происходит в сочетании с гидролизом АТР, что приводит к 

конформационным изменениям в белке [145]. Кошапероны стимулируют гидролиз АТР, в то 

время как факторы нуклеотидного обмена, такие как Bag-1 увеличивают АТРазную активность, 

способствуя высвобождению АТР [146]. 

Аннексины – семейство кальций-зависимых мембрано-связывающих белков, включает 12 

белков. Аннексины являются цитозольными белками, однако аннексины А2 и А11 встречаются 

в ядре. Все аннексины имеют два различных функциональных домена – С- и N-концевой [147]. 

Консервативный С-концевой домен, содержащий 4 одинаковых повтора длиной 70 АК-

остатков, содержит кальций-связывающий сайт. N-концевой домен каждого члена семейства 

аннексинов уникален, он играет важную роль во взаимодействии белков с другими 

внутриклеточными белками, такими как белки семейства S100 [148]. Взаимодействие 

аннексинов и белков S100 необходимо для слияния двух мембран. Аннексины A1, А2, А4 и А5 

не имеют 5ʹ-лидерной последовательности, которая необходима для выделения во внеклеточное 

пространство. 

Аннексины играют важную роль в клеточном цикле, экзоцитозе и апоптозе. Они также 

известны как плацентарные анти-коагулятные белки, составляют примерно 2 % от общего 

количества плацентарных мембранных белков [149].  
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Аннексин А1 – белок с молекулярной массой 38,7 кДа, является провоспалительным 

белком. Белок ингибирует цитозольную фосфолипазу А, что приводит к подавлению выделения 

арахидоновой кислоты, синтеза эйкозаноидов (простагландинов, тромбоксанов, 

простациклинов и лейкотриенов [150]. 

Аннексин А2 – белок с молекулярной массой примерно 38,6 кДа. Белок обнаружен в 

различных клетках, включая эндотелиальные, опухолевые клетки и макрофаги. С-концевой 

домен аннексина А2 содержит F-актин-, гепарин- и плазминоген-связывающие сайты [151]. N-

концевой домен является корецептором тканевого активатора плазминогена [151]. В плаценте 

аннексин А2 регулирует перемещение ионных каналов и транспортеров, участвующих в обмене 

питательных веществ на границе плод-мать, регуляции внеклеточных протеаз, которые важны 

для миграции клеток и создания плацентарных структур, а также для предотвращения 

свертывания крови [152]. Аннексин А2 и фосфолипид-связывающий белок S100A10 

формируют гетеротетрамерный комплекс, активирующий макрофаги по TLR4 сигнальному 

пути [153]. В плаценте наблюдается высокий уровень гетеротетрамерного комплекса аннексина 

А2 и белка S100A10 в амниотической мембране и эндотелиальных клетках, низкий уровень – в 

синцитиотрофобласте [154]. 

Аннексин А5 – белок с молекулярной массой 35,7 кДа, связывается с высоким сродством 

с фосфатидилсерином в мембране [155]. Белок конкурирует с факторами Va, Xa и 

протромбином за связывание с фосфатидилсерином, предотвращая формирование 

протромбиназного комплекса. Также предполагается, что аннексин А5 ингибирует образование 

тромбина путем формирования слоя в виде двумерной кристаллической решетки в мембране, 

экспрессирующей фосфатидилсерин. Аннексин А5 способен ингибировать фагоцитоз 

умирающих клеток, путем экранирования фосфатидилсерина экспрессируемого на поверхности 

клетки [155]. 

 

Для многих биологических процессов необходимы белки, которые формируют 

мультибелковые комплексы с разнообразными биологическими активностями. В настоящее 

время в литературе встречается очень мало данных о мультибелковых комплексах плаценты. 

Сравнительно недавно охарактеризовано 34 функциональных белковых комплекса в плаценте, 

связанных с мембранами плаценты человека [156], включающие митохондриальные комплексы 

дыхательной цепи, интегриновые комплексы, протеасомные комплексы, гистонные комплексы, 

белковые комплексы теплового шока.  
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1.4. Экзосомы плаценты: биогенез, состав, методы выделения 

1.4.1. Типы внеклеточных везикул 

Везикулы ограничены липидным бислоем, в который встроены различные белки, 

рецепторы, внутреннее содержимое представлено различными белками, пептидами и НК [157]. 

Везикулы транспортируют свое содержимое на значительное расстояние от места 

происхождения и, таким образом, могут изменять активность соседних клеток или действовать 

дистанционно за счет переноса биологическими жидкостями. Показано, что внеклеточные 

везикулы выделяются различными клетками: клетками крови, фибробластами, нейронами, 

эндотелиальными клетками, клетками трофобласта/синцитиотрофобласта плаценты [6, 157]. 

Внеклеточные везикулы отличаются по биогенезу, морфологии, составу, функциям и 

классифицируются на три типа [157]: экзосомы, микровезикулы и апоптотические тельца 

(рис. 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 2. Типы внеклеточных везикул. Экзосомы (40–100 нм) образуются в эндосомах – мембранных 
органеллах, представляющих собой сортировочные станции веществ, попавших в клетку путем 
эндоцитоза. Микровезикулы (100–1000 нм) образуются путем выпячивания плазматической мембраны 
наружу с последующей отшнуровкой пузырька. Апоптотические тельца (1–5 мкм) образуются в 
результате фрагментации клетки при апоптозе [6]. 

Экзосомы – нановезикулы размером 40–100 нм, которые формируются путем 

инвагинации мембраны эндосомы. Образующиеся в результате мультивезикулярные тельца 

выделяют экзосомы во внеклеточное пространство путем экзоцитоза. Специфическими 

экзосомальными мембранными маркерами являются тетраспанины CD9, CD63 и CD81 [157]. 

Микровезикулы размером 100–1000 нм формируются на плазматической мембране 

клетки, в процессе их образования отросток цитоплазмы выпячивается наружу и затем 

происходит отшнуровка пузырька. Биогенез этих везикул регулируется GTРaзой ARF6, 

участвующей в трафике мембран и мембранных белков, RhoA (многофункциональным 
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клеточным регулятором) и кальпаином (кальций-зависимой протеиназой). Специфическими 

маркерами микровезикул являются CD40, интегрины, селектины [157]. 

Апоптотические тельца размером 1–5 мкм образуются путем фрагментации клеток при 

апоптозе. Их особенностью является значительное содержание гистонов и фрагментов ДНК. 

1.4.2. Структура и биогенез экзосом 

Экзосомы – маленькие (40–100 нм) везикулы, которые высвобождаются после 

экзоцитозного слияния мультивезикулярных телец с клеточной мембраной. Они 

характеризуются чашеобразной формой при изучении в электронном микроскопе; плавучей 

плотностью 1,13–1,19 г/мл; эндосомальным происхождением; обогащены эндосомальными 

мембранными маркерами Tsg101, CD63, CD9 и CD81 [157]. Специфическим маркером 

плацентарных экзосом является плацентарная щелочная фосфатаза (PLAP). Экзосомальная 

мембрана содержит микродомены – липидные рафты, которые обогащены холестеролом, 

сфингомиелином и церамидами. На поверхности экзосом присутствуют сложные 

полисахариды, несущие концевые остатки галактозы, N-ацетилглюкозамина и маннозы, α-D-

манозильные и α-D-глюкозильные группы [158, 159]. 

Показано, что экзосомы секретируются иммунными клетками – В-клетками, Т-клетками, 

антигенпрезентирующими клетками, тромбоцитами, нейронами и эпителиальными клетками 

[157]. Экзосомы обнаружены в различных биологических жидкостях: в сыворотке крови [160], 

моче [161], молоке [162], слезах [163], слюне [164], асцитной [165], синовиальной [166], 

амниотической [167] и бронхоальвеолярной [168] жидкостях. Эти нановезикулы участвуют в 

регуляции иммунного ответа, презентации антигенов, секреции белков, регуляции сосудистого 

гомеостаза, транспорте цитокинов и реактивных форм кислорода [169]. 

Экзосомы образуются в результате работы системы эндосом [170, 172] (рис. 3). Система 

эндосом включает ранние, поздние и рециркулирующие эндосомы, каждый вид эндосом имеет 

свои специфические маркеры, морфологию и функции. Мембрана эндоцитозных пузырьков 

сливается с мембраной ранних эндосом. Таким образом, ранние эндосомы созревают в поздние 

эндосомы, во время этого процесса происходит закисление содержимого эндосомы за счет 

работы протонного насоса V-АТРазы, а также они утрачивают Rab5, приобретают Rab7 и Rab9, 

которые вместе с рецептором маннозо-6-фосфата являются маркерами поздних эндосом. В их 

полости накапливаются интралюминальные везикулы, образующиеся путем инвагинации 

мембраны поздней эндосомы (рис. 3). 

Наиболее хорошо описанный механизм образования интралюминальных везикул 

происходит с участием комплекса ESCRT (the endosomal sorting complex required for transport) – 

сортировочный комплекс эндосом, необходимый для транспорта. Комплекс ESCRT состоит из 
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4 молекулярных комплексов (ESCRT-0, -I, -II и -III) [171]. Сборка комплекса ESCRT начинается 

со связывания ESCRT-0 с фосфатидилинозитол-3-фосфатом. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3. Биогенез экзосом. ESCRT – белковый комплекс, отвечающий за транспорт в процессе 
эндосомальной сортировки (endosomal sorting complex required for transport) [172]. 

Комплекс ESCRT-0 узнает и связывает убиквитинилированные трансмембранные белки 

эндосомы, а также отвечает за их загрузку в интралюминальные везикулы. Комплекс ESCRT-0 

содержит белок HRS (фактор роста гепатоцитов), который узнает моноубиквитинилированные 

белки и связывается с STAM (адапторная молекула сигнальной трансдукции, второй компонент 

ESCRT-0), Eps15 и клатрином (белками не комплекса ESCRT). HRS связывается с TSG101 – 

белком ESCRT-I комплекса, после этого ESCRT-I комплекс участвует в активации комплекса 

ESCRT-II, взаимодействуя через адаптерный белок ALIX. Комплексы ESCRT-I и -II вызывают 

формирование пузырьков путем инвагинации мембраны вовнутрь поздних эндосом. ESCRT-II 

совместно с ферментами, удаляющими убиквитин, способствует перемещению меченых белков 

в интралюминальные везикулы. ESCRT-III отвечает за отсоединение везикулы от мембраны 

внутрь микровезикулярного тельца [171]. Для диссоциации комплекса ESCRT необходим 

комплекс ATРаза VPS4B. Нокдаун белков комплекса ESCRT-0 – HRS и TSG101, и белка 

комплекса ESCRT-I – STAM1, приводит к уменьшению секреции экзосом [173]. Нокдаун 

ESCRT-III и белков CHMP4C, VPS4B и ALIX увеличивает секрецию экзосом. 

Показано, что экзосомы, переносящие протеолипидный белок липофилин, нормально 

секретируются олигодендроцитами после ингибирования комплекса ESCRT [174]. В этих 

клетках ингибирование нейтральной сфингомиелиназы, приводящей к сниженному биогенезу 

церамидов, снижает секрецию экзосом. Предполагается, что церамиды индуцируют 
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инвагинацию плазматической мембраны вовнутрь мультивезикулярного тельца с образованием 

интралюминальных везикул. 

Показано, что фосфолипаза D2 также необходима для биогенеза экзосом [175, 176]. 

Предполагается, что образованная фосфатидная кислота во внутреннем слое мембраны 

мультивезикулярного тельца индуцирует инвагинацию мембраны эндосомы и, таким образом, 

образование интралюминальных везикул. 

В процессе формирования интралюминальных везикул происходит загрузка их 

содержимого [177]. Часть белков и РНК попадают в экзосомы пассивным захватом 

содержимого цитоплазмы. Однако нановезикулы содержат наборы специфических белков и 

РНК, которые отличаются от белков и РНК родительских клеток, поэтому полагают, что они 

транспортируются в экзосомы селективно. 

1.4.2.1. Транспорт белков в экзосомы  

В настоящее время описано несколько альтернативных путей транспорта специфичных 

белков в экзосомы. Наличие у белков определенных якорных компонент, позволяющих 

связываться с плазматической мембраной (например, остатка миристиновой или 

пальмитиновой кислоты) или различных сиквенс-специфичных мотивов и структур (например, 

сайтов ацетилирования или фосфолипид-связывающих доменов) способствуют транспорту 

данных белков в экзосомы [178].  

Показано, что комплекс ESCRT содержит убиквитин-связывающие субъединицы, которые 

связывают моноубиквитинилированные белки, и обеспечивает их транспорт в 

интралюминальные везикулы [179, 180]. 

Однако часть белков попадает в экзосомы по ESCRT-независимому пути, в него 

вовлечены липиды, тетраспанины или белки теплового шока. Важную роль в транспорте белков 

в экзосомы играют тетраспанины CD9, CD63, CD81 [181]. Например, в клетках меланомы 

тетраспанин CD63 обеспечивает транспорт меласомального белка PMEL в интралюминальные 

везикулы [182]. Показано, что экспрессия тетраспанина TSPAN8 обеспечивает селективный 

транспорт белков, включая CD106 и СD49d, в экзосомы аденокарциномы поджелудочной 

железы [183]. CD81 обеспечивает транспорт специфичного набора белков в экзосомы [184]. 

Нокаут гена CD81 приводил к снижению накопления 27 белков в экзосомах, таких как 

рибосомальные белки, GTPазы семейства Rac. 

Липидные рафты играют важную роль в передаче сигналов и транспорте [185, 186]. 

Показано, что тирозинкиназа Lyn, флотиллин-1 и стоматин попадают в экзосомы за счет 

взаимодействия с липидными рафтами в эндосомальной мембране [187]. Кроме того, 

сфингозин-1-фосфат (SP1) регулирует транспорт белков (CD63, CD81 и флотиллина) в 
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экзосомы путем ингибирования рецептора SP1, связанным с G-белком, локализованным на 

мембране мультивезикулярных телец [188]. 

Шаперон HSC70 обеспечивает транспорт трансферринового рецептора в экзосомы [189]. 

Кроме того, показано, что цитозольные белки, содержащие мотив KFERQ, связываются с 

шапероном HSC70, который индуцирует их селективный транспорт в интралюминальные 

везикулы [190]. Транспорт синдеканов, мембранных белков, имеющих гепарансульфатные 

цепи, в экзосомах, содержащих ALIX, опосредован их связыванием с синтенином. Синтенин 

является мультивалентным растворимым белком, который также взаимодействует с ALIX, 

таким образом, образуя связь между синдеканом и комплексом ESCRT [191]. Кроме транспорта 

белков, взаимодействие между синтенином и ALIX способствует формированию 

интралюминальных везикул. В некоторых исследованиях показано, что обработка гепараназой 

гепарансульфатных цепей синдекана способствует формированию кластеров синдекана, что 

возможно стимулирует связывание с синтенином [192].  

1.4.2.2. Транспорт РНК в экзосомы  

Экзосомы переносят специфический набор микроРНК, других малых некодирующих РНК 

(piРНК, snРНК, snoРНК, scaРНК, Y-РНК), природные антисмысловые РНК, тРНК и их 

фрагменты, мРНК и их фрагменты, рРНК и длинные некодирующие РНК [193, 194, 195, 196, 

186]. Профиль РНК экзосом часто не отражает профиль РНК родительской клетки, поэтому 

полагают, что упаковка РНК в экзосомы происходит селективно [197, 198]. Механизмы 

загрузки специфичных РНК в экзосомы изучены недостаточно полно. 

Показано, что микроРНК содержат короткие специфичные последовательности для 

связывания белков, контролирующие их загрузку в экзосомы [199]. Гетерогенный ядерный 

рибонуклеопротеин А2В1 (hnRNPA2B1) специфически связывает экзосомальную микроРНК 

путем узнавания ее специфических последовательностей, называемых exomotif (GGAG) и, 

таким образом, контролирует загрузку микроРНК в нановезикулы. Рибонуклеопротеин А2В1 в 

экзосомах сумоилируется, эта посттрансляционная модификация необходима для связывания и 

загрузки микроРНК в экзосомы. Экзосомальная мРНК имеет 3᾿-нетранслируемые области, 

которые возможно участвуют в транспорте мРНК в везикулы [200]. 3᾿-нетранслируемые 

области мРНК экзосом содержат последовательности длиной 25 нуклеотидов – «zipcode», 

которая содержит короткую коровую область CTGCC, которая, вероятно, нужна для 

образования шпильки в 3᾿-нетранслируемой области мРНК.  

Большинство микроРНК транскрибируется в виде длинной первичной микроРНК (pri-

miRNA) РНК-полимеразой II и далее подвергается последующему процессингу ферментами 

РНКазы III Drosha и Dicer с образованием дуплексов микроРНК длиной 19–25 нуклеотидов 



32 

 

[201]. Затем Dicer транспортирует дуплекс к одному из четырех белков Argonaute (Ago). 

Пассажирская цепь дуплекса гидролизуется [201], направляющая цепь включается в комплекс 

RISC, обеспечивая посттранскрипционный сайленсинг генов. Однако, анализ содержания 

микроРНК экзосом фибробластов сердца показал высокое содержание пассажирской цепи 

микроРНК miR-21*, которая индуцирует гипертрофию кардиомиоцитов [191]. Ago2 обычно 

отсутствует в экзосомах, поэтому полагают, что экзосомальная микроРНК защищена от 

деградации и сортируется другими РНК-связывающими белками [202]. 

Структуры некоторых РНК обладают повышенным сродством к компонентам липидных 

мембран. Гидрофобные модификации увеличивают аффинность РНК к липидной мембране. 

Например, некоторые микроРНК метилируются [203], тРНКSec может иметь несколько 

модификаций, такие как изопентенилирование, увеличивающее сродство к липидным рафтам 

мембраны [204]. 

1.4.2.3. Секреция экзосом 

Малые белки GTPазы семейства Rab контролируют различные этапы внутриклеточного 

везикулярного транспорта, такие как, формирование везикул, перемещение везикул и органелл 

через взаимодействие с цитоскелетом, слияние с мембраной [205]. Rab11 необходим для 

секреции экзосом клетками K562, индуцируемой ионами Ca2+ [206]. Ингибирование Rab35 

снижает секрецию экзосом, обогащенных протеолипидным белком липофилином, 

олигодендроцитами [207]. Нокдаун генов Rab5А, Rab9А, Rab2В, Rab27А и Rab2В приводит к 

значительному снижению секреции экзосом клетками HeLa, в то время как нокдаун генов 

Rab11А и Rab7 не снижает [208]. Показано, что для секреции экзосом, содержащих синтенин и 

ALIX, клетками MCF-7 необходим Rab7 [209]. Предполагается, что эти белки участвуют в 

стыковке мультивезикулярных телец и плазматической мембраны клетки, необходимой для 

окончательного слияния двух мембран, что делает возможной секрецию. 

Гетерогенные условия, необходимые для стыковки и слияния мембран, предполагают 

наличие различных мультивезикулярных телец в клетке [205]. Белки Rab11А и Rab35 описаны 

как связанные с рециркулирующими и ранними эндосомами, в то время как Rab27А и Rab27В 

связаны поздним и секреторным компартментом. Возможно, различные белки семейства Rab 

участвуют в стыковке эндосом, содержащих интралюминальные везикулы на различных 

стадиях эндосомального пути. Эти различные мультивезикулярные тельца возможно могут 

давать начало различным популяциям экзосом [205]. 

После стыковки двух различных внутриклеточных компартментов, комплексы SNARE 

(soluble NSF-attachment protein receptor complexes) играют важную роль в обеспечении слияния 

мембран [210]. Белки комплекса SNARE – SNAP-23, VAMP-7 и VAMP-8 (vesicle associated 
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membrane proteins) участвуют в Ca2+-регулируемом слиянии секреторных лизосом с 

плазматической мембраной в различных клетках [211, 212]. Однако белки комплекса SNARE не 

всегда обеспечивают слияние с плазматической мембраной во время секреции экзосом. 

Например, в то время как VAMP-7 важен для секреции экзосом, содержащих 

ацетилхолинэстеразу в клетках К562 [213], ингибирование VAMP-7 в клетках MDCK нарушает 

секрецию лизосом, но не секрецию экзосом [214].  

1.4.3. Механизмы взаимодействия экзосом с клетками-мишенями 

Экзосомы после выделения во внеклеточное пространство, циркулируют в жидкостях 

организма до взаимодействия с клетками-мишенями. Важным этапом взаимодействия экзосом с 

клетками является адгезия [215]. Для адгезии необходимы интегрины на плазматической 

мембране клеток и тетраспанины на экзосомах. Тетраспанины формируют гетеродимеры с 

интегринами, например, α3β1 [215], членами суперсемейства иммуноглобулинов (ICAM-1, 

MICA, MICB) и корецепторными молекулами (CD4, CD8, CD19, CD21) [216]. Показано, что 

другие белки адгезии также играют важную роль в связывании экзосом с плазматической 

мембраной клетки, включая CD169 на макрофагах [217] и гепарансульфат-протеогликаны на 

клетках глиобластомы U-87 MG [218]. Экзосомы содержат на своей поверхности лиганды, 

которые связываются с рецепторами на плазматической мембране клетки-мишени и запускают 

синтез вторичных посредников [207, 219]. Например, экзосомы плаценты переносят на 

поверхности FasL и TRAIL и запускают апоптоз в Jurkat T-клетках путем подавления NF-κB, 

CD3ζ и JAK3 [220, 221 ]. 

Механизмы проникновения экзосом в клетки-реципиенты изучены недостаточно, однако 

показано, что в зависимости от типа реципиентной клетки экзосомы проникают в клетки-

мишени путем слияния с плазматической мембраной клетки, макропиноцитоза, фагоцитоза и 

клатрин-зависимого эндоцитоза [222].  

Анализами смеси флуоресцентно-меченых липидов и слияния мембран показано, что 

микровезикулы моноцитов связываются и сливаются с мембраной активированных 

тромбоцитов и транспортируют к реципиентным клеткам CD142 и PSGL-1 (гликопротеиновый 

лиганд-1 Р-селектина) [223]. Слияние мембран усиливается при низких значениях pH [224]. 

Cолокализация экзосом с белками Rab53 или LAMP-1 (гликопротеин лизосомальной 

мембраны) предполагает, что экзосомы интернализуются и взаимодействуют с 

цитоплазматическими везикулами. Предполагается, что слияние экзосом с плазматической 

мембраной регулируется тетраспанинами.  

В большинстве случаев проникновение экзосом в клетку проходит путем фагоцитоза 

[225]. Показано, что в фагоцитозе экзосом большую роль играет актиновый цитоскелет, 
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фосфоинозитол-3-киназа (PI3K) и динамин. Интернализованные экзосомы колокализованы с 

LAMP-1, лизобифосфатидной кислотой и Rab7 в поздних аутофагосомах, эндосомах или 

лизосомах [226]. 

Альтернативным путем захвата экзосом является макропиноцитоз. Например, экзосомы 

олигодендроцитов захватываются клетками микроглии путем макропиноцитоза [227]. 

Макропиноцитоз экзосом зависит от концентрации Na+ и PI3K. Ингибирование Na+/Н--канала и 

активности PI3K фармакологическими ингибиторами EIPA и LY294002 соответственно, 

уменьшает захват экзосом клетками-реципиентами [228]. 

С использованием фармакологического ингибитора CPZ и siRNA-опосредованного 

нокдауна гена клатрина показано, что экзосомы опухолевых клеток мозгового слоя 

надпочечников PC12 частично интернализируются клатрин-зависимым эндоцитозом [228]. 

Показано, что экзосомы, взаимодействуя с клетками, стимулируют или ингибируют 

эффектов широкий спектр различных процессов: участвуют в пролиферации, ангиогенезе, 

апоптозе, продукции цитокинов модуляции иммунной системы, инвазии и метастазировании. 

Ниже будет рассмотрено участие плацентарных экзосом в некоторых физиологических 

процессах при беременности [см. раздел 1.4.6]. 

1.4.4. Методы выделения экзосом 

Многие исследователи, получающие препараты экзосом из различных источников, 

ограничиваются подтверждением их наличия с помощью просвечивающей электронной 

микроскопии (ПЭМ), не анализируя состав препарата в целом. ПЭМ является лучшим методом 

анализа размеров, морфологии и целостности экзосом, а также оценки состава препарата. Этот 

метод анализа показывает присутствие в препаратах экзосом примесей, таких как, белки, 

белковые комплексы, микровезикулы и т.д., которые могут приводить к неправильной 

интерпретации результатов исследований биохимическими методами. Например, в работе [229] 

исследователи описывают образцы экзосом плаценты и представляют снимки, на которых 

отчетливо видны везикулы размером более 100 нм и другие частицы, не имеющие 

ограничивающей мембраны. Однако при анализе результатов авторы данной работы не 

обсуждают их присутствие и возможную роль. 

Для подтверждения экзосомальной природы выделенных везикул «Международное 

общество по внеклеточным везикулам» рекомендует выявлять специфические экзосомальные 

маркеры – тетраспанины CD9, CD63 и CD81, с помощью Вестерн-блота, проточной 

цитофлуориметрии или иммуноэлектронной микроскопией [230, 231]. Однако первые два 

метода фиксируют все частицы в растворе, имеющие тетраспанины, поэтому отсутствует 

селективность по анализу мембранных и немембранных структур. Иммуноэлектронная 
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микроскопия является наилучшим из этих методов, поскольку позволяет выявлять 

экзосомальные маркеры непосредственно на поверхности везикул. 

В работе [232] показано, что препараты экзосом, выделенные последовательными 

центрифугированиями и ультрацентрифугированиями, которые, согласно литературным 

данным, являются основными методами получения экзосом, в литературе из различных 

биологических жидкостей (плазмы, слезной жидкости, мочи, сыворотки крупного рогатого 

скота и культуральной жидкости), содержат «не-везикулы», которые имеют размеры 20–40 и 

40–100 нм. По морфологии данные невезикулярные структуры авторы относят к 

липопротеинам промежуточной и низкой плотности (20–40 нм) и очень низкой плотности (30–

80 нм). В других работах также показано, что липопротеины высокой (8–11 нм) и низкой 

плотности совыделяются с экзосомами и микровезикулами плазмы крови [233, 234]. Следует 

отметить, что липопротеины разных плотностей, как и экзосомы, могут переносить РНК и 

белки [235], поэтому исследование состава и функций экзосом, контаминированными другими 

структурами, может привести к ложноположительным результатам. 

В настоящее время известно множество методов выделения экзосом, и ежегодно в 

литературе появляются новые способы выделения и очистки экзосом. Как известно, экзосомы 

имеют размеры 40–100 нм, поэтому предполагается, что везикулы можно разделять в 

зависимости от размера. К таким методам выделения экзосом относят фильтрацию. В 

большинстве случаев последовательную фильтрацию проводят с помощью мембранных 

фильтров с различным размером пор (0,1 мкм, 0,22 мкм) [236]. Однако, в процессе 

ультрафильтрации под давлением может происходить деформация везикул, крупные везикулы 

могут дробиться на более мелкие, также через мембрану проходят белки и их комплексы, что 

при дальнейшем анализе приводит к искажению результатов [236].  

Метод выделения экзосом, разработанный для выделения экзосом ретикулоцитов из 

кондиционированной среды культур клеток [237], использован для выделения этих нановезикул 

антиген-презентирующих клеток [238, 239]. Протокол основан на дифференциальном 

центрифугировании, благодаря чему самые маленькие везикулы, включая экзосомы, 

осаждаются ультрацентрифугированием при 100000×g. До ультрацентрифугирования наиболее 

крупные везикулы удаляются последовательным дифференциальным центрифугированием c 

увеличением скорости (300×g, 2000×g, 10000×g). В настоящее время используют несколько 

вариантов этого метода, которые могут включать ультрацентрифугирование, например, при 

140000×g [240], 200000×g [161] и различные стадии до финального ультрацентрифугирования, 

такие как фильтрация для удаления клеточного дебриса и везикул размером более 220 нм [239]. 

Кроме того, в большинстве протоколов для отделения крупных внеклеточных везикул 

используют низкоскоростное центрифугирование от 10000×g [167, 241] до 50000×g [242]. 
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Однако, при ультрацентрифугировании происходит обогащение различными типами 

внеклеточных везикул, имеющими близкие размеры, также при центрифугировании при 

100000×g могут осаждаться белковые агрегаты. Поэтому необходимо подбирать условия, при 

которых возможно разделение данных структур. Для разделения частиц со схожими 

коэффициентами седиментации целесообразно использование бакетного ротора, а частицы с 

заметной разницей коэффициентов седиментации эффективно разделяются при использовании 

углового ротора [243]. 

Для дополнительной очистки экзосом от других везикул и примесных белков используют 

ультрацентрифугирование в градиенте плотности сахарозы или на сахарозной подушке [165, 

244]. Как известно, плавучая плотность экзосом находится в диапазоне от 1,13 г/мл до 1,19 г/мл 

[157]. В результате такой очистки можно эффективно отделить экзосомы от несвязанных с 

ними макромолекулярных агрегатов и других везикул неэндосомального происхождения. 

Варианты этого метода используются для очистки нановезикул клинических образцов для 

терапевтического использования [244] путем комбинации фильтрации/концентрирования через 

мембрану с пропускной способностью 500 кДа и ультрацентрифугирования на сахарозной 

подушке для удерживания экзосом. 

К настоящему времени появились методы, основанные на специфическом связывании 

молекул на поверхности экзосом, позволяющие обходиться без ультрацентрифугирования. 

Среди них методы выделения экзосом иммунопреципитацией с помощью моноклональных 

антител к специфическим маркерам экзосом CD9, CD63, CD81, а также к плацентарной 

щелочной фосфатазе, которая является маркером плацентарных экзосом [245]. Антитела могут 

быть иммобилизованы на различных носителях – магнитных шариках, матрицах для 

хроматографии и микрофлюидных устройствах [239, 246]. 

В работе [247] предложен метод препаративного выделения экзосом, который основан на 

способности нановезикул связываться с лектинами. В данном исследовании показано, что при 

добавлении фитогемагглютинина М и конконавалина А происходит агрегация экзосом. 

Полученные агрегаты осаждают низкоскоростным центрифугированием (15000×g). Для 

освобождения отдельных экзосом из агрегатов, к осадку добавляют избыток простых сахаров 

(глюкоза или манноза), которые конкурентно разрушают связь между полисахаридами в 

составе экзосом и лектинами, затем экзосомы отмывают от лектинов.  

Стремительное развитие микротехнологий открывает возможность изготовления 

микрофлюидных устройств для быстрой изоляции экзосом. В работе [248] предложен метод 

выделения экзосом с помощью микрофлюидного чипа и ультразвуковых волн. Ультразвуковая 

платформа содержит два модуля с разной частотой ультразвуковых волн: модуль № 1 с 

ультразвуковой волной 20 МГц предназначен для удаления крупных клеток и клеточных 
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компонентов размером больше 1 мкм, различные типы внеклеточных везикул разделяются в 

модуле № 2 с ультразвуковой волной 40 МГц [248]. С помощью второго модуля с 

ультразвуковой волной 40 МГц исследователи отделяют фракцию экзосом размером примерно 

110 нм от других внеклеточных везикул. Использование звуковых волн позволяет получать 

неповрежденные экзосомы, однако, данный метод не специфичен по отношению к экзосомам, 

поскольку могут совыделяться другие везикулы соизмеримые размером с экзосомами. Кроме 

того, полученные везикулы могут содержать связанные с их поверхностью белки и 

нуклеиновые кислоты.  

Гель-фильтрация позволяет разделить макромолекулы по их размерам [249]. Основным 

преимуществом этого метода является воспроизводимость и высокая эффективность удаления 

примесей, таких как неспецифически взаимодействующие белки или белковые агрегаты. 

Низкое давление или гравитационно-зависимые потоки позволяют получать неповрежденные 

везикулы правильной формы [249]. Данный метод успешно используется в комбинации с 

ультрацентрифугированием и ультрафильтрацией для широкого диапазона биологических 

жидкостей как эффективная дополнительная стадия очистки от примесных белков [162]. В 

работе [162] выделены экзосомы из молока кобыл по стандартному протоколу, включающему 

ультрацентрифугирование и ультрафильтрацию, дополненным гель-фильтрацией на сорбенте 

Ultrogel. Показано, что препараты экзосом, полученные по стандартному протоколу без 

использования гель-фильтрации, содержат не только экзосомы (40–100 нм), но и множество 

везикул размером больше 100 нм, а также примесные белки и их комплексы. После 

дополнительной очистки ультрафильтрацией (фильтр с размером пор 100 нм) и гель-

фильтрацией экзосомы молока кобыл содержат всего от 5 до 8 основных белков: лактоферрин, 

цитоплазматический актин, β-лактоглобулин, лактадхерин, бутирофилин 1, 

ксантиндегидрогеназа, белок, связывающий жирные кислоты. Следует отметить, что в 

экзосомах молока в различных работах обнаружено более 100–200 различных белков [250, 251]. 

Еще более невероятные результаты получены при анализе экзосомных белков молока коров, 

где выявлено 2107 белков, включая несколько основных экзосомальных белковых маркеров 

[252]. Однако, в работе [162] показано, что после гель-фильтрации на сорбенте Ultrogel, 

который эффективно разделяет белки с молекулярными массами 55–9000 кДа, большое число 

белков обнаружено в двух различных пиках примесных белков, которые отделились от пика 

экзосом. Это свидетельствует о том, что описанные в литературе данные о большом числе 

белков в недостаточно очищенных препаратах экзосом могут быть ошибочными. В некоторых 

работах в составе экзосом обнаружены белки, которых там не может быть, включая казеин 

[253]. Есть несколько причин, по которым казеин не может быть в препаратах экзосом. Синтез 

казеина происходит в ЭПР, а затем новообразованный пептид мигрирует в аппарат Гольджи для 
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созревания и упаковки в секреторные гранулы [254]. Эти гранулы мигрируют к клеточной 

плазматической мембране и сливаются с ней, высвобождая частицы, содержащие казеин, таким 

образом, молекулы казеина не существуют «свободными» в цитоплазме. Следовательно, казеин 

не может быть включен в экзосомы, и все данные о наличии казеина в экзосомах являются 

следствием недостаточной гомогенности препаратов, что согласуется результатами работы 

[162]. В этой работе, показано, что казеин после гель-фильтрации присутствует во фракциях 

примесных белков. 

Существенной проблемой анализа образцов экзосом является контаминация 

липопротеинами, которую невозможно решить известными методами 

ультрацентрифугирования и хроматографии. Коммерческие компании предложили для решения 

этой проблемы набор для выделения очищенных от липопротеинов экзосом exoEasy (Qiagen), 

представляющий собой колонки для центрифугирования, в которых происходит аффинное 

связывание везикул на основе их общих биохимических особенностей [160]. Однако, несмотря 

на высокую скорость выделения экзосом, этот метод имеет недостатки – требуется тщательная 

очистка фракций от клеточного дебриса, крупных везикул и т.д. Сравнительный анализ 

выделения экзосом из плазмы человека с помощью exoEasy и гель-фильтрации на 

специализированных колонках qEV (Izon Science) показал, что полученные препараты 

нановезикул в обоих случаях получаются загрязненными, однако, при использовании exoEasy 

снижается контаминация липопротеинами, но возрастает – белками [160]. 

Отсутствие наиболее приемлемого стандартного протокола выделения экзосом приводит 

к появлению разнообразных коммерческих предложений, многие из которых являются 

комбинацией вышеперечисленных методов. Так, Exo-spinTM (Cell Guidance Systems) – 

технология, включающая осаждение и гель-фильтрацию, производители предлагают 

использовать ее без предварительного ультрацентрифугирования для получения гомогенных 

препаратов экзосом. Однако, сравнительные анализы выделения экзосом из плазмы крови с 

использованием этого метода показали контаминацию препаратов белками плазмы [255]. 

Другим хорошо известным методом выделения экзосом является осаждение с 

использованием полимеров [164, 166, 256, 257]. Его популярность привела в основном к 

использованию обычных коммерческих наборов ExoQuickTM (System Biosciences), которые 

делают процесс изоляции экзосом менее трудоемким по сравнению с 

ультрацентрифугированием. Метод основан на формировании полимерных сетей при 

определенных условиях (оптимальная концентрация соли и низкая температура). Раствор 

полимера смешивают с исследуемым препаратом и инкубируют в течение ночи, затем экзосомы 

осаждают низкоскоростным центрифугированием. Однако кроме возможных неэкзосомальных 

структур, образец содержит молекулы полимера, которые несовместимы, например, с 



39 

 

применением в масс-спектрометрии. В работе [258] показано, что использование набора 

ExoQuick приводит к получению наиболее контаминированных препаратов экзосом плазмы 

крови, вероятно, полимерные сети соосаждают не только нановезикулы, но и липопротеины. 

Некоторые белки могут специфически или неспецифически взаимодействовать напрямую 

с поверхностью экзосом или с рецепторами, встроенными в мембраны экзосом. 

Предполагается, что относительное количество белков и РНК в опубликованных работах 

непосредственно внутри экзосом может быть сильно завышено. Поэтому стоит упомянуть 

критический обзор Свердлова Е.Д. [10], который считает, что в отношении экзосом 

сформировалась некорректная завышенная количественная оценка внутренних компонентов, 

которая, по его образному выражению, наверняка заставила бы Амедео Авогадро плакать. Во 

многих опубликованных работах число РНК в экзосомах достигает нескольких десятков тысяч, 

например, в работе [259] в экзосомах молока обнаружено 19320 различных молекул мРНК. В 

критической работе Свердлова Е.Д [10] показано, что такого количества РНК в экзосомах не 

может быть. Согласно его расчетам, исходя из максимального диаметра экзосом (100 нм) и 

длины мРНК (1000 нуклеотидов), одна экзосома может содержать 1600 молекул мРНК. Однако, 

экзосомы содержат также липиды и белки, следовательно, количество мРНК должно быть 

намного ниже. 

Для исследования состава и биологической роли плацентарных экзосом используют 

препараты, выделенные из крови беременных [221, 260], из ex vivo культур плацентарных 

эксплантов первого триместра нормальной беременности [8, 261], перфузата [262] или 

гомогената плаценты [263]. В большинстве опубликованных работ плацентарные экзосомы 

выделяют с помощью центрифугирований при разных ускорениях, в градиенте плотности, и 

проводят анализ на недостаточно очищенных препаратах экзосом. 

Далее будут рассмотрены литературные данные по составу и функциям экзосом плаценты 

человека. 

1.4.5. Состав плацентарных экзосом 

1.4.5.1. Белки экзосом плаценты 

Данные по белковому составу экзосом плаценты, выделенных с помощью стандартных 

методов центрифугирования и ультрацентрифугорования, значительно отличаются в различных 

исследованиях. В зависимости от методов анализа белков обнаружено от нескольких сотен и 

даже тысяч белков в препаратах экзосом плаценты: 51 [264], 140 [265], 200 [266], 282 [267], 349 

[268], 1476 [269], 1684 [270]. Белковый состав экзосом плаценты изучают в основном с 

помощью двумерного электрофореза, масс-спектрометрии, вестерн-блота и проточной 

цитофлуорометрии. 
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Считается, что независимо от клеточного происхождения экзосомы содержат белки, 

участвующие в формировании микровезикулярных телец (аннексины, GTFазы семейства Rab, 

белки комплекса ESCRT, TSG101, Alix) [271], экзосомы также экспрессируют тетраспанины 

CD9, CD81, CD63.  

Экзосомы плаценты экспрессируют плацентарную щелочную фосфатазу (PLAP), которая 

является специфическим маркером плацентарных экзосом [271]. В отличие от других экзосом, 

например, экзосом иммунных клеток, плацентарные экзосомы не экспрессируют молекулы 

MHC. Но на их поверхности экспрессируются MHC-родственные молекулы MICA∕B и 

RAET1∕ULBP1-5, лиганды, активирующие NK-клеточный рецептор NKG2D [261]. Согласно 

литературным данным, плацентарные экзосомы могут содержат проапоптотические молекулы 

FasL1–4 и TRAIL. Мембранная форма регуляторного цитокина TGFb также экспрессируется на 

мембране плацентарных экзосом, что может указывать на роль плацентарных экзосом в 

контроле роста синцитиотрофобласта: пролиферации и дифференцировке [271]. 

В работе [267] исследованы экзосомы, выделенные из клеток вневорсинчатого 

трофобласта линии Sw71 первого триместра с помощью ультрацентрифугирования при 

100000×g в градиенте плотности сахарозы. Идентифицированы белки, которые могут 

участвовать в широком диапазоне клеточных процессов. Показано, что такие препараты 

экзосом содержат секреторные белки (сывороточный альбумин, фибронектин, гемоглобин, 

серотрансферрин, лактоферрин и другие), белки цитоскелета (тубулины α1, β2, β6, актин, 

альфа-актинин, спектрин, профилин-1 и другие), белки адгезии и белки, участвующие в 

слиянии мембран (лактадхедин, аннексины А2, А5, А6, интегрины). Интересно, что экзосомы 

из клеток вневорсинчатого трофобласта линии Sw71 содержат большое число ферментов, 

участвующих в метаболизме аминокислот (фосфосерин-аминотрансфераза, 

аденозилгомоцистеиназа, серин-гидроксиметил-трансфераза, аминопептидаза-2 ЭПР), 

метаболизме липидов (синтаза жирных кислот, еноил-CоА-гидратаза, ацетил-CоА-

карбоксилаза, аполипротеины А-1 и B-100), окислительно-восстановительных реакциях 

(пероксиредоксин-1 и -4, NADH-убихинон-оксидоредуктаза), синтезе белков (60S и 40S 

рибосомные белки). Белки теплового шока (HSP27, HSP90, HSP70, HSPB1 и другие) также 

идентифицированы в экзосомах трофобласта, выделенных ультрацентрифугированием [265, 

267]. 

Согласно работе [267], экзосомы плаценты могут содержать гистоны, белки и ферменты, 

участвующие в репликации ДНК (белок MCM8, РНК-геликаза DHX30), сплайсинге мРНК 

(ингибитор рибонуклеазы, РНК-геликаза BAT1 сплайсосомы), транскрипции (факторы 

транскрипции RFX3, транскрипционый активатор GCN1) и трансляции (фактор-2 элонгации, 

матрин-3, фактор элонгации Tu). В работе также идентифицированы плаценто-специфичные 
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белки – белок зоны беременности (PZP) и хорионический гонадотропин (β-HCG). В этой работе 

[270] идентифицировано 1684 белков в препаратах экзосом трофобласта. Из этих белков 63 

экспрессируется только в экзосомах трофобласта плаценты, такие как, CD276 (B7-H3), 

синцитин-2, синцитин-1, PLAP. 

Сравнение протеома экзосом клеток хориокарциномы линии JEG-3 и трофобласта линии 

HTR-8/Svneo, выделенных комбинацией ультрацентрифугирования при 120000×g и 

ультрацентрифугированием в градиенте плотности сахарозы, показало, что в экзосомах этих 

клеточных линий представлено лишь 27 белков [269]: α-2-макроглобулин, α-2-HS-

гликопротеин, β-актин, сывороточный альбумин, аполипротеины Е и М, комплемент С3, V 

фактор коагуляции, β-фибриноген, тромбоспондин, филамин А, белки теплового шока HSP90 и 

HSP70, VEPH1, лактат-дегидрогеназа, енолаза-1, эукариотический фактор-2 элонгации, 

фосфоглицерат-киназа, моэзин, пируват-киназа, белок зоны беременности, тромбоспондин, β- и 

ε-активатор тирозин-3-монооксигеназы, кератины 1 и 10. 

Следует отметить, что мета-анализ шести баз данных, содержащих информацию о более 

чем 700 белках, обнаруженных в экзосомах плаценты, показал, что лишь 3 белка представлены 

во всех базах: сывороточный альбумин, фибронектин-1 и ингибитор активатора плазминогена 

[272]. Противоречивые данные о белковом составе можно объяснить различным используемым 

материалом для выделения экзосом плаценты, различными стадиями беременности, а также 

различными методами выделения экзосом. Поэтому необходима стандартизация протоколов 

выделения плацентарных экзосом. 

Разнообразие белков, обнаруженных в экзосомах, вызывает вопросы о том, играют ли 

важную роль в биологических функциях плацентарных экзосом белки, совыделяющиеся с 

везикулами, а также белки экзосом. Не исключено, что некоторые биологические функции, 

приписанные экзосомам, являются функциями совыделяющихся с ними белков, НК и других 

компонентов биологических жидкостей. 

1.4.5.2. Нуклеиновые кислоты экзосом плаценты 

В настоящее время опубликовано несколько работ по исследованию микроРНК экзосом 

плаценты человека. МикроРНК плаценты селективно упаковываются в экзосомы и 

микровезикулы, которые секретируются в материнское кровообращение [273, 274, 275, 276, 

277]. Таким образом, плацентарные экзосомы способны транспортировать генетическую 

информацию к клеткам-мишеням и регулировать их метаболизм. 

Показано, что экзосомы, выделенные из кондиционной среды клеток трофобласта 

здоровых женщин, имеют профиль микроРНК, подобный родительским клеткам [274, 278]. В 

плацентарных нановезикулах наблюдается высокий уровень экспрессии плаценто-специфичных 
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микроРНК [274]. Большинство плаценто-специфичных микроРНК кодируется кластером генов 

микроРНК, расположенном на 19 хромосоме (С19MC) [274]. К плаценто-специфичным 

микроРНК кластера С19MC относятся семейства: miR-512, miR-1323, miR-498, miR-520, miR-

515, miR-519, miR-1283, miR-526, miR-525, miR-523, miR-524, miR-518, miR-517, miR-516. 

Анализ микроРНК экзосом, выделенных из кондиционной среды клеток ворсин хориона, 

показал наличие 456 микроРНК [278]. Из них основная часть микроРНК являются плаценто-

специфичными – микроРНК кластера генов С19MC и С14MC, микроРНК семейства miR-23, 

miR-127, miR-134, miR-371, miR-372, miR-373. Кроме того, показано, что микроРНК семейства 

let-7, miR-18а, miR-93, miR-101, miR-141, miR-148 и другие, которые экспрессируются не 

только в плаценте, но и других органах, также присутствуют в экзосомах ворсинчатого 

трофобласта [278]. 

В работе [279] показано, что экзосомы, выделенные из плазмы и сыворотки беременных 

женщин, содержат ДНК не только материнского, но и плодного происхождения. Однако 

наличие ДНК в экзосомах остается еще спорным вопросом, поскольку ДНК может находиться 

внутри везикул неэкзосомального происхождения, совыделяющихся с экзосомами. Кроме того, 

ДНК может быть ассоциирована с поверхностью экзосом. Например, в работе [163] показано, 

что препараты экзосом слезной жидкости содержат ДНК. Однако обработка экзосом ДНКазой I 

привела к разрушению ДНК, таким образом авторами работы сделан вывод о локализации ДНК 

на поверхности экзосом. 

В большинстве перечисленных исследований для анализа используют экзосомы, 

контаминированные другими везикулами и примесными белками. Следовательно, некоторые 

микроРНК могут совыделяться вместе с примесными белками и белковыми комплексами. 

Дальнейшие исследования РНК экзосом плаценты могут значительно расширить перспективы 

их практического использования. 

1.4.5.3. Липиды экзосом плаценты 

Минимальный размер экзосом зависит от структуры липидного бислоя [280]. Липидный 

бислой толщиной около 5 нм достаточно жесткий, поэтому самый маленький размер экзосом 40 

нм [280]. В экзосомах плаценты обнаружено 179 видов фосфолипидов в 11 классах – 

фосфатидилхолин, фосфатидилэтаноламин, фосфатидилсерин, сфингомиелин, 

фосфатидилглицерол, фосфатидилинозитол, фосфатидная кислота, лизобифосфатидная 

кислота, кардиолипин, лизофосфатидилхолин и лизофосфатидилэтаноламин [270]. Экзосомы 

содержат в 2–3 раза больше холестерола, сфингомиелина, гликосфинголипидов и 

фосфатидилсерина по сравнению с клетками-предшественниками [281]. Кроме того, по 

сравнению с родительской клеткой экзосомы содержат меньшее количество 
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фосфатидилхолина. Сфингомиелин и холестерол образуют водородные связи, что приводит к 

плотной упаковке липидного бислоя и низкой водопроницаемости [282], а также устойчивости 

к детергентам [283]. 

Экзосомы плаценты содержат стеариновую, линолевую и арахидоновую кислоты, 

простагландины E2 и 15d-PGJ2, уровень которых в 10 раз выше в экзосомах, чем в 

родительской клетке [270, 284]. Простагландин E2 является иммуносупрессивным, 15d-PGJ2 

является лигандом для ядерного рецептора PPAPγ, который играет важную роль при родах 

[285]. 

Лизобифосфатидная кислота (LBPA) присутствует в мембране интралюминальных 

везикул мультивезикулярных телец [286] и также может содержаться в экзосомах в небольшом 

количестве [287]. Однако исследователи предполагают, что LBPA не транспортируется в 

экзосомы, а включается в интралюминальные везикулы мультивезикулярных телец, которые 

впоследствии сливаются с лизосомой [287]. 

Учитывая то, что некоторые примеси экзосом, например, липопротеины, содержат 

большое число липидов [288], эти данные также можно считать в некоторой степени 

предположительными или временными. 

1.4.6. Роль плацентарных экзосом при беременности 

Следует отметить, что ко всем описанным выше и ниже данным об экзосомах и их 

составе, а также их функциях следует относиться очень критически. Возможно, что некоторые 

данные являются ошибочными, поскольку для исследования экзосом использовали препараты, 

загрязнённые белками, нуклеиновыми кислотами и другими компонентами биологических 

жидкостей. Не исключено, что часть обнаруженных функций плацентарных экзосом может 

быть обусловлена примесями. Тем не менее на настоящий момент в литературе описаны 

следующие возможные функции экзосом плаценты при беременности. 

Считается, что важную роль в биогенезе и секреции плацентарных экзосом играют такие 

факторы, как содержание кислорода и концентрация глюкозы [264, 289, 290]. При гипоксии 

происходит повышенное выделение экзосом, изменяется состав нановезикул, а также их 

действие на клетки-мишени [264]. Экзосомы, выделенные из кондиционированных 

культуральных сред клеток, инкубированных при пониженном содержании кислорода, 

наиболее активно стимулируют инвазию и пролиферацию клеток вневорсинчатого трофобласта 

[264]. Высокая концентрация глюкозы также приводит к повышенной секреции экзосом из 

клеток трофобласта [289, 290]. Однако, механизм данного эффекта понятен не полностью. 

В работе [221] выделены PLAP+-экзосомы из материнской плазмы женщин на 28 неделе 

беременности с использованием гель-фильтрации, ультрацентрифугирования и твердофазной 
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иммунопреципитации. Показано, что концентрация экзосом в материнской крови примерно в 

20 раз выше, чем в плазме небеременных женщин. В другом исследовании получены экзосомы 

здоровых беременных женщин с помощью ультрацентрифугирования и 

ультрацентрифугирования в непрерывном градиенте плотности сахарозы [291]. Установлено, 

что при беременности происходит значительное увеличение содержания PLAP+-экзосом в 

материнской плазме с увеличением гестационного возраста. Концентрация плацентарных 

PLAP+-экзосом в материнской плазме в первом триместре составляет 99,8±5,3 пг/мл, во втором 

– 397±23 пг/мл, в третьем – 731±35 пг/мл. Группой других исследователей также показано, что 

концентрация экзосом плаценты увеличивается в первом триместре: от 70,6±5,7 пг/мл на 

шестой неделе до 117,5±13,4 пг/мл на двенадцатой неделе [268]. 

Показано, что концентрация экзосом в материнском кровотоке во время беременности 

зависит от индекса массы тела матери [229], при этом примерно 12–25 % циркулирующих 

экзосом в материнской плазме во время беременности плацентарного происхождения. 

Экзосомы, выделенные из материнской крови, увеличивают секрецию провоспалительных 

цитокинов (интерлейкинов 6 и 8, ФНО-α) эндотелиальными клетками, при этом, чем выше 

индекс массы тела, тем сильнее происходит выделение цитокинов под действием экзосом [292]. 

Предполагается, что экзосомы плаценты играют роль в хроническом метаболическом 

воспалительном состоянии, связанным с ожирением. 

Современные исследования предоставляют доказательства того, что экзосомы плаценты 

могут играть важную роль в межклеточных коммуникациях, которые, возможно, способствуют  

плацентации и развитию материнско-плодного сосудистого обмена [221, 260, 261, 265, 270, 

294–301]. Однако механизмы образования и состав нановезикул, выделяющихся во время 

беременности, еще не полностью изучены. 

Экзосомы плаценты содержат белки, которые способствуют связыванию везикул с 

реципиентными клетками. К таким белкам относят фибронектин, который является лигандом 

для α5β1 интегрина макрофагов. Синцитин-1 и -2 экзосом трофобласта связываются с 

рецепторами ASCT1:ASCT2 и MFSD2a на клетках линии BeWo [293], и таким образом, 

участвуют в поглощении нановезикул клетками. 

В настоящее время опубликовано всего несколько работ о возможных функциях экзосом 

плацентарного происхождения. В работах Taylor D.D. [260] и Sabapatha A. [221] 

охарактеризованы плацентарные экзосомы периферической крови беременных женщин как со 

срочными физиологическими родами, так и с преждевременными родами. Инкубация Т-клеток 

линии Jurkat с плацентарными экзосомами приводила к подавлению экспрессии CD3-ζ, Janus 

kinase 3 (JAK3) и активации каспазы 3. Эти реакции затрагивали селекцию клональных Т-
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клеток и приводили к ослаблению ответов, опосредованных Т-клетками, что подтверждает 

гипотезы об отклонении иммунного ответа клеток Th2 во время беременности. Показано, что 

подавление CD3-ζ-цепи коррелирует с экспрессией FasL и PD-L1 (лиганд рецептора 

программируемой клеточной смерти 1) на экзосомах, что может объяснить индукцию апоптоза 

в таргетных клетках [221]. Эти результаты согласуются с данными, полученными в работе [294] 

о том, что экзосомы трофобласта, экспрессирующие FasL, обладают проапоптотическими 

свойствами. Кроме того, показано, что экзосомы плаценты женщин со срочными 

физиологическими родами в отличие от преждевременно родивших ингибировали продукцию 

IL-2 с помощью активированных Т-клеток [221, 260]. 

Исследования экзосом культур плацентарных эксплантов включали анализ FasL, TRAIL 

(цитокин семейства факторов некроза опухоли) и лигандов MICA∕B и ULBP1-5 рецептора 

NKG2D [8, 261]. Предполагается, что экзосомо-связанные молекулы MIC присутствуют в 

сыворотке беременных женщин и могут подавлять цитотоксичность, опосредованную 

рецептором NKG2D [261]. Также показано, что экзосомы переносят все лиганды рецептора 

NKG2D и способны дозозависимо подавлять рецептор NKG2D на NK-, CD8+- и γδT-клетках. 

Клеточная интернализация NKG2D, индуцированная экзосомами, приводит к уменьшению 

рецептор-опосредованной цитотоксичности без влияния на перфоринзависимый литический 

путь. Эти результаты косвенно подтверждены результатами работы [295] о том, что экзосомы 

опухолевых клеток экспрессируют лиганд MICA и супрессируют цитотоксическую активность 

NK-клеток подобно экзосомам плаценты путем подавления рецептора NKG2D.  

Таким образом, экзосомы плаценты возможно играют важнейшую роль в предотвращении 

повышенного иммунного ответа при беременности, снижая Т-клеточную сигнализацию и 

цитотоксичность путем подавления рецептора NKG2D, активирующего NK-клетки, а также 

оказывая апоптотическую активность через пути, опосредованные лигандами FasL, TRAIL и 

PD-L1. 

Экзосомы плаценты переносят иммуномодуляторные молекулы B7-H1 и B7-H7 и HLAG5, 

содержание которых варьирует в зависимости от срока беременности [9]. Идентификация этих 

ключевых иммунорегуляторных белков, секретируемых в составе экзосом, подтверждает тот 

факт, что нановезикулы путем индукции апоптоза Т-клеток матери предотвращают разрушение 

инвазирующих клеток трофобласта, что может играть ключевую роль в патологиях 

беременности, таких как преэкламсия, отторжение плода, задержка внутриутробного роста 

плода [9]. 

Показано, что плацентарные экзосомы участвуют в контроле экспрессии генов 

посредством микроРНК семейства miR-517 [229, 296]. Этот класс микроРНК участвует в 

контроле системы передачи внутриклеточных сигналов фактора некроза опухолей. miR-517a-3p 
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транспортируется плацентарными экзосомами к NK-клеткам матери и снижает экспрессию 

cGMP-зависимой протеинкиназы PRKG1 [297]. Предполагается, что miR-517a-3p участвует в 

регуляции активации и пролиферации материнских иммунных клеток путем ингибирования 

NO/cGMP/PRKG1 пути, что может способствовать иммунной толерантности матери к плоду. 

После родов концентрация miR-517a-3p значительно уменьшается в NK-клетках матери, а в 

клетках небеременных женщин не детектируются. Кроме того, предполагают, что miR-517a-3p 

экзосом плаценты является сильным активатором транскрипционного фактора NF-κB, который 

играет важную роль в иммунном ответе [282]. 

Экзосомы плаценты увеличивают in vitro миграцию моноцитов и секрецию этими 

клетками интерлейкинов ИЛ–1β, ИЛ-6, серпина-Е1, колониестимулирующего фактора 

гранулоцитов/моноцитов и ФНО-α [298]. Предполагается, что экзосомы трофобласта 

привлекают моноциты и способствуют их дифференцировке в тканевые макрофаги, 

поддерживающие трофобласт и секретирующие цитокины и хемокины, необходимые для роста 

и выживания трофобласта. 

Плацентарные экзосомы возможно способствуют миграции эндотелиальных клеток [265, 

292, 299]. In vitro показано, что плацентарные экзосомы из крови беременных на различных 

сроках увеличивают пролиферацию и миграцию эндотелиальных клеток [275]. Однако, 

пролиферация и миграция эндотелиальных клеток уменьшается после обработки 

плацентарными экзосомами, выделенными из крови беременных женщин больных 

преэкламсией [265]. Таким образом, предполагают, что плацентарные экзосомы участвуют в 

перестройке спиральных артерий эндометрия во время беременности для обеспечения 

адекватного обмена газами и питательными веществами, что способствует ее благополучному 

течению и развитию плода [265]. 

Показана роль микроРНК трофобласта, транспортируемых плацентарными экзосомами, в 

предотвращении вирусных инфекций в плаценте [270, 300, 301]. В отличие от неплацентарных 

клеток, клетки трофобласта резистентны к вирусным инфекциям, вызываемым коксакивирусом 

B3, полиовирусом, вирусом осповакцины, цитомегаловирусом, вирусом везикулярного 

стоматита и вирусом простого герпеса [270]. При культивировании неплацентарных клеток 

линий U2OS, HFF, Huh7.5, HeLa и HT1080 в культуральной среде, в которой развивались 

клетки трофобласта, обнаружено, что свойство противостоять инфекциям переходит от вторых 

клеток к первым. Показано, что miR-517-3p, miR-516b-5p и miR-512-3p транспортируются 

экзосомами плаценты к реципиентным клеткам и вызывают резистентность к вирусам и 

аутофагию клеток [270]. 
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1.4.7. Экзосомы плаценты как маркеры патологий беременности 

В последнее время число женщин репродуктивного возраста с преэкламсией, 

гестационным сахарным диабетом прогрессивно увеличивается. Распространенными 

последствиями данных патологий являются мертворождение, задержка роста плода и 

преждевременные роды. В настоящее время роль экзосом в этиологии и развитии осложнений 

беременности изучена недостаточно. Имеющиеся данные указывают на то, что состав, свойства 

и биологическая активность экзосом может изменяться в связи с осложнениями беременности 

[260, 290, 302–310]. Для определения точной роли экзосом в развитии патологий беременности 

необходимо использовать единый, но корректный стандарт их выделения. Изучение белкового, 

липидного и нуклеинового состава плацентарных экзосом из крови беременных женщин с 

патологиями беременности и сравнение со здоровыми женщинами могло бы привести к 

разработке методов ранней диагностики патологий беременности. 

В работе [302] показано значительное увеличение концентрации PLAP+-экзосом при 

раннем начале преэкламсии (< 33 недели) по сравнению с нормальной беременностью < 33 

недели, однако при позднем начале преэкламсии (> 34 недели) содержание PLAP+-экзосом в 

плазме крови уменьшается по сравнению с нормальной беременностью > 34 недели. 

Гипергликемия и гипоксия являются факторами риска метаболических осложнений во 

время беременности. Показано, что концентрация плацентарных экзосом в крови беременных 

выше при гестационном сахарном диабете по сравнению с нормальным течением беременности 

[290, 303]: в первом триместре наблюдается увеличение концентрации PLAP+-экзосом в 2,2 

раза, во втором – 1,5 раз, в третьем – 1,8 раз. Плацентарные экзосомы женщин с гестационным 

сахарным диабетом увеличивают выделение провоспалительных цитокинов (ГМ-КСФ, ИЛ-4, 

ИЛ-6, ИЛ-8, ИНФ-y и ФНО-α) из эндотелиальных клеток [305]. 

Содержание miR-518a-5p, miR-518b, miR-518c, miR-518e, miR-520c-3p и miR-525-5p, 

относящихся к кластеру C19MC, увеличивается в плацентарных экзосомах женщин при 

гестационном сахарном диабете по сравнению со здоровыми женщинами [304]. Однако в 

другой работе [278] показано, что при гестационном сахарном диабете в экзосомах трофобласта 

значительно увеличивается содержание 9 микроРНК (miR-125a-3p, miR-224-5p, miR-584-5p, 

miR-186-5p, miR-22-3p, miR-99b-5p, miR-433-3p, miR-197-3p, miR423-3p) и уменьшается 

содержание 14 микроРНК (miR-208a-3p, miR-335-5p, miR-451a, miR-145-3p, miR-369-3p, miR-

483-3p, miR-203a-3b, miR-574-3p, miR-144-3p, miR-6795-5p, miR-550a-3-3p, miR-411-5p, miR-

550a-3-3p, miR-140-3p).  

При преэкламсии значительно увеличивается уровень экзосомальной miR-210 [305], а 

также miR-486-1-5p и miR-486-2-5p по сравнению со здоровыми женщинами [306]. Кроме того, 
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показано, что при преэкламсии увеличивается содержание экзосомальной miR-155, которая 

подавляет вазодилатацию путем супрессии эндотелиальной синтазы оксида азота eNOS в 

эндотелиальных клетках пупочной вены во время преэкламсии [307]. При этом осложнении 

беременности также наблюдается повышение содержания miR-141 в экзосомах трофобласта 

[308], которая участвует в пролиферации и инвазии клеток трофобласта. Кроме того, микроРНК 

miR-141 транспортируется экзосомами трофобласта в Т-клетки и уменьшает их пролиферацию, 

таким образом, предполагается, что экзосомы участвуют в регуляции нормальной и 

патологической беременности. 

Сравнение липидного состава экзосом синцитиотрофобласта при нормальном и 

патологическом течении беременности выявило значительные изменения в содержании 

липидов при преэклампсии [309, 310]. Показан высокий уровень фосфатидилсерина и низкий – 

фосфатидилглицерола, ганглиозид-маннозида-3 при беременности, осложненной преэкламсией 

и/или повторяющейся невынашиваемостью по сравнению со здоровыми женщинами [310]. С 

помощью протеомного исследования идентифицировано около 400 белков в образцах 

синцитиотрофобласта, причем 25 из этих белков (интегрины, аннексины и гистоны) были 

уникальны при приэклампсии по сравнению со здоровыми беременными женщинами [309]. 

Состав белков и липидов возможно может играть важную роль в реализации иммунных 

ответов, регуляции сосудистого тонуса и свертываемости крови, развитии процессов 

оксидативного стресса и апоптоза. 

Таким образом, не исключено, что со временем оценка изменений в содержании и составе 

экзосом может лечь в основу определения потенциальных диагностических маркеров 

патогенеза некоторых патологий беременности. 

Заключение к разделу 1 

Плацента обеспечивает рост и развитие плода. Ее роль велика не только при 

физиологическом течении беременности, но и при различных патологиях. Биологические 

процессы в плаценте происходят в основном с участием большого количества различных 

белков. За последние несколько лет был проведен систематический поиск белков в плаценте 

человека. Более 60 растворимых плацентарных белков-ферментов, также более 100 различных 

белков, связанных с мембранами были идентифицироаны различными методами [14, 156, 311, 

312]. Наиболее известные из них – хорионический гонадотропин, ассоциированный с 

беременностью протеин плазмы А, плацентарный лактоген, плацентарная щелочная фосфатаза 

и другие. Большинство протеомных исследований сосредоточено на профиле экспрессии 

плацентарных белков при нормальной и патологической беременностях. Однако, 

функционирование белковых молекул часто осуществляется за счет их взаимодействия друг с 
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другом в составе стабильных или динамических белковых комплексов для увеличения 

эффективности, специфичности и скорости метаболических путей [1]. При этом активности 

олигомерных структур могут значительно отличаться от собственных активностей белков. 

Поэтому важно изучить состав мультибелковых комплексов плаценты. На сегодняшний день в 

литературе отсутствуют данные о растворимых высокомолекулярных белковых комплексах 

экстракта плаценты человека. 

Белки плаценты и их комплексы могут транспортироваться к другим органам и клеткам 

матери с помощью экзосом. В настоящее время показано, что экзосомы плаценты участвуют в 

процессах регуляции иммунного ответа во время беременности [8, 9, 257–261, 294–297], 

ангиогенеза [265, 292, 299], обладают противовирусной активностью [270, 300, 301]. Экзосомы 

содержат не только различные белки, но и РНК, липиды, которые также могут играть ключевую 

роль в осуществлении биологических функций нановезикул. Высказываются предположения, 

что экзосомы плаценты могут быть использованы как биомаркеры патологического течения 

беременности на ранних сроках у пациенток без симптомов. Для использования плацентарных 

экзосом в аналитических и терапевтических целях необходимо тщательно изучить их строение, 

функции и физиологические особенности. Несмотря на многолетние исследования, состав и 

свойства экзосом плаценты человека исследованы недостаточно полно. В настоящее время в 

большинстве исследований используется смесь всех внеклеточных везикул без разделения на 

популяции экзосом/микровезикул. Несмотря на значительный прогресс в поисках способов 

очистки экзосом от различных примесей, на сегодняшний день не существует единого 

корректного протокола, с помощью которого можно было бы быстро, качественно и 

экономично получить однородные фракции этих нановезикул. Во многих исследованиях 

показано, что все подходы, перечисленные выше, позволяют получать препараты, лишь 

обогащенные экзосомами, но не гомогенные препараты экзосомы. В целом, остается открытом 

вопрос о реальных внутренних компонентах экзосом и их возможных биологических функциях. 

Информация о белковых комплексах и экзосомах крайне важна для понимания 

большинства сложных молекулярных механизмов функционирования плаценты. 
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Материалы 

Реактивы и материалы: глицин, ЭДТА, Тритон Х-100 (Merсk, Швеция); глицерин, 

трифторуксусная кислота, ацетонитрил (Panreac, Испания); бромфеноловый синий (Helicon, 

Россия), бромистый этидий (Sigma, США), трис-(гидроксиметил)-аминометан (MP Biomedicals, 

Франция), мочевина (MP Biomedicals, Франция), акриламид, N,N'-метилентрисакриламид 

(Helicon, Россия), агароза (Serva, Германия), додецилсульфат натрия персульфат аммония, 

N,N,N',N'-тетраметилэтилендиамин (Helicon, Россия); дитиотреитол (Gerbu, Германия); 

Coomassie Blue R-250, уранилацентат, фосфорновольфрамовая кислота (Fluka, США), бычий 

сывороточный альбумин (Sigma, США), этанол, изопропанол, уксусная кислота, метанол, 

ацетон, хлороформ, FeSO4 (Реахим, Россия), окрашенные и неокрашенные маркеры 

молекулярных масс белков, Nonidet P-40 (Thermo Scientific, США); амфолины pH 3–10 (Bio-

Rad, США), 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-тетразолиум бромид (МТТ) (Sigma, 

США); сухое обезжиренное молоко, 3,3᾿-диаминобензидин (AppliChem, Германия); ДНК 

плазмиды pBluscript (получена в ЛФР ИХБФМ СО РАН), ДНК тимуса теленка, азоказеин, ,D-

мальтогептаозид, пара-нитрофенилфосфат (Sigma, США); ос. ч. AgNO3, цитрат натрия, Н2О2, 

NaCl, CaCl2, MgCl2 (Helicon, Россия); йодацетамид (MP Biomedicals, Франция); 

поливинилендендифторидная мембрана (Millipore, США); коньюгаты пероксидазы хрена с 

мышиными антителами к IgG кролика и IgG человека (Биосан, Россия); кроличьи 

поликлональные антитела к ЧСА (0,38 мг/мл; получены в ЛФР ИХБФМ СО РАН); мышиные 

моноклональные антитела к аннексину 5 (ab54775) и трансферрину (ab10208) человека (Abcam, 

США); моноклональные мышиные антитела анти-CD81-APC, анти-СD9-FITC (Biolegend, 

США), анти-CD63-Brilliant-Violet; дезоксирибоолигонуклеотид TAGAAGATCAAA (Биоссет, 

Россия); микроРНК, miR-137 и гомоолигорибонуклеотиды А23, С23, U23 (синтезированы в 

ЛХРНК ИХБФМ СО РАН); сефароза 4В, Superdex-200 (Pharmacia, Швеция); реагент «Лира» 

(BiolabMix, Россия); набор для выделения РНК на магнитных частицах (Sileks, Россия); 

хроматографическая бумага Whatman 3MM (Whatman, США), пластины с алюминиевым 

основанием Kieselgel F254 (Merk, Германия); стрипы IPG готовые с иммобилизованным на 

пластиковой подложке линейным градиентом pH (pH 3–10, 18 см, Bio-Rad, США); латексные 

шары с альдегидно-сульфатными группами (Invitrogen, США); FBS (эмбриональная бычья 

сыворотка), среда IMDM (среда Дульбекко, модифицированная Исковым, содержащая 10 мМ 

L-глутамин, 25 мМ HEPES) (Gibco, США); среда RPMI 1640 (Sigma, США); антибиотики 

пенницилин, стрептомицин, амфотерицин (Lonza, США); клетки линий MCF-7 
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(аденокарцинома молочной железы человека), RPMI8226 (множественная миелома человека), 

HepG2 (гепатоцеллюлярная карцинома человека) и LMTK (мышиные фибробласты) из 

коллекции ЛФР ИХБФМ СО РАН. 

Ферменты: протеиназа К, химотрисин, трипсин (Sigma, США); трипсин (Promega, США); 

трипсин-ЭДТА (Invitrogen, США), 

Оборудование: хроматографические системы: Akta Purifier (GE Healthcare, Швеция), Akta 

Start (GE Healthcare, Швеция), Waters 1525 (Waters Corporation, США); камера для вестерн-блот 

Criterion Blotter, источник питания PowerPac HV (Bio-Rad, США); центрифуга Centricon T-42k 

(Labinstruments, Италия); центрифуга Beckman Avanti J-E (Beckman, США), роторы JLA-16.25 и 

JA-30.50 Ti (Beckman, США), ультрацентрифуга Beckman L8–M Ultracentrifuge (Beckman, 

США), ротор SW-60 (Beckman, США), сканер 96-луночных планшет Uniscan II (Thermo 

Scientific, США), спектрофотометр BioPhotometer plus (Eppendorf, США), спектрофотометр 

GENESYS 10S UV-Vis (Thermo Scientific, США), спектрофлюориметр Cary Eclipse (Varian, 

США), система очистки воды Simplicity (Millipore, США), шейкер-термостат ST3 (Elmi, 

Латвия), прибор для измерения рассеяния света (сконструирован Тузиковым Ф.В., ИК СО РАН, 

Новосибирск), шприцевый фильтр Minisart 0,1 мкм (Sartorius Stedim, Германия), фильтр 

VACUUM FILTRATION 500 “rapid”-FILTERMAX PES-membrane 0,22 мкм (TPP, Швейцария), 

система для изоэлектрофокусирования белков Protean IEF Cell (Bio-Rad, США), вакуумный 

испаритель CentriVap Cold Traps (Labconco, США), лиофильная сушка FreeZone (Labconco, 

США), электронный микроскоп Jem1400 (Jeol, Япония), снабженный цифровой камеры 

бокового ввода Veleta (OlympusSIS, Германия), проточный цитофлуориметр FACS Canto II 

(Becton Dickinson, США), проточный цитофлуориметр BD FACSVerse (Becton Dickinson, 

США). 

Буферные растворы: 

TBS (1) – 0,15 М NaCl, 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5 

TBS (2) – 0,50 М NaCl, 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5 

TBST – 0,15 М NaCl, 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5, 0,05% Тритон Х-100 

PBS – 150 мМ NaCl, 17 мM KH2PO4, 52 мM Na2HPO4 

Буфер Д – 8 М мочевина, 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5, 0,5 M NaCl, 50 мM ЭДТА 

Плаценты человека. В работе использовали плаценты здоровых женщин, полученные 

при нормальных физиологических родах. Возраст женщин варьировал в пределах от 18 до 35 

лет и составил в среднем 28,5±4,5 лет. Масса плацент составляла 494±87 г. Плаценты 

предоставлены родильным домом № 7 г. Новосибирска. Плаценты использованы в работе после 
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подписания женщинами информированного согласия и получения разрешения этического 

комитета ГБОУ ВПО НГМУ. 

2.2. Методы 

 2.2.1. Получение экстракта плаценты человека  

Плаценту разрезали на мелкие кусочки, промывали буфером 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5, 

содержащим 0,5% цитрата натрия, 0,5 мМ ЭДТА-NaOH pH 7,5 и 125 мМ KCl. Затем кусочки 

плаценты измельчали в холодном буфере 4°C, содержащем 250 мМ сахарозу, 20 мМ Трис-HCl, 

pH 7,5, 125 мМ КCl, 10 мМ MgCl2, 0,5 мМ ЭДТА-NaOH, pH 7,5, 0,5% цитрат натрия, в блендере 

Bosch. Полученный гомогенат (450 мл) центрифугировали 13000 об/мин в течение 30 мин при 

на центрифуге Centricon T-42k, ротор A-15C, 4°С; клеточный осадок (в том числе 

нерастворимые комплексы, включая плацентарные мембраны) удаляли. Далее супернатант 

подвергали последовательным центрифугированиям: дважды на 10000×g в течение 40 мин при 

4°C и один раз на 16500×g в течение 20 мин (центрифуга Beckman Coulter Avanti-J-301, 

rotor JA-30.50 Ti). Затем супернатант фильтровали через фильтр с размером пор 0,22 мкм. 

Водно-солевой экстракт плаценты сначала диализовали против дважды дистиллированной воды 

в течение 1 ч, затем дважды против TBS (0,15 М NaCl, 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5) при 4°C. 

Свежий или замороженный экстракт использовали для выделения белковых комплексов и 

экзосом плаценты. Гомогенизацию плацент проводили совместно с к.б.н. Седых С.Е. (н.с., ЛФР 

ИХБФМ СО РАН). Все эксперименты проводили в стерильных условиях. 

2.2.2. Выделение высокомолекулярного белкового комплекса из экстракта 

плаценты 

Для выделения высокомолекулярного белкового комплекса плаценты 10 мл 

диализованного экстракта плаценты концентрировали с помощью потока воздуха в диализном 

мешке примерно до 0,5–1 мл. Выделение белкового комплекса из полученного экстракта 

проводили гель-фильтрацией на колонке с сорбентом сефароза 4В (1,5×30 см). 0,5 мл 

концентрированного экстракта, предварительно профильтрованного через фильтр с размером 

пор 0,1 мкм, наносили на колонку, предварительно уравновешенную буфером TBS (150 мМ 

NaCl, 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5), элюцию проводили этим же буфером. Аналогичную гель-

фильтрацию проводили до концентрирования экстракта плаценты. Белки элюировали TBS-

буфером. Собирали фракции по 4 мл, которые использовали сразу после получения или после 

замораживания и хранения при –20°С. По такой схеме получено три индивидуальных препарата 

белковых комплексов из плацент трех здоровых женщин. Гель-фильтрации проводили на 

хроматографе Akta Purifier (GE Healthcare, Швеция). 
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Для определения относительной молекулярной массы комплекса на эту же колонку 

наносили смесь белков: голубой декстран (2000 кДа, Pharmacia, Швеция), IgM (970 кДа), 

ферритин (450 кДа, Serva, Германия), sIgA (385 кДа), БСA (66 кДа). Относительную 

молекулярную массу белкового комплекса оценивали с помощью калибровочной кривой, 

полученной на основании этих данных. Оценено содержание белковых комплексов (БК) в 

1 г плаценты для трех плацент: БК1 = 1,04±0,05 мг, БК2 = 1,31±0,06 мг, БК = 1,24±0,06 мг. 

Следует отметить, что содержание этого стабильного комплекса в экстракте плаценты очень 

высокое по сравнению с экзосомами. Поэтому, белки препаратов экзосом не могли вносить в 

анализ белков комплекса более 0,5–1%, что меньше стандартной ошибки экспериментов, ~5%. 

2.2.3. Выделение экзосом из экстракта плаценты человека  

Процедуры центрифугирования и ультрацентрифугирования  для получения экзосом 

проводили по аналогии с опубликованными данными [239, 241, 242, 162]. Диализованный 

экстракт плаценты центрифугировали на 20000×g в течение 10 мин, затем 

ультрацентрифугировали на 100000×g в течение 2 ч. После первого центрифугирования осадок 

ресуспендировали в 8 мл TBS. Ресуспендированный осадок ультрацентрифугировали дважды 

на 100000×g в течение 2 ч (центрифуга BeckmanL8–M, rotor SW-60).  

Для дополнительной очистки экзосом осадок после ультрацентрифугирования 

ресуспендировали, фильтровали через фильтр (0,1 мкм) и наносили на колонку с сорбентом 

сефароза 4В (объем колонки 50 мл, длина колонки 250 мм). Гель-фильтрация на сефарозе 4В 

позволяет эффективно разделять белки и их комплексы с молекулярными массами от 60 кДа до 

20 МДа [313]. Гель-фильтрацию проводили с помощью хроматографической системы Akta 

Purifier (GE Healthcare, Швеция). Перед нанесением препарата колонку уравновешивали 

буфером (0,5 М NaCl, 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5), фракции (1 мл) элюировали этим же буфером. 

За выходом белков следили на длине волны 280 нм. Фракции диализовали для удаления NaCl 

против 20 мМ Tрис-HCl, pH 7,5 в течение 16 ч при 4C. По такой схеме были получены 8 

индивидуальных препаратов экзосом из плацент 8 здоровых женщин.  

2.2.4. Аффинная хроматография экзосом на анти-CD81-сефарозе 

Перед аффинной хроматографией препараты экзосом после гель-фильтрации объединяли, 

было получено два препарата: 1 – смесь экзосом, выделенных из плацент № 1, № 2, № 3; 2 –  

смесь экзосом, выделенных из плацент № 4, № 5, № 6, № 7 и № 8. Препараты экзосом, 

очищенные от примесных белков гель-фильтрацией на сефарозе 4В, наносили на анти-CD81-

сефарозу, предварительно уравновешенную 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5, и промывали этим же 

буфером до исчезновения оптического поглощения (объем колонки составляет 10 мл). Фракции 
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везикул элюировали сначала 20 мM Трис-HCl, pH 7,5, затем ступенчатым градиентом: 0,15 М 

NaCl, 0,5 М NaCl, 1,0 М NaCl в буфере, содержащем 20 мM Трис-HCl, pH 7,5, и затем 0,1 М 

Gly-HCl, pH 2,6. После хроматографии в колонку и полученные фракции добавляли 1/10 объема 

буфера 1 М Трис-HCl, pH 8,8, затем фракции концентрировали и диализовали против 5 мM 

Трис-HCl, pH 7,5 в течение ночи при 4С. Хроматографию проводили на хроматографе Akta 

Start (GE Healthcare, Швеция). Антитела к тетраспанину CD81 и сорбент получены 

сотрудниками лаборатории ферментов репарации ИХБФМ СО РАН.  

2.2.5. Электронно-микроскопический анализ препаратов экзосом и белковых 

комплексов плаценты 

Негативное контрастирование препаратов белковых комплексов, везикул и их изучение на 

просвечивающем электронном микроскопе проводили как, описано в работе Григорьевой А.Е. 

и соавт. [232]. На каплю образца (10 мкл) помещали медную сетку (Jeol, Япония) на 1 мин, 

покрытую формваровой пленкой, далее избыток жидкости убирали фильтровальной бумагой и 

контрастировали 2% раствором фосфорновольфрамой кислотой в течение 10–15 сек.  

Для выявления специфических маркеров экзосом везикулы инкубировали с 

моноклональными антителами мыши против CD81 и CD63 при комнатной температуре в 

течение ночи на шейкере Elmi ST3, затем сорбировали на сетки в течение 2 мин. Сетки 

отмывали PBS (10 мM Na2HPO4, 1,76 мM KH2PO4, pH 7,4, содержащем 137 мM NaCl и 2,7 мM 

KCl) и инкубировали с антителами кролика против IgG мыши, коньюгированным с 10–12 нм 

наночастицами золота, в течение 2 ч при комнатной температуре во влажной камере. Сетку 

отмывали PBS для удаления несвязавшихся антител и контрастировали 2% раствором 

фосфорновольфрамовой кислоты в течение 10–15 с. Кроличьи антитела против IgG мыши, 

коньюгированные с 10–12 нм наночастицами золота предоставлены к.б.н. Челобановым Б.П. 

(ЛММ ИХБФМ СО РАН). 

Подготовленные сетки изучали в трансмиссионном электронном микроскопе Jem1400 

(Jeol, Япония), фотографии были получены с использованием цифровой камеры бокового ввода 

Veleta (OlympusSIS, Германия). 

С помощью просвечивающей электронной микроскопии было проанализировано 3 

препарата высокомолекулярных белковых комплексов, выделенных из плацент трех женщин. 

Проанализировано 5 препаратов экзосом плацент, полученных ультрацентрифугированием 

экстрактов плацент пяти женщин; 8 препаратов экзосом после гель-фильтрации (элюированных 

в первых пиках); 9 препаратов примесных белков и везикул, элюированных во втором и 

третьем пиках); 6 фракций везикул, полученных после хроматографии на анти-CD81-сефарозе 
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(по две фракции,  элюированных: а) 20 мM Трис-HCl, pH 7,5; б) 0,15 М NaCl; в) 0,1 М Gly-HCl, 

pH 2,6 (см. раздел 2.2.4). 

2.2.6. Проточная цитометрия 

Для проточной цитофлуорометрии использовали коньюгаты мышиных антител к 

тетраспанинам: CD81–APC, CD9–FITC, CD63–BrilliantViolet (Biolegend, США).  

Препараты экзосом плаценты после ультрацентрифугирования, гель-фильтрации и 

аффинной хроматографии инкубировали с латексными шарами (Invitrogen, США) с альдегидно-

сульфатными группами в течение 30 мин при комнатной температуре. Добавляли ТBS до 

финального объема 200 мкл, и инкубировали ночь при 4°C при перемешивании. В качестве 

отрицательного контроля использовали латексные шары, инкубированные с антителами в 

отсутствие везикул. Далее шары инкубировали в 1 М глицине (1 : 1) в течение 30 мин при 

комнатной температуре для блокировки несвязавшихся альдегидно-сульфатных групп, 

центрифугировали на 1600×g в течение 3 мин, осадок промывали дважды в 200 мкл 0,5% БСА в 

10% FBS. Полученные образцы инкубировали с антителами к CD81, CD9 и CD63 (добавляли по 

0,5 мкл АТ) в течение 1 ч при 4°C, центрифугировали на 1600×g в течение 3 мин при комнатной 

температуре, супернатант удаляли, осадок ресуспендировали в 200 мкл ТBS. Во всех случаях 

анализировали одинаковые объемы экзосом после различных этапов очистки. 

Далее образцы после ультрацентрифугирования и гель-фильтрации анализировали на 

проточном цитофлуориметре FACS Canto II, результаты обрабатывали с помощью программы 

FACSDiva Version 6.1.3. Образцы после аффинной хроматографии на анти-CD81-сефарозе 

анализировали на проточном цитофлуориметре BD FACSVerse, результаты обрабатывали с 

помощью программы FlowJo Version 10.5.3. Проточная цитометрия на цитофлуориметре FACS 

Canto II выполнена под руководством к.б.н. Коваль О.А (с.н.с., ЛБТ ИХБФМ СО РАН). 

Проточная цитометрия на цитофлуориметре BD FACSVerse выполнена совместно с Терещенко 

В.П. (НИИФКИ). Гейты выбирали с учетом расположения частиц на гистограммах, которые 

были получены для неокрашенных латексных частиц. 

2.2.7. Определение концентрации белка  

Образцы объемом 2 мкл наносили на бумагу Whatman 3ММ и высушивали, смачивали 

поверхность бумаги ацетоном для фиксации белка и удаления солей, и повторно высушивали. 

Далее лист бумаги с нанесенными препаратами помещали на 5 мин в раствор для окрашивания, 

который содержал 45% метанол, 10% уксусную кислоту и 0,25% Coomassie Blue R-250. Далее 

после окрашивания бумагу промывали в растворе, который содержал 20% бутанол и 5% 

уксусную кислоту, до исчезновения окраски фона. Затем бумагу промывали водой и сушили. 
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Результаты регистрировали с помощью сканера. Концентрацию белка в мг/мл определяли с 

использованием относительной плотности окрашенных пятен и калибровочной кривой, 

построенной в диапазоне концентраций бычьего сывороточного альбумина 0,05–2,0 мг/мл. Для 

обработки результатов использовали программу Image Quant, версия 5.2 (Bio-Rad, США). 

Ошибка метода составляет не более 7–10%. 

2.2.8. Анализ стабильности высокомолекулярного белкового комплекса  

Стабильность белкового комплекса анализировали с помощью гель-фильтрации и 

светорассеяния (СР). В экспериментах по СР использовали раствор белкового комплекса 

(0,5 мг/мл) в буфере TBS (150 мМ NaCl, 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5). Все эксперименты проводили 

при температуре 22 °C с использованием монохроматического лазера когерентного света (430 

нм) на приборе для измерения рассеяния света. Светорассеяние было измерено с 

использованием стандартной кварцевой кюветы (0,50,5 см, толщина стенок 0,1 см). В 

светорассеяние вносили поправки на фоновое рассеяние и внутреннее поглощение образца. 

Несколько различных веществ добавляли к раствору белкового комплекса для измерения 

светорассеяния: 1) последовательно NaCl и MgCl2 до конечной концентрации 1 М и 0,4–1,0 М 

соответственно; 2) ацетонитрил до конечной концентрации 1%, 2%, 8%, 10% и 13%; 3) 1,5% 

Тритон X-100; 4) мочевину до конечной концентрации 2 М, 4 М, 6 М и 8 М. В другом случае 

мочевина была добавлена в конечной концентрации 8 М в буфере 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5, 

содержащем 0,5 M NaCl и 50 мM ЭДТА (буфер Д). В некоторых экспериментах буфер Д 

содержал 50 мМ ДТТ. Далее измеряли зависимость эффективности СР от времени. 

После экспериментов по СР продукты диссоциации белкового комплекса (максимально 

достижимой) анализировали гель-фильтрацией на сефарозе 4В и Superdex 200 (1×31 см), на 

хроматографе Akta Purifier (GE Healthcare, Швеция). 

Кроме того, продукты диссоциации комплекса разделяли с использованием фильтров 

Amicon Ultracel с пропускной способностью 100 кДа, 50 кДа, 30 кДа, 3 кДа. Реакционную смесь 

объемом 2,5 мл, содержащую белковый комплекс (1,5 мг/мл), обработанный буфером Д, 

концентрировали до объема 0,5 мл с использованием ультрафильтрации на фильтре Amicon 

Ultracel-100, задерживающим белки ≥ 100 кДа. Для увеличения диссоциации комплекса и более 

эффективного разделения белков с молекулярными массами > 100 кДа фракции белков, не 

прошедшие через фильтр 100 кДа разбавляли в 3 раза буфером Д и снова концентрировали до 

объема 0,5 мл, такую операцию проводили 3 раза. Таким же образом белковые фракции, 

прошедшие через фильтр 100 кДа, подвергали последовательно концентрированию на Amicon 

Ultracel, задерживающим белки ≥ 50 кДа, 30 кДа, 10 кДа. Все фракции, полученные с 
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использованием различных фильтров, подвергали гель-фильтрации на Superdex-200. 

Полученные фракции концентрировали на вакуумном испарителе до ~50 мкл. 

Для калибровки колонки Superdex-200 использовали ферритин (450 кДа), альдолазу 

(158 кДа), овальбумин (43 кДа) (Serva, Германия). 

2.2.9. Одномерный электрофоретический анализ белков 

Электрофоретический анализ белка проводили по методу Лэммли [314] в присутствии и в 

отсутствие ДТТ в 4–18% ПААГ. В случае использования разбавленных растворов, белки 

осаждали добавлением ТХУ до конечной концентрации 10%, инкубировали во льду 30 мин, 

затем центрифугировали в течение 5 мин, осадок промывали ледяным ацетоном. 

Концентрирующий гель содержал 4% акриламида (соотношение АА : BisAA=29 : 1), 125 мМ 

Трис-HCl, pH 6,8, 0,1% SDS; разделяющий гель – 4–18% акриламида (соотношение 

АА : BisAA=40 : 1), 375 мМ Трис-HCl, pH 8,8, 0,1% SDS. Препараты белкового комплекса или 

экзосом 40–80 мкг инкубировали в буфере, содержащем 50 мМ Трис-HCl, pH 6,8, 1% SDS, 10% 

глицерин, 0,001% бромфеноловый синий, 50 мМ ДТТ, 10 мМ ЭДТА при 100С в течение 10–15 

мин, после чего наносили на гель. Электрофорез проводили в течение 1,5–2 ч при 25°С в 

буфере: 25 мМ Трис-глицин, рН 8,3, 0,1% SDS при 100–170 В. Белки окрашивали Coomassie 

Blue R-250 [315] или AgNO3 (или коллоидным серебром) [316]. 

Молекулярные массы белков в геле определяли с помощью программы Image Lab 6.0 по 

их электрофоретической подвижности. В данном случае наблюдается обратно 

пропорциональная зависимость между логарифмом молекулярной массы белка и его 

относительной электрофоретической подвижностью. Калибровку геля проводили с 

использованием белковых маркеров с известными молекулярными массами. 

2.2.10. Двумерный электрофоретический анализ белков 

В случае 2D-электрофореза разделение белков сначала проводили с использованием 

прибора для изоэлектрофокусировки белков ProteanIEFCell (Bio-Rad, США). Для разделения 

белков в геле по их изоэлектрическим параметрам использовали стрип (линейный pH 3–10, 18 

см, Bio-Rad, США). Экзосомы выдерживали в буфере для регидратации, содержащем 8 M 

мочевина, 2% NP-40, 0,2% амфолины pH 3–10, 50 мМ ДТТ, 0,001% бромфеноловый синий, 

затем переносили в камеру для изоэлектрофокусирования, сверху размещали стрип гелем вниз 

и наносили 1,5 мл минерального масла (Biorad, США). Стрип регидратировали пассивно в 

течение 1 ч, затем активно в течение 12 ч при 50 В. Изоэлектрофокусирование выполняли при 

250 В в течение 15 мин, затем в течение 7 ч при 104 В. После изоэлектрофокусировки стрип 

инкубировали в течение 30 мин в буфере, содержащем 0,38 М Трис-HCl, рН 8,8, 6 М мочевину, 
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20% глицерол, 2% SDS, 0,001% бромфеноловый синий. Далее стрип инкубировали в этом же 

буфере, содержащем 100 мМ йодацетамид без ДТТ, в течение 30 мин. После инкубирования 

стрип помещали в гель и проводили SDS-электрофорез в 4–18% ПААГ, белки окрашивали 

Coomassie Blue R-250. 

2.2.11. Трипсинолиз белков после электрофореза 

Фрагменты геля после SDS-электрофореза, окрашенные кумасси R-250, последовательно 

отмывали дважды 100 мкл воды milliQ на шейкере в течение 15 мин, и для удаления краски 

дважды отмывали 50 мкл 50 мМ NH4HCO3, содержащем 50% ацетонитрил, в течение 30 мин. 

Для удаления воды фрагменты геля отмывали 100 мкл 100% CH3CN в течение 20 мин. Затем 

фрагменты геля высушивали в течение 10 мин при 30°C с использованием вакуумного 

испарителя. Для гидролиза белков к кусочкам геля добавляли 20 мкл 25 мM NH4HCO3, 

содержащего 12,5 мкг/мл трипсина для секвенирования (Promega, США) и после инкубации 

смеси в течение 45 мин при 0°C раствор удаляли. Далее фрагменты геля дополнительно 

инкубировали в 20 мкл 25 мМ NH4HCO3 в течение 18 ч при 37°C, затем раствор удаляли. Для 

экстракции пептидов фрагменты геля отмывали дважды 25 мкл 50 мM NH4HCO3, содержащего 

50% ацетонитрил, на шейкере в течение 15 мин. Фракции, полученные после трех обработок 

геля объединяли, лиофилизовали, растворяли в 20 мкл воды и использовали для MALDI-TOF 

масс-спектрометрического анализа. 

2.2.12. MALDI-TOF масс-спектрометрический анализ  

MALDI-TOF масс-спектрометрию проводили для препаратов белков после трипсинолиза, 

а также лиофилизованных препаратов различных фракций, полученных гель-фильтрацией, а 

также аффинной хроматографией. Масс-спектрометрический анализ выполнен 

к.х.н. Дмитренком П.С. (ТИБОХ ДВО РАН) и д.х.н. Булгаковым Д.В. (ФНЦ Биоразнообразия 

ДВО РАН) в г. Владивосток.  

2.2.12.1. Анализ белков стабильного комплекса и экзосом плаценты 

Белки (< 15 кДа), продукты гидролиза белков анализировали с помощью MALDI-

TOF масс-спектрометрии с использованием системы Reflex III (Bruker, Германия), снабженной 

337 нм азотным лазером (VSL-337 ND, Laser Science, Newton, MA, США), с 

продолжительностью импульса 3 нс. Образцы анализировали в режиме положительного 

отражателя (стандартный метод RP 700-3500 Da.par) с настройкой программного обеспечения 

FlexControl (Bruker Daltonics; версия 3.4). Белки комплекса с молекулярной массой выше 10–

15 кДа анализировали с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии с использованием системы 

Ultraflex III TOF/TOF (Bruker, Германия), оснащенной детектором высоких масс HM1 (CovalX 
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AG, Цюрих, Швейцария). Импульсный лазер 355 нм работал на частоте 10 Гц с временем 

задержки 150 нс. Образцы анализировали в режиме положительного отражателя.  

В качестве матрицы использовали насыщенный раствор α-циано-4-гидроксикоричной 

кислоты (HCCA) в смеси ацетонитрила и 0,1% трифторуксусной кислоты (1 : 2). К 2 мкл 

реакционной смеси, содержащей анализируемый образец, добавляли 2 мкл 0,2% 

трифторуксусной кислоты и матрицы, далее 1 мкл полученной смеси наносили на стальную 

подложку, высушивали и затем вносили в масс-спектрометр. 

Калибровку спектров проводили с использованием белковых стандартов I и II (Bruker 

Daltonic, Германия) во внешнем и внутреннем калибровочном режиме. Анализ выполнен в 

автоматическом режиме (AutoXecute – automatic Run). Спектры откалиброваны во внешнем 

режиме с использованием пептидных стандартов, использованы FAMS-метод и стандартные 

смеси для калибровки (пептидные стандарты I и II и белковый стандарт II, Bruker Daltonics). 

Для автоматической экстракции пиков файлы с данными были перенесены в программное 

обеспечение Flexanalysis (Bruker Daltonics, версия 3.4). Выделение первого моноизотопного 

сигнала спектра выполнено с использованием специального алгоритма детекции сигнала SNAP 

(Bruker Daltonics). Для MS и MS/MS анализа использовали PMF:FAMS метод и SNAPS полный 

процесс FALIFT-метода соответственно. Каждый спектр получен путем усреднения 1500–5000 

выстрелов лазера (300 выстрелов в одном этапе); использована минимальная мощность, которая 

необходима для ионизации образца. Данные анализировали с использованием BioTools (Bruker 

Daltonics; версия 3.2). Значение m/z спектра искали в базе данных SwissProt 2015_01, SwissProt 

2016_01; идентификацию пептидов и белков проводили на основе данных MS и MS/MS 

спектрометрии. Считали, что белок достоверно идентифицирован, если для него нашлось по 

крайней мере 3 идентифицированных пептида (score > 40), использовали поисковую систему 

Mascot. Далее данные анализировали с использованием программы UniProt. 

2.2.12.2. Анализ белков стабильного комплекса до и после его диссоциации.  

К 1 мкл реакционной смеси, содержащей нативный белковый комплекс (1–2 мг/мл) или 

фракции после гель-фильтрации (1–2 мг/мл), добавляли 1 мкл 0,2% трифторуксусной кислоты 

(ТФУ) и 1 мкл матрицы, и 2 мкл конечной смеси наносили на подложку AnchorChip, 

высушивали на воздухе и использовали для анализа. В качестве матрицы использовали 

насыщенный раствор синапиновой кислоты или 2,5-дигидроксибензойной кислоты в смеси 

0,1% ТФУ и ацетонитрила (1 : 2). Первую матрицу использовали для анализа белков с 

высокими молекулярными массами, а вторая – для белков с низкими молекулярными массами. 

Для анализа молекулярных масс белков комплекса использовали нативный белковый комплекс 

из трех плацент и всех фракций после гель-фильтрации на Superdex 200 комплекса, 
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обработанного буфером Д в присутствии и отсутствие ДТТ. В ходе анализа MALDI-TOF-

сигналов были использованы данные о разнице в сигналах спектров, соответствующие 

различным гликозильным остаткам и ионам металлов: гексоза (Hex, Δm/z = 162 Дa), 

дезоксигексоза (dHex Δm/z = 146 Да), пентоза (Pen, Δm/z = 132 Да), гексуроновая кислота 

(HexA, Δm/z = 176 Да), кетодезоксинонуласониевая кислота (KDN, Δm/z = 250 Дa), N-

гликолилнейраминовая кислота (NeGc, Δm/z = 307 Дa), ацетат (Δm/z = 42 Дa), Na+ (Δm/z = 23 

Дa), K+ (Δm/z = 38,96 Дa), H+ (Δm/z = 1,0 Дa). Калибровку спектров проводили с 

использованием белковых стандартов I и II (Bruker Daltonic, Германия) во внешнем и 

внутреннем калибровочном режиме. 

2.2.12.3. Анализ пептидов экзосом плаценты 

Прямой анализ пептидов экзосом. Для анализа пептидов с помощью MALDI-TOF масс-

спектрометрии использовали препараты нативных экзосом после гель-фильтрации, после 

аффинной хроматографии на колонках с иммобилизованными антителами к CD81. Препараты 

наносили на стальную подложку. В качестве матрицы использовали насыщенный раствор α-

циано-4-гидроксикоричной кислоты (HCCA) в смеси ацетонитрила и 0,1% ТФУ (1 : 2). 

Анализ пептидов после разрушения экзосом. Разрушение экзосом и экстракцию их 

компонентов проводили по аналогии с разрушением клеток [317, 318]. К 5 мкл препарата 

экзосом добавляли 20 мкл трифторуксусной кислоты, инкубировали на шейкере в течение 30 

мин при комнатной температуре. Далее к смеси добавляли 75 мкл воды, перемешивали в 

течение 10 мин и добавляли 100 мкл ацетонитрила, перемешивали в течение 10 мин и 

центрифугировали на центрифуге Eppendorf при 15000 об/мин в течение 30 мин для удаления 

нерастворимого осадка. Супернатант отбирали, концентрировали на ротационном испарителе. 

Затем компоненты с различными молекулярными массами разделяли с использование фильтров 

Amicon c разной пропускной способностью 30 кДа, 10 кДа и 3 кДа. Для удаления крупных 

белков использовали фильтр с пропускной способностью 30 кДа. Далее фракции пептидов с 

молекулярной массой < 10 кДа, < 3 кДа получали с ипользованием фильтров с 

соответствующей пропускной способностью 10 кДа, 3 кДа. Для улучшения MALDI масс-

спектров полученные фракции концентрировали на ротационном испарителе до объема 5–

10 мкл, затем обессаливали с использованием ZIPTip Pipette Tips C18 (Sigma-Aldrich, США) 

согласно протоколу производителя. Пептиды элюировали 50% ацетонитрилом. Полученные 

препараты анализировали MALDI-TOF масс-спектрометрией, в качестве матрицы был 

использован насыщенный раствор α-циано-4-гидроксикоричной кислоты (HCCA). 

Анализа природы пептидных пиков. Для анализа природы пептидных пиков, 

обнаруженных с помощью MALDI масс-спектрометрии проводили гидролиз компонентов, 

экстрагированных из экзосом с помощью ТФУ и ацетонитрила. Препараты низкомолекулярных 
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соединений (3–10 кДа) лиофилизовали и растворяли в воде. К полученным препаратам 

добавляли протеазы (трипсин, химотрипсин и протеиназу К) до конечной концентрации 0,01 

мг/мл. После инкубации смесей при 30 °C в течение 10–20 ч реакционные смеси (1 мкл) 

контрольного препарата, инкубированного в отсутствие протеаз, и препаратов, 

инкубированного с протеазами, анализировали MALDI масс-спектрометрией. В качестве 

матрицы был использован насыщенный раствор α-циано-4-гидроксикоричной кислоты. 

2.2.13. Обращенно-фазовая хроматография пептидов экзосом плаценты 

Лиофилизованные фракции пептидов с молекулярными массами ≤ 3 кДа, 3–10 кДа 

растворяли в 1 мл 0,1% ТФУ. Затем растворы наносили на колонку Nucleosil 100-10 C18 

(MACHEREY-NAGEL, Германия). Разделение пептидов проводили градиентом концентраций 

ацетонитрила от 0 до 100% в 0,1% ТФУ на хроматографе Waters (Waters Corporation, США) со 

скоростью 1мл/мин. Фракции, соответствующие различным пикам, собирали по и 

концентрировали до 20 мкл. Далее проводили масс-спектрометрический анализ (см. 2.2.12.3.). 

2.2.14. Перенос белков на PVDF-мембрану и окрашивание коллоидным серебром 

После проведения электрофореза белки переносили на PVDF-мембрану согласно [319] в 

течение 1 ч в буфере: 15 мМ Трис-глицин, pH 8,6, 10% метанол, при напряженности 

электрического поля 6–8 вольт/см (0°С). Затем PVDF-мембрану промывали дистиллированной 

водой дважды в течение 3 мин и сушили на фильтровальной бумаге в течение 15 мин. Белки, 

сорбированные на PVDF-мембране, окрашивали коллоидным серебром. К 19 мл 2,9% раствора 

цитрата натрия при интенсивном перемешивании добавляли последовательно 0,2 мл 2% AgNO3 

и 0,8 мл 12,8% FeSO4. После приобретения раствором насыщенного темно-коричневого цвета, в 

него погружали PVDF-мембрану. Окрашивали в течение 5 мин, далее мембрану отмывали от 

фона в нескольких сменах дистиллированной воды и сушили.  

2.2.15. Иммуноферментное окрашивание белков 

Иммуноферментным окрашиванием детектировали сывороточный альбумин (ЧСА), IgG, 

серотрансферрин, аннексин А5. После переноса белков на PVDF-мембрану, мембрану 

смачивали в метаноле в течение 15 с и сушили. PVDF-мембрану блокировали 5% 

обезжиренным сухим молоком в течение 30 мин, после этого ее промывали 3 раза по 5 мин 

ТBS. Затем в случае, когда детектировали ЧСА, PVDF-мембрану инкубировали 30 мин при 

комнатной температуре с поликлональными антителами кролика против ЧСА (1 : 2000) в ТBSТ, 

после чего мембрану промывали раствором ТBS (3 раза по 5 мин). Далее PVDF-мембрану 

инкубировали 30 мин при комнатной температуре в растворе c пероксидазными коньюгатами 
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поликлональных мышиных антител к IgG кролика (1 : 10000, Биосан, Россия) в ТBSТ. В случае, 

когда детектировали IgG мембрану инкубировали только с коньюгатами пероксидазы хрена с 

мышиными поликлональными антителами против IgG человека (1 : 3000, Биосан, Россия) в 

ТBSТ. При детекции серотрансферрина и аннексина А5 мембрану инкубировали с мышиными 

моноклональными антителами к соответствующему белку (1 : 500; Abcam, США) , затем с 

пероксидазными коньюгатами кроличьими моноклональными антителами к IgG мыши 

(1 : 10000, Биосан, Россия). Пероксидазную активность выявляли согласно работе Scopsi L. и 

соавт. [320]. Мембрану промывали ТBS (3 раза по 5 мин), затем добавляли 15 мл этого же 

буфера, содержащего 10 мг диаминобензидина, 12 мкл 30% Н2О2, и проводили окрашивание в 

течение 10–20 мин. Далее PVDF-мембрану промывали в нескольких сменах дистиллированной 

воды и сушили. 

2.2.16. Определение ДНКазной активности стабильного высокомолекулярного 

белкового комплекса  

Активность белкового комплекса при гидролизе ДНК определяли по степени 

превращения суперскрученной формы плазмиды pBluescript в релаксированную форму. 

Реакционная смесь объемом 20 мкл содержала 5 мМ MgCl2, 50 мМ Трис-HCl, рН 7,5, 20 мкг/мл 

ДНК плазмиды pBluescript, 2,5×10-2 мг/мл белкового комплекса. После инкубации смеси в 

течение 2 ч при 37 °С к смеси добавляли 8 мкл буфера, содержащего 4% SDS, 30 мМ ЭДТА, 

50% глицерин, 50 мМ Трис-HCl, рН 7,5, 0,1% бромфеноловый синий. Продукты гидролиза 

анализировали электрофорезом в 0,8% агарозном геле в буфере, содержащем 40 мМ Трис-

ацетат, рН 7,5 и 1 мМ ЭДТА. ДНК в геле окрашивали раствором бромистого этидия 

(0,5 мкг/мл) в течение 30 мин и визуализировали в ультрафиолетовом свете, фотографировали с 

использованием фильтра красного цвета. Результаты обрабатывали в программе Image Quant 

v5.2. Эффективность гидролиза определяли по переходу ДНК pBluescript из суперскрученной 

формы в релаксированную. Удельная ДНКазная активность рассчитана в единицах пмоль 

ДНК/ч/мг белка. 

2.2.17. Спектрофлуориметрическое определение кажущихся констант 

диссоциации белкового комплекса с олигонуклеотидом 

Спектры флуоресценции регистрировали с помощью термостатированного (25°С) 

спектрофлуориметра Cary Eclipse (Varian, США) на длине волны возбуждающего света 283 нм. 

Интенсивность флуоресценции раствора определяли на длине волны 338 нм. Титрование 

проводили в растворе, содержащем 20 мМ Трис-HCl, рН 7,5, 150 мМ NaCl и 0,3 мг/мл 

стабильного белкового комплекса. После термостатирования в кювете к смеси добавляли 
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ступенчато раствор (0,2–0,5 мкл) дезоксирибоолигонуклеотида TAGAAGATCAAA и после 

каждого добавления регистрировали изменение спектра флуоресценции белка (∆F) с учетом 

поправки на разбавление. Эксперименты проводили в диапазоне концентраций 

олигонуклеотида 10-8–10-6 М. Исследование для каждого препарата стабильного 

высокомолекулярного белкового комплекса проведено в двух повторах. Значения Fмах 

оценивали из зависимости F от концентрации нуклеотида путем стандартного метода 

экстраполяции значений F к ∞. Величины Kd реакции комплексообразования белкового 

комплекса с олигонуклеотидом определяли, используя уравнение Скэтчарда согласно: ∆F = 

∆Fmax – Kdꞏ(∆F/[L]), где [L] – концентрация свободного олигонуклеотида в реакционной смеси 

согласно [321].  

2.2.18. Тестирование ДНК-гидролизующей активности стабильного 

высокомолекулярного белкового комплекса in situ в геле, содержащем субстрат  

Определение ДНКазной активности белков стабильного комплекса плаценты проводили в 

4–18 % ПААГ, содержащем 0,1% SDS и высокополимерную ДНК тимуса теленка с 

концентрацией 3 мкг/мл [322]. Для восстановления ферментативной активности белков 

стабильного комплекса плаценты после электрофореза гель инкубировали в буфере: 0,1% 

Тритон, 4 мМ MgCl2, 40 мМ Трис-HCl, рН 7,5, 0,2 мМ CaCl2, в течение 3–4 ч при 20–25°С. Для 

определения ферментативной активности белков стабильного комплекса плаценты гель 

инкубировали в буфере: 4 мМ MgCl2, 40 мМ Трис-HCl, рН 7,5, 0,2 мМ CaCl2 в течение 20 ч при 

30°С. ДНК в геле окрашивали раствором бромистого этидия с концентрацией 0,05 мг/мл в 

течение 1 ч. Активность белков в геле оценивали по исчезновению окраски геля бромистым 

этидием. Положение белковых полос идентифицировали по окраске геля Coomassie Blue R-250. 

В качестве положительного контроля использовали IgG из крови больных рассеянным 

склерозом [323]. 

2.2.19. Определение РНКазной активности стабильного высокомолекулярного 

белкового комплекса  

В качестве субстрата использовали 5’-флуоресцентно меченую микроРНК miR-137, и 3 

гомоолигорибонуклеотида: A23, U23, C23. МикроРНК и гомоолигорибонуклеотиды мечены 

флуоресцеином. Нуклеотидная последовательность miR-137 (hsa-miR-137 MIMAT0000429): 5’-

Flu-UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG. Реакционная смесь объемом 10 мкл содержала 50 

мМ Tрис-HCl pH 7,5; 0,01 мг/мл микроРНК; 2×10-3–6×10-3 мг/мл белковых комплексов. 

Реакционную смесь инкубировали в течение 1 ч при 37С. После инкубации к смеси добавляли 

10 мкл денатурирующего буфера, содержащего 8 М мочевину и 0,025% ксиленцианол. Маркер 
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длин рибоологигонуклеотидов получали ограниченным щелочным гидролизом, реакционная 

смесь содержала 0,05 М NaHCO3–Na2CO3, pH 9,5 и 0,02 мг/мл микроРНК. После инкубации в 

течение 15 мин при 90С реакционную смесь охлаждали и добавляли в нее равный объем 

денатурирующего буфера. Продукты реакции анализировали электрофорезом в 

денатурирующих условиях в 20% ПААГ, содержащем 8 М мочевину. Буфер для электрофореза 

содержал 89 мМ Трис, 89 мМ борную кислоту и 2 мМ ЭДТА, pH 8,3 Электрофорез проводили 

при 800 В и 40 мA в течение 3 ч. На дорожку наносили по 10 мкл реакционной смеси. Перед 

нанесением на ПААГ реакционные смеси выдерживали на льду. Гель сканировали на лазерном 

сканере Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare). Результаты гидролиза обрабатывали в программе 

Image Quant v5.2. Анализ РНКазной активности проводился совместно с Ермаковым Е.А. (ЛФР 

ИХБФМ СО РАН). Удельная РНКазная активность рассчитана в единицах мкмоль ОРН/ч/мг 

белка (ОРН – олигорибонуклеотид). 

2.2.20. Определение АТPазной активности стабильного высокомолекулярного 

белкового комплекса  

Для определения АТРазной (нуклеотидфосфатазной) активности использовали в качестве 

субстрата АТP. Реакционная смесь объемом 20 мкл содержала 10-3 М АТP, 1 мМ MgCl2, 50 мМ 

Трис-HCl, рН 7,5, 0,3 мМ ЭДТА, белковые комплексы в концентрации 0,05 мг/мл. Смесь 

инкубировали в течение 24 ч при 37С, далее смесь объемом 3 мкл наносили на пластины ПЭИ-

целлюлозы, продукты гидролиза разделяли восходящей тонкослойной хроматографией в калий-

фосфатном буфере (100 мМ KH2PO4 и 150 мМ K2HPO4). Проводили два повторных 

эксперимента с каждым белковым комплексом. Пластины высушивали, продукты гидролиза 

визуализировали в темной комнате при облучении ультрафиолетом и фотографировали. 

Степень гидролиза определяли по соотношению собственной флуоресценции в пятнах, которые 

соответствуют контрольным нуклеотидам и продуктам гидролиза с помощью программы 

ImageQuant v5.2. Удельная АТРазной активность рассчитана в единицах мкмоль АTP/ч/мг 

белка. 

2.2.21. Определение фосфатазной активности стабильного 

высокомолекулярного белкового комплекса 

Для анализа фосфатазной активности в качестве субстрата использовали п-

нитрофенилфосфат (п-НФФ), от которого при отщеплении фосфата образуется нитрофенол, 

имеющий желтый цвет. Реакционная смесь объемом 80 мкл содержала 5 мМ п-НФФ, 20 мМ 

Трис-HCl, pH 9,0, 10 мМ MgCl2, белковый комплекс в концентрации 0,05 мг/мл. Далее 

проводили измерение накопления продукта через 30 с после начала реакции при длине волны 
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400 нм на спектрофотометре Genesys 10S UV-Vis. Увеличение оптической плотности 

происходило вследствие отщепления фосфата от п-НФФ. Расчет проводили по формуле: 

ΔС ൌ  
рс

 கൈ୪ൈб
ൈ 

୲
, где 𝛥С – активность фермента, Vрс – объем реакционной смеси, ε – 

коэффициент экстинкции субстрата ( ε=18300 л/мольൈсм, 𝑙 – длина кюветы (𝑙=1 см) Vб – объем 

фермента, 


୲
 – изменение оптической плотности в единицу времени. Удельная фосфтазная 

активность комплекса рассчитана в единицах мкмоль п-НФФ/ч/мг белка. 

Для сравнения с литературными данными удельная фосфатазная активность пересчитана в 

международные единицы (МЕ) на 1 мкг белка (на суммарное количество белка в комплексе). 

2.2.22. Определение протеолитической активности стабильных 

высокомолекулярных белковых комплексов 

Для анализа протеолитической активность белковых комплексов плаценты в качестве 

субстрата использовали азоказеин (Sigma, США), активность определяли как описано в работе 

[324] с некоторыми модификациями. Азоказеин растворяли в 0,1 М Трис-HCl, pH 7,5 до 

конечной концентрации 5 мг/мл. Реакционная смесь объемом 30 мкл содержала 3,33 мг/мл 

азоказеина, 0,05 мг/мл белковых комплексов, 66 мМ Трис-НСl, рН 7,5. Реакционную смесь 

инкубировали в течение 20 ч при 37С, реакцию останавливали добавлением 24 мкл 20% ТХУ, 

смесь центрифугировали при 13000 об/мин в течение 1 мин для удаления нерастворимого 

осадка. К надосадочной жидкости добавляли равный объем 1 М NaOH и инкубировали в 

течение 30 мин при комнатной температуре. Затем смесь подвергали центрифугированию при 

13000 об/мин в течение 3 мин, отбирали надосадочную жидкость. Измерение оптической 

плотности супернатанта проводили при длине волны 436 нм на спектрофотометре Genesys 10S 

UV-Vis. Оптическая плотность раствора увеличивалась в результате отщепления азокрасителя 

от казеина. Удельная протеолитическая актвиность рассчитана в единицах пмоль казеина/ч/мг 

белка. 

2.2.23. Определение амилолитической активности стабильных 

высокомолекулярных белковых комплексов 

Для анализа амилолитической активности использовали в качестве субстрата ,D-

мальтогептаозид. Реакционная смесь объемом 15 мкл содержала 30 мМ Трис-HCl, рН 7,5, 5 мМ 

,D-мальтогептаозид, 0,05 мг/мл белкового комплекса. Реакционную смесь инкубировали в 

течение 24 ч при 37С, далее смесь объемом 3 мкл наносили на пластины с алюминиевым 

основанием Kieselgel F254. Разделение продуктов гидролиза проводили восходящей 

тонкослойной хроматографией в системе уксусная кислота : бутанол-1 : вода (1 : 3 : 1). 
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Пластины высушивали, затем обрабатывали раствором, содержащим 12,5% 

концентрированную серную кислоту и 87,5% изопропиловый спирт, и затем сушили над 

нагревателем для визуализации продуктов гидролиза. Степень гидролиза определяли в 

программе ImageQuant v5.2 по превращению исходного ,D-мальтогептаозида в 

гидролизованные 6-, 5- и 4-звенные и другие формы. Относительную активность определяли по 

соотношению 7-звенного субстрата и продуктов расщепления. 

2.2.24. Анализ каталазной активности стабильных высокомолекулярных 

белковых комплексов 

Каталазную активность определяли спектрофотометрическим методом на 

спектрофотометре SpecordS40 по изменению концентрации H2O2 при добавлении препарата 

белкового комплекса. Реакционная смесь (1 мл) содержала 30 мМ H2O2, 50 мМ фосфатный 

буфер, pH 7,0 (25 мМ K2HPO4, 25 мМ KH2PO4, 100 мМ КСl), 0,01–0,03 мг/мл белкового 

комплекса. Измерение оптической плотности проводили при длине волны 240 нм в течение 3–5 

минут. Для расчета каталазной активности использовали значение коэффициента молярной 

экстинкции H2O2 ε = 0,081 мМ-1/см-1 [325]. Анализ каталазной активности проводили совместно 

с Ермаковым Е.А. (ЛФР ИХБФМ СО РАН). Удельная каталазная активность рассчитана в 

единицах мкмоль H2O2/ч/мг белка. 

2.2.25. Определение пероксидазной и оксидоредуктазной активностей 

стабильных высокомолекулярных белковых комплексов 

При анализе пероксидазной активности реакционная смесь объемом 100 мкл содержала 

25 мМ фосфатный буфер, pH 6,8 (12,5 мМ K2HPO4, 12,5 мМ KH2PO4, 100 мМ КСl), 10 мM H2O2, 

0,2 мг/мл 3,3᾿-диаминобензидина, 0,01 мг/мл белковых комплексов. Для анализа 

оксидоредуктазной Н2О2-независимой активности использовали эту же смесь без добавления 

H2O2. Реакционную смесь инкубировали в иммунологических планшетах в темноте при 22С в 

течение 1–20 мин. Измерение количества образовавшегося продукта проводили через каждые 

30–120 с инкубирования смеси. Оптическую плотность растворов определяли на 

спектрофотометре Labsystems Uniskan II при длине волны 450 нм. В качестве отрицательного 

контроля использовали реакционные смеси, не содержащие белковый комплекс. Начальные 

скорости реакции определяли с помощью программы Origin 8.5 по наклонам линейных 

участков кинетических кривых с использованием белкового комплекса в концентрациях, 

которые соответствуют линейным участкам зависимости скорости реакции от концентрации 

белкового комплекса. Удельные пероксидазные и каталазные активности рассчитаны в 

единицах мкмоль ДАБ/ч/мг белка. 
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2.2.26. Определение цитотоксичности стабильного высокомолекулярного 

белкового комплекса 

Цитотоксичность белкового комплекса исследовали на клетках аденокарциномы 

молочной железы человека линии MCF-7, клетках множественной миеломы человека линии 

RPMI8226, клетках гепатоцеллюлярной карциномы человека линии HepG2 и клетках мышиных 

фибробластов линии LMTK. 

Клетки линий MCF-7, HepG2 и LMTK культивировали в среде IMDM в присутствии 

10% эмбриональной бычьей сыворотки, 100 мкг/мл стрептомицина, 100 U/мл пенницилина и 

0,25 мкг/мл амфотерицина в атмосфере 5% СО2 при 37°С до образования монослоя. Затем среду 

сливали, промывали несколько раз буфером PBS (150 мМ NaCl, 17 мM KH2PO4, 52 мM 

Na2HPO4). Далее добавляли 150 мкл 0,25% трипсин-ЭДТА для снятия клеток с поверхности 

культурального фалькона. Полученную суспензию инкубировали в течение 30–40 мин при 

37°С. Когда клетки полностью отделялись от поверхности культурального фалькона, добавляли 

среду IMDM, тщательно суспендировали, меняли на новую, далее эти клетки рассеивали в 96-

луночный планшет по 100 мкл на лунку, концентрация 2×105 клеток/мл, и инкубировали в 

течение 24 ч. 

Клетки линии RPMI8226 сажали в 96-луночный планшет по 100 мкл на лунку (2×105 

клеток/мл) в среде RPMI 1640 в присутствии 10% эмбриональной бычьей сыворотки, 

100 мкг/мл стрептомицина, 100 U/мл пенницилина и 0,25 мкг/мл амфотерицина в течение 24 ч 

при при 37°С в атмосфере 5% СО2. 

Затем к различным клеточным линиям добавляли препараты белкового комплекса 

плаценты в конечных концентрациях 5, 10, 30, 50, 100, 150 мкг/мл и следили за ростом 

клеточной культуры в течение трех суток. Для каждой концентрации белкового комплекса, 

исследование было проведено в трех повторах. В качестве отрицательного контроля 

использовали клетки, которые выращивали в присутствии 1–10 мкл буфера TBS (150 мМ NaCl, 

20 мМ Трис-HCl pH 7,5), в котором был элюирован белковый комплекс. Количество живых 

клеток в контроле (инкубация клеток в присутствии TBS) принимали за 100 %. Также в 

качестве контроля использовали клетки, которые выращивали в присутствии человеческого 

сывороточного альбумина в конечных концентрациях 5, 35, 70, 150 мкг/мл. 

Определение цитотоксичности проводили согласно методике стандартного 

колориметрического МТТ-теста [326]. Тест основан на способности дегидрогеназ митохондрий 

превращать бесцветный водорастворимый 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-2Н-

тетразолиум бромида (МТТ) в окрашенный формазан, который кристаллизуется внутри клетки. 

Ферменты нежизнеспособных клеток не функционируют, поэтому эти клетки не окрашиваются 
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МТТ. После инкубации клеток с белковым комплексом в ячейки планшета добавляли по 20 мкл 

1 мг/мл МТТ, клетки инкубировали в течение 3 ч при 37°С. Среду удаляли, образовавшиеся 

темно-фиолетовые кристаллы формазана растворяли в 100 мкл изопропанола и измеряли 

оптическую плотность раствора на сканере Multiscan FC (Thermo Scientific, США) при двух 

длинах волн 570 нм и 620 нм (для вычета фонового поглощения). Результаты представлены в 

процентах по отношению к контрольным величинам (клетки, инкубированные с буфером TBS). 

Величиной, характеризующей цитотоксическую активность (IС50) препаратов белкового 

комплекса, являлась концентрация комплекса, вызывающая 50% ингибирование роста клеток. 

IС50 определяли по графикам зависимости степени ингибирования от концентрации препарата. 

Эксперименты с клеточными культурами проводились совместно с к.б.н. Захаровой О.Д. (н.с., 

ЛФР СО РАН).  

2.2.27. Выделение и анализ РНК  

РНК выделяли из двух стабильных высокомолекулярных белковых комплексов плацент 

№ 1 и № 2. РНК выделяли с помощью реагента «Лира» (BiolabMix, Россия) и магнитных частиц 

(Sileks, Россия). Для выделения РНК использовали 100 мкл комплекса (концентрация белка 0,23 

мг/мл). Для лизиса образца до гомогенной смеси к 100 мкл образца добавляли 1 мл реагента 

«Лира», инкубировали в течение 10 мин при комнатной температуре. К смеси добавляли 200 

мкл хлороформа, перемешивали, инкубировали в течение 5–10 мин при комнатной температуре 

и центрифугировали на 1000×g в течение 12 мин при 4°С. РНК выделяли из полученной водной 

фазы с помощью магнитных частиц (Sileks, Россия) согласно протоколу производителя. 

Выделенную РНК растворяли в воде, свободной от РНКаз. Раствор РНК обрабатывали 

ДНКазой. Раствор РНК хранили при –70°С. Концентрацию выделенной РНК определяли на 

флуориметре Qubit (Thermo Scientific, USA). Распределение длин РНК анализировали на Agilent 

2100 Bioanalyzer на чипе RNA 6000 Pico, анализ проводился Тупикиным А.Е. (м.н.с., ЦКП 

«Геномика» СО РАН). 
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Настоящая работа посвящена исследованию стабильного высокомолекулярного белкового 

комплекса и экзосом плаценты человека. Нами исследованы белковый состав и каталитические 

активности стабильного высокомолекулярного комплекса плаценты человека. Кроме того, нами 

разработан протокол выделения экзосом из плаценты человека, позволяющий получать 

высокоочищенные препараты нановезикул.  

3.1. Анализ белкового состава и каталитических активностей 
стабильного высокомолекулярного белкового комплекса плаценты 
человека 

3.1.1. Выделение высокомолекулярного белкового комплекса из экстракта 

плаценты человека 

Высокомолекулярный белковый комплекс выделялитгель-фильтрацией экстракта 

плаценты здоровых женщин. На рис. 4 А представлен профиль гель-фильтрации 

концентрированного экстракта плаценты № 1. Белковый комплекс, обладая большей 

молекулярной массой и линейными размерами, элюируется с колонки значительно раньше, чем 

остальные белки. Согласно данным гель-фильтрации с использованием контрольных белков с 

различной молекулярной массой, этот белковый комплекс имеет молекулярную массу ~924±60 

кДа. По такой схеме было получено 3 индивидуальных препарата белкового комплекса из 

плацент здоровых женщин № 1, № 2 и № 3 (далее белковый комплекс № 1, № 2 и № 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 4. Профиль гель-фильтрации концентрированного (А) и неконцентрированного экстракта (Б) 
плаценты на сефарозе 4В. 
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Для того, чтобы исключить, что этот высокомолекулярный белковый комплекс образуется 

при концентрировании экстракта плаценты, проводили гель-фильтрацию экстракта плаценты до 

его концентрирования. Из рис. 4 Б видно, что профиль элюции аналогичен профилю, 

полученному после концентрирования экстракта (рис. 4 А). Это свидетельствует о том, что 

белковый комплекс образовался не в процессе концентрирования экстракта, а существует 

исходно в гомогенате плаценты.  

Препараты стабильного белкового комплекса плаценты, выдленные из трех плацент, 

исследовали с помощью просвечивающего электронного микроскопа (рис. 5). Согласно 

полученным результатам высокомолекулярные белковые комплексы представляют собой 

частицы правильной округлой формы средней электронной плотности размером 25–50 нм, 

некоторые частицы имеют неровный край (рис. 5 А, Б). Некоторые частицы образуют 

скопления на сетке при исследовании с помощью просвечивающей электронной микроскопии. 

Кроме того, образцы стабильного белкового комплекса содержат небольшое количество 

мембранных структур размером до 300 нм (рис. 5 В), поскольку концентрация этих 

компонентов низкая, то их вклад в белковый состав и каталитические активности белкового 

комплекса абсолютно незначителен.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 5. Общий вид препаратов стабильных высокомолекулярных белковых комплексов плаценты 
человека. А, Б – белковые комплексы представляют собой частицы округлой формы средней 
электронной плотности размером 25–50 нм; В – везикула. Стрелкой обозначено скопление трех 
белковых комплексов. Длина масштабной линии соответствует 100 нм. Электронные микрофотографии, 
негативное контрастирование фосфорновольфрамовой кислотой. 

Кроме того, в нашей лаборатории для сравнения исследован стабильный мультибелковый 

комплекс молока человека с помощью просвечивающего электронного микроскопа (рис. 6 А). 

Белковый комплекс молока представляет собой округлые частицы средней электронной 

плотности размером 30–60 нм. Также в образцах комплекса молока наблюдаются небольшое 

количество везикул размером 30–400 нм. Главное отличие морфологии белковых комплексов 

плаценты от комплексов молока состоит не только размерах, но и в форме. Белковые 
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комплексы молока имеют в основном правильную округлую форму, однако некоторые 

белковые комплексы плаценты имеют неровную границу.  

Ранее в работе Soboleva S.E. и соавт. [3] было показано, что стабильный белковый 

комплекс яйцеклеток морских ежей Strongylocentrotus intermedius представляет собой частицы 

(30–40 нм) округлой формы с четкими границами (рис. 6 Б). Некоторые частицы образуют 

крупные плотные скопления на сетке, в таких скоплениях наблюдаются также мембранные 

структуры. Привлекает к себе внимание особый тип микрочастиц, имеющих чашеобразную 

структуру – с темным центром и светлым кольцом по краю, размером 40–50 нм. 

Таким образом, стабильные белковые комплексы подобные по своим морфологическим 

параметрам белковому комплексу плаценты представлены как в молоке человека, так и в икре 

морских ежей. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 6. Общий вид препаратов стабильных высокомолекулярных белковых комплексов молока человека 
(А) и яйцеклеток морских ежей Strongylocentrotus intermedius (Б) [3]. А – белковый комплекс молока 
представляет собой округлые частицы средней электронной плотности размером 30–60 нм (черной 
стрелкой обозначены везикулы); Б – белковый комплекс яйцеклеток представляет собой частицы 
размером 30–40 нм округлой формы с четкими границами (белой стрелкой обозначены микрочастицы, 
имеющие чашеобразную структуру – с темным центром и светлым кольцом по краю). На врезке Б – 
скопление белковых комплексов яйцеклеток. Длина масштабной линии соответствует 100 нм. 
Электронные микрофотографии, негативное контрастирование фосфорновольфрамовой кислотой. 

3.1.2. Анализ стабильности высокомолекулярного белкового комплекса 

плаценты человека  

На следующем этапе была проанализирована стабильность высокомолекулярного 

белкового комплекса плаценты в различных условиях. Нековалентные комплексы различных 

белков эффективно диссоциируют при высокой концентрации NaCl, MgCl2. По данным 

светорассеяния (СР) белковый комплекс плаценты человека стабилен в 20 мМ Трис-HCl, pH 

7,5, содержащем 1 М NaCl, а также 1 М NaCl и 0,7 М MgCl2 (рис. 7), разрушающие 

преимущественно электростатические взаимодействия между белками. 

Б А 
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Аналогичный эффект наблюдали и при добавлении 1–13% ацетонитрила, а также 1,5% 

Tритона X-100, разрушающих гидрофобные взаимодействия между молекулами (рис. 7). В 

работе [156] Tритон X-100 использовали для солюбилизации белков, связанных с мембранами 

плаценты, но в данном случае он не привел к денатурации белкового комплекса плаценты. 

Добавление к раствору белкового комплекса только ЭДТА, образующей хелаты с ионами 

металлов, также не инициировало диссоциацию олигомера. 

 
Рис. 7. Зависимость интенсивности относительного светорассеяния высокомолекулярным белковым 
комплексом плаценты от времени в различных условиях. За 100% принято относительное 
светорассеяние белковым комплексом при нулевом времени. 

Добавление мочевины в концентрации 2, 4 и 6 М к раствору белкового комплекса 

плаценты человека привело к относительно медленному снижению СР, в то время как 

добавление мочевины до концентрации 8 М приводило к быстрому снижению светорассеяния  

(рис. 7). После длительной инкубации (4–5 ч) с 8 М мочевиной белковый комплекс плаценты 

человека частично диссоциировал. Самая эффективная диссоциация наблюдалась после 

обработки белкового комплекса плаценты человека 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5, содержащим 8 М 

мочевину, 0,5 М NaCl и 50 мМ ЭДТА (далее буфер Д, рис. 7).  

Мочевина разрушает в основном водородные связи между молекулами и в меньшей 

степени – электростатические взаимодействия. Таким образом, белковый комплекс из экстракта 

плаценты человека достаточно стабилен, вероятно, водородные связи между молекулами 

различных белков играют важную роль в его образовании и стабилизации. Уменьшение СР 

после добавления ЭДТА указывает в пользу того, что в этом белковом комплексе могут быть 
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металл-зависимые контакты. Также нельзя исключать, что некоторые из контактов между 

белковыми молекулами могут быть электростатическими, так как разрушение комплекса 

увеличивается в присутствии NaCl и мочевины. 

Ранее в других работах было показано, что подобный стабильный белковый комплекс 

молока человека диссоциирует в присутствии 2 М MgCl2, 0,5 M NaCl и 10 мМ ДТТ [2], 

стабильный белковый комплекс яйцеклеток – в присутствии 8 М мочевины и 1 М NaCl [3]. 

Продукты диссоциации белкового комплекса разделяли гель-фильтрацией. Сефарозе 4В 

лучше разделяет белки с высокими молекулярными массами (> 400 кДа), в то время как 

Superdex-200 – с более низкими молекулярными массами (< 200 кДа). Поэтому оба этих 

сорбента использовали для детального анализа продуктов деградации белкового комплекса 

(рис. 8). По данным гель-фильтрации на Сефарозе 4В белкового комплекса (~1000 кДа), 

обработанного буфером Д (8 M мочевина, 0,5 M NaCl и 50 мM ЭДТА), молекулярная масса 

фрагмента не полностью диссоциированного белкового комплекса, элюированного в первом 

пике, составляла ~500–700 кДа, в различных экспериментах оптическое поглощение А280 этого 

фрагмента составляло 35–45% от этого значения всех белков комплекса (рис. 8 А). 

Нельзя исключить, что белковый комплекс стабилизирован не только нековалентными 

взаимодействиями между молекулами белков. Поэтому в работе сравнили диссоциацию 

белкового комплекса до и после обработки его буфером Д в присутствии и в отсутствие 50 мМ 

ДТТ, который разрушает межмолекулярные и внутримолекулярные дисульфидные связи. 

Рис. 8 А и Б демонстрируют, что обработка белкового комплекса с помощью 50 мМ ДТТ 

стимулирует более эффективное разрушение, что приводит к увеличению относительного 

количества белков с низкой молекулярной массой (70–80% от общего А280). Из рис. 8 А и Б 

видно, что продукты диссоциации белкового комплекса содержат белки с молекулярной массой 

от 14 кДа до 500 кДа, но относительное содержание продуктов с молекулярной массой ниже 14 

кДа значительно больше. Кроме того, перед обработкой белкового комплекса с помощью ДТТ 

примерно 19–21% всех белков (рис. 8 А и Б) были элюированы во фракциях (10–20 мл) белков с 

молекулярными массами от 14 кДа до 440 Да. Более того, после обработки белкового 

комплекса с помощью ДТТ, фракции белков, элюируемые в объеме 20–25 мл, элюировались в 

объеме от 25 мл до 30 мл (рис. 8 Б). 

Эти данные указывают на то, что некоторые молекулы белкового комплекса плаценты с 

высокой, средней и низкой молекулярными массами могут быть связаны дисульфидными 

мостиками. Результаты гель-фильтрации свидетельствуют о том, что некоторые фракции могут 

содержать не только свободные белки, но и стабильные олигомеры белков с различными 

молекулярными массами. 
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Кроме того, продукты диссоциации белкового комплекса плаценты человека разделяли на 

фильтрах Amicon Ultracel с пропускной способностью 100 кДа, 50 кДа, 10 кДа, 3 кДа. Все 

фракции, полученные с использованием различных фильтров, разделяли гель-фильтрацией на 

Superdex 200 (рис. 8 В). На рис. 8 B показано, что фракции > 100 кДа и > 50 кДа содержат белки 

и их комплексы с высокой и низкой молекулярными массами, но в основном белки с 

молекулярной массой менее 14 кДа. 

 
Рис. 8. Профили гель-фильтраций белков стабильного комплекса плаценты человека на сефарозе 4В (А), 
на Superdex 200 (Б и В), после его обработки буфером Д в присутствии и в отсутствие ДТТ (А и Б). (В) – 
профиль гель-фильтрация БК после предварительного разделения белков с использованием фильтров 
Amicon Ultracel с пропускной способностью 100 кДа, 50 кДа, 10 кДа (обработка буфером Д). БК – 
стабильный белковый комплекс плаценты человека. 

Следует отметить, что полного разрушения высокомолекулярного белкового комплекса 

плаценты человека не происходило даже при длительной инкубации в буфере Д, содержащем 

50 мМ ДТТ. Таким образом, возможно, что некоторые контакты между основными белками 

комплекса могут быть закрыты и труднодоступны для денатурирующих агентов. 
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3.1.3. Идентификация белков стабильного высокомолекулярного комплекса 

плаценты человека 

Препараты стабильного белкового комплекса плаценты человека подвергали 

электрофорезу. Электрофорез препаратов стабильного белкового комплекса, полученных гель-

фильтрацией на сефарозе 4В концентрированных экстрактов плаценты, в ПААГ по методу 

Лэммли без предварительной инкубации с ДТТ выявил несколько белковых полос (рис. 9 А). В 

условиях денатурирующего гель-электрофореза часть стабильного белкового комплекса не 

разрушалась и не входила в разделяющий гель. После инкубации с 50 мМ ДТТ стабильного 

белкового комплекса при 100°С в течение 10–15 мин обнаружено в геле больше белковых 

полос, чем до инкубации с ДТТ (рис. 9 Б). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 9. Данные электрофоретического анализа белков одного из препаратов стабильного белкового 
комплекса плаценты в системе Лэммли в 4–18% градиентном ПААГ. А) до инкубации с ДТТ; Б) после 
инкубации с 50 мМ ДТТ. Дорожка М – белковые маркеры с известной молекулярной массой. Белки 
окрашены Coomassie Blue R-250.  

В этих условиях разрушаются внутри- и межмолекулярные дисульфидные связи, что 

способствует разворачиванию белков, богатых такими связями, и более эффективной 

диссоциации стабильного белкового комплекса. Таким образом, некоторые из компонентов 

белкового комплекса плаценты могут быть «сшиты» ковалентно и, возможно, представляют 

собой ядро стабильного белкового комплекса, вокруг которого происходит дальнейшая 

олигомеризация других компонентов. 

Для идентификации белков стабильного комплекса плаценты человека использовали 2D-

электрофорез (изоэлектрофокусирование в линейном градиенте рН от 3 до 10 и электрофорез в 

системе Лэммли в 4–18% ПААГ). 2D-электрофорез был проведен для трех стабильных 
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белковых комплексов, выделенных из плацент №1, № 2 и № 3 (далее белковый комплекс №1, 

№ 2 и № 3). Белки в геле вырезали, проводили трипсинолитическое расщепление, продукты 

гидролиза анализировали MALDI масс-спектрометрией. Данные по идентификации белков с 

помощью MS (по набору пептидов) и MS/MS (по специфической структуре фрагментов 

отдельных пептидов) анализа триптических гидролизатов также представлены в таблице 1 и 

приложении 1.  

В случае белкового комплекса, выделенного из плаценты № 1, наблюдали 32 белковых 

пятна (рис. 10); в случае белкового комплекса, выделенного из плаценты № 2, – 44 пятна (рис. 

11); белкового комплекса, выделенного из плаценты № 3, – 32 пятна (рис. 12). Согласно 

результатам масс-спектрометрического анализа эти белковые пятна соответствуют только 14 

белкам и их различным формам (вероятно, с различными посттрансляционными 

модификациями) (табл. 1). Пероксиредоксину-1, хорионическому соматомаммотропину, белкам 

теплового шока бета-1, серотрансферрину, аннексину А5, соответствует только по одному 

белковому пятну на геле. Некоторым белкам соответствует одно белковое пятно в случае 

белкового комплекса № 1, однако в случае белковых комплексов № 2 и № 3 – 2 белковых пятна 

соответствуют одному белку. Например, сывороточный альбумин человека в белковом 

комплексе № 1 представлен одной формой, однако, белковые комплексы № 2 и № 3 содержат 

две различные формы ЧСА, которые отличаются по изоэлектрической точке (табл. 1), что, 

вероятно, обусловлено различными пострансляционными модификациями. В комплексе 

обнаруживаются 3 субъединицы гемоглобина: α-, β- и γ-субъединицы. Поскольку гемоглобин 

является гетеротетрамером, то, вероятно, белковый комплекс содержит гемоглобин взрослых 

HbA (α2β2) и фетальный гемоглобин HbF (α2γ2). Остальные пятна соответствуют различным 

формам плацентарных белков (в скобках указано количество пятен для белковых комплексов 

№ 1, № 2 и № 3 соответственно): плацентарная щелочная фосфатаза (4; 3 и 3), глюкозо-

регулируемый белок 78 кДа (1; 2 и 2), цитоплазматический актин-1 (11; 19 и 9), 

протеиндисульфидизомераза А3 (2; 4 и 4) (табл.1), иммуноглобулины класса G (1; 2 и 1). 

Следует отметить, что стабильный белковый комплекс содержит фрагменты 

плацентарной щелочной фосфатазы и цитоплазматического актина-1 (β-актин). При этом их 

молекулярные массы и изоэлектрические точки, согласно результатам двумерного 

электрофореза, отличаются от полноразмерных белков. Белковый комплекс № 1 содержит 2 

фрагмента плацентарной щелочной фосфатазы с молекулярными массами 10 кДа и 11,3 кДа, 

белковый комплекс № 2 и № 3 содержат по 1 фрагменту этого белка с молекулярной массой 

11,3 кДа и 11,8 кДа соответственно.  
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Рис. 10. Данные 2D-электрофоретического (изоэлектрофокусирование и электрофорез в системе Лэммли 
в 4–18% ПААГ) анализа белков стабильного высокомолекулярного комплекса, выделенного из 
плаценты № 1. Белки окрашены Coomassie Blue R-250. Нумерация белковых пятен соответствует 
таковым в таблице 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 11. Данные 2D-электрофоретического (изоэлектрофокусирование и электрофорез в системе Лэммли 
в 4–18% ПААГ) анализа белков стабильного высокомолекулярного комплекса, выделенного из 
плаценты № 2. Белки окрашены Coomassie Blue R-250. Нумерация белковых пятен соответствует 
таковым в таблице 1. 
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Рис. 12. Данные 2D-электрофоретического (изоэлектрофокусирование и электрофорез в системе Лэммли 
в 4–18% ПААГ) анализа белков стабильного высокомолекулярного комплекса, выделенного из 
плаценты № 3. Белки окрашены Coomassie Blue R-250. Нумерация белковых пятен соответствует 
таковым в таблице 1. 

Полноразмерный цитоплазматический актин-1 имеет молекулярную массу 41,7 кДа. При 

этом в белковых комплекса плаценты № 1 и № 2 полноразмерному цитоплазматическому 

актину-1 соответствуют по 5 белковых форм, в белковом комплексе № 3 – 2 формы с 

различными изоэлектрическими точками, вероятно, они отличаются посттрансляционными 

модификациями (табл. 1). Фрагменты актина-1, обнаруженные в белковых комплексах 

плаценты, отличаются как по молекулярной массе, так и по изоэлектрической точке, а также 

варьируется их количество. Так белковый комплекс № 1 содержит 6 фрагментов актина-1, 

белковый комплекс № 2 содержит 14 различных фрагментов этого белка, белковый комплекс 

плаценты № 3 – 7 фрагментов. 

Согласно литературным данным, стабильные белковые комплексы могут содержать не 

только полноразмерные белки, но также и их фрагменты. Так, например, стабильный белковый 

комплекс молока человека содержит не только полноразмерный лактоферрин с молекулярной 

массой 80,3 кДа, но и его фрагменты с молекулярной массой 41–44 кДа [2]. Кроме того, этот 

комплекс содержит несколько форм β-казеина, которые отличаются молекулярными массами. 

Высокая стабильность комплексов и то, что стабильные комплексы, выделенные 

плацент № 1, № 2 и №3 содержат одни и те же белки, может свидетельствовать об их не 

случайной, но специфической ассоциации. 

10 кДа

50 кДа 

85 кДа 

25 кДа 
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Таблица 1. Белки стабильных высокомолекулярных комплексов плацент № 1, № 2 и № 3, идентифицированнные MALDI-TOF масс-спектрометрией по 
триптическим гидролизатам белков, разделенных 2D-электрофорезом (рис. 10, 11, 12). БК – стабильный белковый комплекс плаценты.  

 

Белок (теоретич. мол. масса, Да) 

 

Номер белкового пятна  

Мол. масса белка согласно 2D 
EF, кДа 

pI белка (соответствует белковому пятну) 

согласно 2D EF 

 

Метод 
идентификации 

БК № 1 БК № 2 БК № 3 БК № 1 БК № 2 БК № 3 БК № 1 БК № 2 БК № 3

α-Субъединица гемоглобина (15248) 1, 2 19, 34 1, 2 13,3 13,3 13,3 9,14; 8,74 8,76; 8,01 8,85; 8,15  

MSa 

 

 

MS2б β-Субъединица гемоглобина (15988) 3, 4, 5 3, 4, 5, 6 3, 4, 5 13,3 13,3 13,3 8,12; 7,62; 
7,25 

6,91; 7,09; 7,25; 
7,52 

7,73; 7,47; 
7,28 

γ-Субъединица гемоглобина (16130) 30, 8 2 6 11,3 11,3 12,3 6,43; 5,36 5,71 5,35 

Плацентарная щелочная фосфатаза (57917) 35, 23 33, 41 20 45,1 45,1 47,3 5,99; 5,07 5,93; 5,85 5,37 MS MS2 

6, 7 1 32 10; 11,3 11,3 11,8 5,57; 5,19 5,31 5,69 

Глюкозо-регулируемый белок 78 кДа (72333) 28 37, 38 30, 29 80,9 79,6 78,1 5,45 5,52; 5,85 5,42; 5,52 MS 

 

MS2 

 

 

 

Цитоплазматический актин-1 / β-актин (41710) 

16, 17, 
18, 20, 

22 

40, 9, 11, 
36, 22 

18, 15 42,3 41,9 41,9 5,74; 5,94; 
6,11; 6,39; 

7,03 

5,15; 5,76; 5,93; 
6,29; 6,70 

5,82; 5,09  

 

 

MS 

 

 

 

MS2 13, 14 10, 23, 12, 
26, 27, 28 

12 30 30 30 5,03; 5,36 5,93; 6,71; 7,08; 
7,51; 7,87; 8,90 

5,98 

29, 12 14, 39 11, 14 27,2 27,2 28,7 5,22; 6,16 5,00; 6,92 5,98; 5,33 

10, 11 15, 16 10 21,1 25,6 25,7 6,06; 5,96 5,35; 5,92 5,45 

24, 25 9 23,6; 22,9 23,5 6,12; 6,31 6,12 

17, 18 7, 8  21,2 20,8; 21,6 5,92; 6,07 6,10; 6,05 

Сывороточный альбумин человека (69321) 24 20, 21 21, 22 53 55 58,1 5,30 5,95; 6,17 6,25; 6,10 MS MS2 

Хорионический соматомаммотропин 

(25004) 

15 7 16 42,3 41,9 41,5 5,59 5,75 5,61 MS 

 

MS2 

Белок теплового шока бета-1 (22768) 19 8 17 42,3 41,9 41,5 6,24 5,93 5,75 MS MS2 

Пероксиредоксин-1 (22096) 21 35 19 42,3 41,9 41,5 6,69 6,19 5,98 MS MS2 

Серотрансферрин (77014) 27 42 28, 27 75,8 75,6 73,9 5,81 5,85 5,89; 6,26 MS MS2 

Протеиндисульфидизомераза А3 (56747) 26, 25 29, 30, 31, 
32 

23, 24, 25, 
26 

70,9 70,9 71,4 5,92; 6,02 5,85; 5,90; 5,93, 
6,11 

5,86; 5,91; 

5,98; 6,07 

MS MS2 

Аннексин А5 (35914) 31 13 15 30 30 30 4,58 5,30 5,09 MS MS2 

IgG (150 кДа) 32 43, 44 31 170 170; 180 170 6,24 5,86, 5,86 5,98 MS MS2 
aMS – идентификация на основе набора пептидов – триптических гидролизатов белков; бMS2 согласно последовательностям пептидов (от трех до одиннадцати пептидов). Для 
идентификации белков и их мол. масс использовали программу 2015 SwissProt. 
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Наличие сывороточного альбумина (ЧСА), IgG, серотрансферрина и аннексина A5 в 

стабильном белковом комплексе плаценты подтверждено иммуноблотингом (рис. 13 А и Б). 

При окрашивании мембраны коньюгатами пероксидазы хрена с мышиными антителами против 

IgG человека наблюдается широкая белковая полоса с молекулярной массой 170–250 кДа, 

соответствующая IgG (рис. 13 А, дор. 1). При  этом молекулярная масса IgG, обнаруженного в 

стабильном белковом комплексе плаценты человека, отличается от IgG крови, взятого в 

качестве контроля (рис. 13 Б, дор. 6), это неудивительно, так как, например, IgG крови человека 

и IgG молока человека могут отличаться по электрофоретической подвижности на 10–20 кДа. 

Кроме того, согласно результатам иммуноблотинга, в стабильном белковом комплексе 

плаценты человека выявляется белковая полоса с молекулярной массой 55 кДа, 

соответствующей ЧСА (рис. 13 А, дор. 2). При окраске серебром также обнаруживается 

белковая полоса с молекулярной массой примерно 55 кДа в белковом комплексе (рис. 13 Б, 

дор. 5) и в контрольном препарате ЧСА (рис. 13 Б, дор. 7).  

В препаратах белковых комплексов плаценты также выявляются белковые полосы с 

молекулярными массами 70 кДа и 35 кДа, соответствующие трансферрину и аннексину А5 

соответственно (рис. 13 А, дор. 3 и 4). При окраске серебром также наблюдаются белковые 

полосы с молекулярными массами в пределах 70 кДа и 35 кДа (рис. 13 А, дор. 5).  

Данные, подтверждающие наличие ЧСА, IgG, серотрансферрина и аннексина А5 в 

стабильном белковом комплексе, подобные приведенным на рис. 13, получены для трех 

стабильных белковых комплексов, выделенных из трех различных плацент. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 13. А – вестерн-блот, анализ препаратов стабильного белкового комплекса плаценты человека: 
иммунохимическое окрашивание против IgG (1), ЧСА (2), серотрансферрина (3), аннексина А5 (4); Б – 
окрашивание серебром белков стабильного комплекса (5), IgG крови (6), ЧСА (7). М – окрашенные 
белковые маркеры с известной молекулярной массой. 
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Белки стабильного комплекса плаценты анализировали с помощью MALDI-TOF масс-

спектрометрии в режиме от 10 кДа до 100 кДа. Выявлено большое число белков с 

молекулярными массами от 10 кДа до 85 кДа (рис. 14), которые по своей молекулярной массе 

близки идентифицированным полноразмерным белкам, а также, возможно, их фрагментам. 

Следует отметить, что анализ молекулярных масс компонентов в случае белковых смесей с 

помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии имеет некоторые ограничения. Если какой-либо из 

белков хорошо кристаллизуется в использованных условиях на мишени и содержится в 

повышенной концентрации, а также легко протонируется, то в масс-спектре сигнал, 

соответствующий этому белку может быть очень большим, а сигналы, соответствующие 

другим белкам могут быть значительно или даже полностью подавлены. При анализе смеси 

белков стабильного белкового комплекса плаценты человека такими компонентами оказались 

белки с молекулярными массами, 15157 Да (α-субъединица гемоглобина) и 16196 Да (β-

субъединица гемоглобина) (рис. 14, табл. 1). Сигналы белков с другими молекулярными 

массами оказались сильно подавленными. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 14. Прямой анализ белков, входящих в состав стабильного белкового комплекса плаценты человека 
с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии. На вставке к рисунку даны более детальные спектры, 
соответствующие зонам белков с различными молекулярными массами. α-ГЕМ и β-ГЕМ – α- и β-
субъединицы гемоглобина, БТШ – белок теплового шока бета-1, АА5 – аннексин А5, ЦА – 
цитоплазматический актин, ПД – протеиндисульфидизомераза А3, ЧСА – сывороточный альбумин 
человека, СРТ – серотрансферрин. 
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Важно было установить, содержат ли стабильные комплексы белки или пептиды с 

низкими молекулярными массами. Малые белки и пептиды легко растворимы в уксусной 

кислоте при окраске гелей Coomassie Blue R-250, что не позволяет выявить эти пептиды с 

помощью SDS-PAGE. 

С помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии были проанализированы все фракции 

стабильного белкового комплекса плаценты человека, обработанного буфером Д после 

ультрафильтрации на Amicon Ultracel c пропускной способностью 100 кДа, 50 кДа, 30 кДа, 

10 кДа (рис. 15), полученные после гель-фильтрации на Superdex 200 (рис. 9 Б и В). После гель-

фильтрации в некоторых фракциях было несколько пептидов и белков с низкими 

молекулярными массами. В случае некоторых белков/пептидов с низкой молекулярной массой 

с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрического анализа обнаружено нескольких очень 

близких сигналов, ∆m/z между которыми может отражать различный уровень 

гликозилирования белков и пептидов, а также потерю различных аминокислотных остатков. 

Гликозилирование является пострансляционной модификацией белков, оно является 

важным для стабилизации структуры и биологических функций белков [327]. Существует 2 

основных типа гликозилирования: N-гликозилирование (по остатку Asp) и О-гликозилирование 

(по остаткам Ser и Thr). При этом состав гликанов может быть различным, их основными 

структурными единицами в гликопротеинах являются N-ацетилгексозамин, гексозы (манноза, 

галактоза), дезоксигекзосы (фукоза), сиаловые кислоты (N-ацетилнейраминовая кислота), 

протеогликаны также содержат уроновые кислоты (например, гексуроновые). 

В диапазоне m/z = 4200–4450 наблюдается три хорошо разрешенных пика (рис. 15 А). 

Проанализирована разница ∆m/z пиков, соответствующих этим белкам (пептидам). Разница 

между белками (пептидами) с молекулярной массой 4242 Да и 4311 Да соответствует ∆m/z 

остатка Ser (∆m/z = 69 Да) на N-конце белка 4242 Да, в то время как молекулярная масса белка 

(пептида) 4443 Да больше предыдущего (4311 Да) на 132 Да, это ∆m/z может соответствовать, 

например, остатку пентозы. Выявлено пять сигналов белка (пептида) с молекулярной массой 

5376 Да (обозначим белок Р1), начиная с него можно увидеть серию пиков, соответствующих 

Р1 + K+ + остаток гексуроновой кислоты (HexA, m/z = 176 Да, белок Р2). Два следующих пика 

соответствуют Р2 + 250 Да (белок Р3) или Р2 + два остатка HexA (m/z = 352 Да, белок Р4). 

Еще один пик Р4 + 307 Да (белок Р5) (рис. 15). Можно предположить, что m/z = 250 Да 

соответствует кетодезоксинонуласониевой кислоте (KDN), m/z = 307 Да соответствует N-

гликолилнейраминовой кислоте, однако, эти гликозильные остатки не синтезируются и 

наблюдаются в следовых количествах в организме человека [328]. Из данных рис. 15 А видно 
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несколько близкорасположенных пиков, соответствующих белку (пептиду) с молекулярной 

массой 7539 Да (белок Р1), Р1+69 Да (∆m/z остатка Ser), Р1+162 Да (∆m/z остатка гексозы Hex). 

 
Рис. 15. MALDI-TOF масс-спектры малых белков и пептидов, входящих в состав стабильного белкового 
комплекса плаценты человека; фрагменты полных спектров, соответствующих фракциям 20–25 мл, 
полученным гель-фильтрацией на Superdex-200 фракции 50–100 кДа стабильного белкового комплекса, 
обработанного буфером Д (рис. 9 В). 

Еще пять хорошо выраженных пиков соответствуют белку (пептиду) с молекулярной 

массой 8124 Да, и шесть пиков соответствуют белку с молекулярной массой 10819 Да 

(рис. 15 Б). Для белка (пептида) с молекулярной массой 8124 Да значение ∆m/z может 

соответствовать, например, ацетату (∆m/z = 42 Да), дезоксигексозе dHex (∆m/z = 146 Да), 

гексозе Hex (∆m/z = 162 Да) и HexA (∆m/z = 176 Да). Белок (пептид) с молекулярной массой 



84 

 

10819 Да может содержать от одного до четырех остатков гексозы и одного звена гексуроновой 

кислоты HexA (рис. 15 Б). 

Следует отметить, что разница между некоторыми близкорасположенными пиками может 

соответствовать также ∆m/z различных АК остатков. Такое различие могло возникнуть в 

результате деградации белка (пептида) (отщепления с С- или N-конца от белка/пептида от 

одного до нескольких АК остатков). Например, разница между белками/пептидами с 

молекулярной массой 7703 Да и 7541 Да может соответствовать ∆m/z дипептида ValPro (∆m/z = 

162 Да), а разница между белками (пептидами) с молекулярной массой 7610 Да и 7541 Да – 

∆m/z остатка Ser (∆m/z = 69 Да), что может говорить о потере этих АК остатков с N-конца 

белка/пептида 7703 Да и 7610 Да соответственно (рис. 15 Б). 

В диапазоне m/z = 5591–6250 (рис. 15 А) разница между близкорасположенными пиками 

также, вероятно, может соответствовать ∆m/z различных комбинаций аминокислотных 

остатков. Разница между белками/пептидами с молекулярной массой 6250 Да и 5943 Да, 

вероятно, может отражать потерю трипептида ThrGluPro (∆m/z = 307 Да) с С-конца белка 

(пептида) 6250 Да или потерю трипептида LysGlnCys с N-конца этого белка/пептида. 

Предыдущие пики могут соответствовать последовательной потере, например, трипептида 

TrpAlaAsp (∆m/z = 352 Да) с С-конца белка 5943 Да, дипептида ArgGln (∆m/z = 250 Да) с N-

конца белка 5841 Да и AsnCys (∆m/z = 215 Да) с С-конца белка 5591 Да. 

В диапазоне m/z = 10819–11643 (рис. 15 Б) разница между близкорасположенными 

пиками, возможно, может отражать потерю от двух до одиннадцати АК остатков с С- или N-

конца белка/пептида с молекулярной массой 11643 Да. 

Следует отметить, что многие белки и пептиды с молекулярными массами от 4 до 13 кДа 

обнаружены с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии во всех белковых фракциях после 

гель-фильтрации исходного стабильного белкового комплекса или стабильного белкового 

комплекса, обработанного буфером Д в присутствии или в отсутствие ДТТ, на сефарозе 4В или 

Superdex 200, а также во фракциях компонентов стабильного белкового комплекса, 

разделенных с использованием Amicon Ultracel с разной пропускной способностью. 

Для выявления всех возможных белков и пептидов стабильного белкового комплекса 

плаценты человека были проанализированы MALDI-TOF масс-спектры всех фракций после 

гель-фильтрации (рис. 8 В) стабильного белкового комплекса, обработанного буфером Д 

(рис. 16, табл. 2). 
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Рис. 16. MALDI-TOF масс-спектры белков различных фракций после разделения на Superdex 200, 
фракции белков с молекулярной массой > 100 кДа стабильного белкового комплекса плаценты, 
обработанного буфером Д (рис. 9 В). γ-ГЕМ – γ-субъединица гемоглобина, ЧСА – сывороточный 
альбумин человека, СРТ – серотрансферрин. 
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Таблица 2. Данные MALDI-TOF масс-спектрометрии молекулярных масс малых белков и 
пептидов стабильного белкового комплекса плаценты человека.  

№ пептида / 
малого 
белка  

Молекулярная масса, Да* 

1 12507 

2 10819-11724* 

3 8124-8509* 

4 7541-7976* 

5 6925-7340* 

6 5376-6250* 

7 4900 

8 4242-4443* 

9 3991 

10 4029 
*Диапазон значений молекулярных масс соответствует различным формам пептидов и белков. 

На рис. 16 показаны примеры MALDI-TOF масс-спектрометрического анализа белков, 

соответствующих нескольким фракциям после гель-фильтрации на Superdex 200 фракции > 100 

кДа, обработанной буфером Д (рис. 8 В). Обнаружены в основном пептиды и белки с 

молекулярными массами от 4 кДа до 21 кДа во фракциях, элюируемых от 6 мл до 7 мл, и 

других фракциях первого пика (рис. 8 В), в котором элюируется частично разрушенный 

стабильный белковый комплекс (рис. 8, рис. 16 А). 

Некоторые белки с высокой молекулярной массой (23–78 кДа) обнаружены во фракциях 

от 10 до 15 мл (рис. 16 Б). Фракции белков, элюированных от 16 мл до 17 мл, (и другие 

фракции, элюируемые от 15 мл до 20 мл, рис. 9 Б) содержат пептиды и белки с молекулярными 

массами от 4 кДа до 23,5 кДа. Многие пептиды и белки с низкими молекулярными массами 

обнаружены во фракциях, элюируемых от 21 мл до 31 мл (рис. 16 Г–16 Е). Фракции, 

элюируемые от 25 мл до 31 мл, содержали в основном пептиды и белки с молекулярными 

массами от 4 кДа до 12 кДа (рис. 16 Д , Е). 

В некоторых фракциях после гель-фильтрации стабильного белкового комплекса, 

обработанного буфером Д, обнаружены одна или две модифицированные формы белков, в то 

время как некоторые другие фракции содержали больше модифицированных форм тех же 

белков. Например, белок с молекулярной массой 7610–7726 Да обнаружен во фракциях, 

элюируемых от 16 мл до 17 мл, в двух формах (рис. 16 В), в то время как фракции от 21 мл до 

22 мл, содержала около 6 форм этого белка (рис. 16 Г). 

Следует отметить, что все пептиды и белки с молекулярными массами от 4 кДа до 13 кДа 

были обнаружены в различных комбинациях во всех фракциях (от 5 мл до 25 мл) различных 
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белков и их комплексов с молекулярными массами от 14 кДа до 500–700 кДа. Возможно, в 

стабильном белковом комплексе могут быть сильные взаимодействия между различными 

белками с низкими и высокими молекулярными массами. Таким образом, все фракции после 

гель-фильтрации от первой (5 мл, ~500–700 кДа) до конечной (32 мл, < 10 кДа) содержат 

небольшие белки и пептиды. Такой же результат получен с помощью MALDI-TOF масс-

спектрометрии фракций после разрушения стабильного белкового комплекса с использованием 

буфера Д, содержащего ДТТ, до и после последовательной ультрафильтрации на Amicon 

Ultracel с разной пропускной способностью. 

Таким образом, диссоциация комплекса приводит как к образованию большого числа 

комплексов с меньшей молекулярной массой, чем исходный комплекс, так и свободных белков и 

пептидов с различными молекулярными массами. При этом комплексы с меньшей молекулярной 

массой содержат как крупные, так и мелкие белки и пептиды. 

Ранее было показано, что стабильный высокомолекулярный мультибелковый комплекс 

яйцеклеток морских ежей Strongylocentrotus intermedius, обладающий фосфатазной 

активностью, содержит не только крупные белки, но и несколько десятков пептидов и мелких 

белков с молекулярной массой 2–9,5 кДа [3]. Причем эти пептиды формируют стабильные 

комплексы, которые при обработке высокомолекулярного белкового комплекса яйцеклеток 

мочевиной и SDS распадаются на более мелкие олигомеры с различным пептидным составом. 

Авторы предполагают, что эти пептиды важны для образования стабильного комплекса. 

Как упоминалось выше, различные белки обнаружены в белковых комплексах, связанных 

с плацентарными мембранами [156]. В отличие от белковых комплексов, полученных из 

плацентарных мембран [156], стабильный белковый комплекс, полученный из водорастворимой 

фракции экстракта гомогената плаценты человека содержит большое количество белков с 

низкими молекулярными массами от 4 до 13 кДа. Возможно, эти пептиды и белки с низкими 

молекулярными массами важны для формирования стабильного белкового комплекса плаценты 

человека, в том числе и для образования его коровой структуры.  

3.1.4. Анализ РНК стабильного высокомолекулярного белкового комплекса 

плаценты человека  

В последнее время появляется все больше данных о наличии РНК в белковых комплексах. 

Комплексы белков с нуклеиновыми кислотами распростанены как в клетках, так и во 

внеклеточном пространстве, выполняя при этом множество важных функций, связанных с 

хранением и реализацией генетической информации, межклеточным взаимодействием. В 

качестве примера можно привести сплайсосому, состоящую из 5 малых ядерных РНК и более 

50 белков [329]; эукариотические рибосомы 80S, необходимые для биосинтеза белка, 
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состоящие из большой субъединицы 60S (содержит 3 РНК и 47 белков) и малой 40S (содержит 

1 РНК и 33 белка) [330]. Липопротеины высокой плотности также содержат малые 

некодирующие РНК [331]. Кроме того, показано что, стабильный высокомолекулярный 

белковый комплекс молока человека, подобный белковому комплексу плаценты, содержит РНК 

[332]. Нуклеопротеиновые комплексы стабилизированы водородными, ионными и 

гидрофобными взаимодействиями. 

РНК выделяли из препарата высокомолекулярного белкового комплекса плаценты с 

помощью реагента «Лира» (BiolabMix, Россия) и магнитных частиц (Sileks, Россия). 

Распределение длин выделенной РНК анализировали с помощью капиллярного электрофореза 

на чипе Аgilent RNA 6000 Pico. На рис. 17 представлен профиль распределения РНК в 

зависимости от их размера. Согласно полученным результатам стабильный белковый комплекс 

содержит смесь молекул РНК разной длиной. Таким образом, можно предположить, что РНК 

также вносит вклад в высокую стабильность высокомолекулярного белкового комплекса 

плаценты, вероятно, за счет нековалентных взаимодействий. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 17. Распределение длин РНК стабильного высокомолекулярного белкового комплекса плаценты, 
проанализированное при помощи Agilent Bioanalyzer 2100 на чипе RNA 6000 Pico Пунктирной линией 
обозначен маркер длины РНК (25 нуклеотидов), nt – нуклеотид. 

3.1.5. Анализ каталитических активностей препаратов стабильного 

высокомолекулярного белкового комплекса плаценты человека 

Выделенный стабильный высокомолекулярный белковый комплекс плаценты человека 

содержит белки и ферменты с самыми различными каталитическими и биологическими 

функциями. При этом, ферментативные и биологические функции этого комплекса могут 

сильно отличаться от таковых для отдельных белков и ферментов, входящих в его состав. 

Новые каталитические центры могут быть сформированы на стыке отдельных белков, которые 

770 nt 
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в изолированном состоянии какими-либо ферментативными функциями не обладают, но 

содержат фрагменты возможных активных центров, которые формируются в комплексах с 

другими белками. Принимая это во внимание, на данном этапе исследования проведен анализ 

возможности наличия у стабильного белкового комплекса ДНКазной, РНКазной, АТРазной, 

фосфатазной, протеолитической, амилолитической, каталазной, пероксидазной и 

оксидоредуктазной активностей. 

3.1.5.1. Анализ ДНК-гидролизующей активности препаратов стабильного 

высокомолекулярного белкового комплекса плаценты человека 

На рис. 18 приведены данные по анализу относительной степени гидролиза 

суперскрученной ДНК различными препаратами стабильного белкового комплекса. Видно, что 

в случае всех препаратов по сравнению с контролем  происходит эффективный переход ДНК из 

суперскрученной в релаксированную форму. При увеличении концентрации стабильного 

белкового комплекса, происходит увеличение относительной гидролизующей активности. Из 

данных для трех препаратов стабильного белкового комплекса, представленных в таблице 4, 

видно, что величины удельной ДНКазной активности стабильных белковых комплексов, 

отличаются, максимальную активность проявляет белковый комплекс № 1, минимальную – 

белковый комплекс № 2. Возможно, эти отличия связаны с различным количественным 

белковым составом комплекса, который в некоторой степени может изменяться в зависимости 

от плаценты. Также нельзя исключать и то, что в стабильный белковый комплекс плаценты 

человека входят белки с различным сродством к ДНК. 

Проанализировано образование комплекса между стабильным высокомолекулярным 

белковым комплексом и дезоксирибоолигонуклеотидом TAGAAGATCAAA с использованием 

флуоресцентного титрования. Показано, что взаимодействие олигонуклеотида с белковым 

комплексом, приводит к тушению собственной флуоресценции белкового комплекса. Значения 

кажущихся Kd для комплексов белкового комплекса и олигонуклеотида рассчитаны с 

использованием графика Скэтчарда (рис. 19, табл.  3). Из данных рис. 19 видно, что 

стабильному белковому комплексу № 3 соответствует две величины кажущихся констант 

диссоциации. Аналогичные результаты показаны для стабильных белковых комплексов № 1 и 

№ 2. Полученные данные суммированы в таблице 3. В целом, две величины Kd отличаются в 

61–78 раз. Не исключено, что белки, входящие в стабильный белковый комплекс имеют больше 

двух ДНК-связывающих участков, но относительное сродство к некоторым из них может быть 

сопоставимо, что невозможно выявить с помощью использованного подхода. Кроме того, 

некоторые из сайтов связывания могут находиться внутри мультимера и поэтому недоступны 

для ДНК. 
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Рис. 18. Электрофоретический анализ продуктов гидролиза ДНК плазмиды pBluescript в 0,8% агарозном 
геле. Дорожки 1, 2 и 3 – препарат БК № 1 в конечных концентрациях 1,6×10-2, 2,1×10-2, 2,5×10-2 мг/мл 
соответственно; дорожки 4, 5 и 6 – БК № 2 в конечных концентрациях 1,6×10-2, 2,2 ×10-2, 2,5×10-2 мг/мл 
соответственно; дорожки 7, 8 и 9 – БК № 3 в конечных концентрациях 1,3×10-2, 1,9×10-2 и 2,5×10-2 мг/мл 
соответственно К – ДНК pBluescript, инкубированная в отсутствие БК.  

 

 

Рис. 19. Определение величин кажущихся величин Kd комплекса стабильного белкового комплекса 
плаценты человека № 3 с олигонуклеотидом TAGAAGATCAAA по данным флуоресцентного 
титрования в координатах Скэтчарда для двух диапазонов концентраций олигонуклеотида: ∆F – 
изменение тушения флуоресценции белка; [L] – концентрация свободного олигонуклеотида в смеси. 

 

Таблица 3. Величины кажущихся Kd, характеризующие сродство олигонуклеотида к ДНК-
связывающим сайтам стабильного белкового комплекса плаценты человека. 

№ препарата 
стабильного 

белкового 
комплекса 
плаценты  

Кажущаяся Kd (среднее 
значение±стандартное 

отклонение), М (для первого сайта 
связывания, соответствующего 

первому линейному участку 
графика Скэтчарда)  

Кажущаяся Kd (среднее 
значение±стандартное 

отклонение), М (для второго сайта 
связывания, соответствующего 

второму линейному участку 
графика Скэтчарда) 

1 (2,6±0,4)10-8 (1,6±0,2)10-6 

2 (1,9±0,3)10-8 (1,2±0,1)10-6 

3 (3,7±0,3) 10-8 (2,9±0,2)10-6 
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3.1.5.1.1. Анализ ДНКазной активности in situ препаратов стабильного 

высокомолекулярного белкового комплекса плаценты человека 

С помощью метода определения ферментативной активности стабильного белкового 

комплекса in situ в геле, содержащем полимеризованную ДНК, выявлены белки в свободном 

состоянии, участвующие в катализе гидролиза ДНК. После электрофоретического разделения 

белков в SDS-ПААГ, содержащем сополимеризованный субстрат, из геля удаляли SDS и 

инкубировали его в буфере для восстановления активности белков, затем гель окрашивали 

бромистым этидием для выявления ДНКазной активности в полосах белка. В участках геля, где 

происходит расщепление ДНК и низкомолекулярные продукты гидролиза элюируются из геля, 

окраска бромистым этидием исчезает, и наблюдаются темные пятна на равномерно 

флуоресцирующем фоне интактной высокомолекулярной ДНК (рис. 20). Так как SDS является 

одним из самых сильных денатурирующих агентов, это гарантирует разрушение любых 

нековалентных комплексов, компоненты которых затем разделяются в процессе электрофореза. 

Из-за жесткости такой обработки белки могут необратимо денатурировать, теряя свою 

каталитическую активность. 

Для препарата стабильного белкового комплекса № 3 участки геля, неокрашенные 

бромистым этидием, соответствовали IgG и белкам с молекулярной массой 27,3 и 20,5 кДа 

(рис. 20). Для препаратов стабильного белкового комплекса № 1 и № 2 активность обнаружена 

только для одного белка с молекулярной массой 27,3 кДа. Вероятно белок с молекулярной 

массой 27,3 и 20,5 кДа является легкой цепью IgG. Ранее в работе [100] было показано, что 

легкая цепь IgG плаценты человека имеет молекулярную массу от 22,2 кДа до 33,2 кДа, при 

этом максимальную ДНКазную активность проявляют легкие цепи с молекулярной цепью 25,5 

кДа и 27,9 кДа. Кроме того, в этой же работе показано, что каталитической активностью 

обладают легкие цепи IgG [100].  

Следует отметить, что в препаратах стабильного белкового комплекса № 1 и № 2 с 

помощью Вестерн-блота, масс-спектрометрии обнаружены IgG, возможно, эти IgG обладают 

низкой каталитической активностью. Скорее всего, эти антитела существенно денатурировали в 

жестких условиях их разделения. Кроме того, как уже показано выше, сывороточный альбумин 

человека также способен гидролизовать ДНК и при этом обладает двумя сайтами связывания 

нуклеиновых кислот [71], белок также мог необратимо денатурировать. 
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Рис. 20. Тестирование ДНК-гидролизующей активности стабильных белковых комплексов из трех 
различных плацент, in situ в геле, содержащем субстрат. А) Окраска серебром. Дорожка 1 – IgG, 
полученные из крови больных рассеянным склерозом; дорожка 2 – неокрашенные белковые маркеры с 
известной молекулярной массой; дорожка 3, 4, 5 – белковые комплексы, полученные из экстракта 
плацент 1, 2, 3 соответственно. Б) Окраска бромистым этидием. Дорожка 1 – окрашенные белковые 
маркеры с известной молекулярной массой; 2 – IgG, полученные из крови больных рассеянным 
склерозом; 3, 4, 5 – стабильные белковые комплексы № 1, № 2 и № 3 соответственно. 

3.1.5.2. Анализ РНКазной активности стабильного высокомолекулярного 

белкового комплекса плаценты человека 

Показано, что препараты белкового комплекса гидролизуют микроРНК Flu-miR-137, а 

также гомоолигорибонуклеотиды Flu-r(pU)23, Flu-r(pC)23, Flu-r(pA)23 (рис. 21, 22 ). В таблице 4 

приведены данные по анализу удельных активностей различных препаратов белковых 

комплексов в реакции гидролиза Flu-miR-137 и гомоолигорибонуклеотидов препаратами 

стабильного белкового комплекса. Наиболее эффективно белковый комплекс гидролизует 

гомоолигорибонуклеотид Flu-r(pU)23. При этом максимальную активность в гидролизе трех 

гомоолигорибонуклеотидов проявляет белковый комплекс № 3. 

Стабильные белковые комплексы плаценты примерно с одинаковой эффективностью 

гидролизуют микроРНК Flu-miR-137. Гидролиз проходит по следующим сайтам: 3A–4U > 9U–

10A > 8U–9U > 15U–16A (рис. 21). При этом гидролиз Flu-miR-137 не проходит по сайтам, 

содержащим нуклеотид С, возможно, это объясняется стерическими затруднениями. 

МикроРНК miR-137 участвует в развитии преэкламсии, уменьшает пролиферацию и миграцию 

клеток трофобласта [333], таким образом можно предположить, что стабильный белковый 

комплекс плаценты участвует в регуляции уровня этой микроРНК, необходимого для 

полноценной инвазии трофобласта, и таким образом, для нормального протекания 

беременности. 
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Рис. 21. Электрофоретический анализ гидролиза Flu-miR-137 стабильным белковым комплексом 
плацент №1, №2, №3 в различных концентрациях: дорожка 1 – 2×10-5 мг/мл, дорожка 2 – 2×10-4 мг/мл, 
дорожка 3 – 2×10-3 мг/мл. Дорожка К – инкубация Flu-miR-137 в отсутствие БК; дорожка М – маркер 
длины рибоологигонуклеотидов (смесь рибоолигонуклеотидов после статистического щелочного 
гидролиза Flu-miR-137). При щелочном гидролизе РНК на промежуточной стадии происходит 
образование 2ˊ,3ˊ-циклофосфата на 3ˊ-конце гидролизованной РНК, поэтому на дорожках с маркерами 
(М) наблюдается больше 23 полос, при анализе сайтов гидролиза Flu-miR-137 использовали наиболее 
интенсивные полосы на маркерной дорожке (М). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 22. Электрофоретический анализ гидролиза Flu-r(pU)23, Flu-r(pC)23, Flu-r(pA)23 стабильным 
высокомолекулярным белковым комплексом плаценты (дорожки 1, 2 и 3). Дорожка К – инкубация 
соответствующего рибоолигонуклеотида в отсутствие БК. Концентрация белкового комплекса в 
реакционной смеси 6×10-3 мг/мл. 
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3.1.5.3. Анализ АТPазной и фосфатазной активностей стабильного 

высокомолекулярного белкового комплекса плаценты человека 

В работе показано, что стабильный белковый комплекс плаценты гидролизует АТР и п-

нитрофенилфосфат (рис. 23, Б и Г). Стабильные белковые комплексы № 1 и № 2 гидролизуют 

примерно с одинаковой эффективностью как п-нитрофенилфосфат, так и АТР (табл. 4). 

Минимальная активность в гидролизе п-нитрофенилфосфатата и АТР наблюдается у белкового 

комплекса № 3. 

Следует отметить, что стабильный белковый комплекс плаценты гидролизует п-

нитрофенилфосфат эффективнее, чем подобный стабильный белковый комплекс яйцеклеток 

морских ежей Strongylocentrotus intermedius [3]. 

Можно предположить, что стабильный белковый комплекс плаценты участвует в 

дефосфорилировании различных соединений и, таким образом, участвует в некоторых 

метаболических процессах в плаценте. 

3.1.5.4. Анализ амилолитической и протеолитической активностей стабильного 

высокомолекулярного белкового комплекса плаценты человека 

Для определения амилолитической активности белкового комплекса плаценты в качестве 

субстрата использовали 7-звенный олигосахарид ,D-мальтогептаозид. Продукты гидролиза 

анализировали с помощью тонкослойной хроматографии на пластинах с силикагелем (рис. 23 

В). Амилолитическую активность определяли по переходу семизвенного субстрата в более 

короткие олигосахариды. Показано, что все три препарата стабильных белковых комплексов 

плаценты гидролизуют ,D-мальтогептаозид, при этом удельные активности различаются 

незначительно (табл. 4). 

Протеолитическую активность определяли по увеличению оптической плотности 

раствора, которое происходило в результате отщепления азокрасителя от казеина (рис. 23 А, 

табл. 4). Максимальную протеазную активность проявлял белковый комплекс № 2, белковые 

комплексы № 1 и № 3 гидролизовали азоказеин в 2,5 раза медленнее.  

Классические амилазы обладают тремя различными биологическими функциями – 

расщепление углеводов; могут способствовать бактериальному клиренсу; играют важную роль 

в адгезии бактерий связывающих α-амилазу [334]. Типичные протеазы выступают 

посредниками в различных процессах, включая коагуляцию крови, биосинтез гормонов, 

презентацию антигенов, деградацию белков и т.д. [335]. В плаценте клетки трофобласта 

синтезируют протеазы, которые разрушают внеклеточный матрикс, что необходимо для 

успешной инвазии трофобласта, обеспечивающей нормальное функционирование плаценты 

[336]. 
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Рис. 23. Анализ протеолитической (А), фосфатазной (Б), амилолитической (В) и АТPазной (Г) 
активностей стабильного белкового комплекса плаценты. К – инкубация реакционной смеси в 
отсутствие стабильного белкового комплекса плаценты. Вертикальные отрезки показывают стандартное 
отклонение. 

3.1.5.5. Анализ каталазной, пероксидазной и оксидоредуктазной активностей 

стабильного высокомолекулярного белкового комплекса плаценты человека 

В работе показано, что стабильный белковый комплекс плаценты обладает каталазной, 

пероксидазной (в присутствии H2O2) и оксидоредуктазной (в отсутствие H2O2) (рис. 24 А, Б, В). 

Стабильные белковые комплексы плаценты гидролизуют H2O2, максимальная активность 

наблюдается у белкового комплекса № 3 (2,58±0,11 мкмоль H2O2/ч/мг) (табл. 4). Поскольку 

процесс формирования синцитиотрофобласта и инвазии трофобласта сопровождается 

образованием большого количества H2O2 [337], то, вероятно, белковый комплекс участвует в ее 

разложении с образованием воды и кислорода. 

Препараты стабильного белкового комплекса трех плацент примерно с одинаковой 

скоростью окисляют ДАБ в присутствии H2O2 (табл. 4), однако, в отсутствие H2O2 препараты 

стабильного белкового комплекса окисляют субстрат с разной эффективностью. Максимальной 

оксидоредуктазной активностью обладает белковый комплекс № 1 (136,71±5,02 мкмоль 
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ДАБ/ч/мг), при этом его пероксидазная активность в 2 раза ниже (67,07±2,31 мкмоль ДАБ/ч/мг). 

Возможно, стабильный белковый комплекс плаценты выполняет антиоксидантную защитную 

роль, например, при окислительном стрессе, который возникает в плаценте уже на ранних 

стадиях гестации. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 24. Анализ пероксидазной, оксидоредуктазной и каталазной активностей стабильного белкового 
комплекса плаценты (БК). А – зависимость относительной пероксидазной (в присутствии Н2О2) 
активности БК от времени Б – зависимость относительной оксидоредуктазной (в отсутствие Н2О2) 
активности БК от времени. В – зависимость относительной каталазной активности от концентрации БК. 
К – инкубация реационной смеси без стабильного белкового комплекса. Вертикальные отрезки 
показывают стандартное отклонение.  

Как уже было описано выше, в состав стабильного белкового комплекса плаценты 

входит 14 различных белков: α-, β-, γ- субъединицы гемоглобина, плацентарная щелочная 

фосфатаза, цитоплазматический актин-1, сывороточный альбумин человека, хорионический 

соматомаммотропин, белок теплового шока бета-1, пероксиредоксин-1, глюкозо-регулируемый 

белок 78 кДа, протеиндисульфидизомераза А3, аннексин А5, серотрансферрин, IgG. Каждый из 

этих белков сам по себе обладает множеством различных биологических функций (см. раздел 

1.3). 
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Таблица 4. Каталитические активности стабильных белковых комплексов (БК), выделенных из 
плацент трех женщин*. 

Тип активности БК 1 БК 2 БК 3 

1 ДНКазная (пмоль ДНК/ч/мг) 40,22±4,02 28,24±1,31 32,44±2,32 

 
2 

 
РНКазная 

Flu-r(pU)23 (мкмоль ОРН/ч/мг) 0,93±0,09 0,98±0,09 1,21±0,01 

Flu-r(pA)23 (мкмоль ОРН/ч/мг) 0,58±0,05 0,25±0,02 0,88±0,08 

Flu-r(pC)23 (мкмоль ОРН/ч/мг) 0,37±0,03 0,39±0,03 0,79±0,06  

Flu-miR-137 (мкмоль ОРН/ч/мг) 1,94±0,01 2,01±0,01 2,01±0,01 

3 АТРазная (мкмоль ATР/ч/мг) 2,48±0,31 2,68±0,23 1,75±0,11 

4 Фосфатазная (мкмоль п-НФФ/ч/мг) 12,72±1,43 11,34±0,21 8,19±1,21 

5 Протеазная (пмоль азоказеина/ч/мг) 1,83±0,12 4,68±0,22 1,74±0,17 

6 Амилазная (мкмоль МГ/ч/мг) 0,25±0,01 0,58±0,02 0,46±0,03 

7 Каталазная (мкмоль H2O2/ч/мг) 0,23±0,01 1,10±0,05 2,58±0,11 

8 Пероксидазная (мкмоль ДАБ/ч/мг) 67,07±2,31 66,43±4,75 69,21±5,17 

9 Оксидоредуктазная H2O2-независимая 

(мкмоль ДАБ/ч/мг) 
136,71±5,02 17,31±0,38 55,32±2,01 

*Для всех активностей трех белковых комплексов плацент представлено среднее значение и отклонение, 
соответствующие трем независимым экспериментам. ОРН – олигорибонуклеотид; п-НФФ – пара-
нитрофенилфосфат; МГ – ,D-мальтогептаозид; ДАБ – 3,3-̓диаминобензидин.  

Плацентарная щелочная фосфатаза катализирует гидролиз фосфодиэфирных связей 

различных эндогенных и экзогенных эфиров фосфорной кислоты и органических соединений, 

отщепляемые фосфаты играют важную роль в метаболических процессах в быстрорастущих 

тканях [338]. Согласно литературным данным удельная активность цитозольной формы 

плацентарной щелочной фосфатазы здоровых женщин в реакции гидролиза п-

нитрофенилфосфата составляет 1,30±0,02 МЕ/мкг, мембранносвязанной формы – 1,43±МЕ/мкг 

[339]. В настоящей работе показано, что удельная фосфатазная активность стабильных 

белковых комплексов, выделенных из трех плацент, составляет 12,03±1,32 МЕ/мкг, 7,56±0,47 

МЕ/мкг и 5,01±0,92 МЕ/мкг. Таким образом, удельная фосфатазная активность стабильного 

белкового комплекса выше, чем плацентарной щелочной фосфатазы. 

Показано, что ДНКазной и РНКазной активностями обладают сывороточный альбумин 

человека [69, 70, 340] и IgG [85, 91, 100]. В работе [100] показано, что средняя удельная 

ДНКазная активность IgG в реакции гидролиза плазмиды pBluescript, выделенных из плацент 

здоровых женщин, составляла 50,3 мкг ДНК/ч/мг (0,24 пмоль ДНК/ч/мг). При этом удельная 

ДНКазная активность стабильных белковых комплексов плацент (табл. 4) значительно выше. 

Однако, пока неизвестно, какой из белков, ЧСА или IgG, гидролизует Flu-miR-137 только 

по четырем сайтам (рис. 21 ). Возможно, что ассоциаты этих двух белков или их ассоциаты с 

другими белками стабильного комплекса могут формировать активные центры для 

специфического гидролиза Flu-miR-137. Сывороточный альбумин человека (ЧСА) – основной 
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белок крови, выполняет важные физиологические и биохимические функции. Он отвечает за 

поддержание осмотического давления крови, транспорт эндогенных и экзогенных соединений, 

обладает антиоксидантной активностью, обеспечивает защиту от перекисного окисления 

липидов. ЧСА связывает РНК и ДНК, и обладает ДНКазной и РНКазной активностями [64–66]. 

IgG выполняет 4 основные функции: обезвреживание антигенов, опсонизация антигенов, 

фиксация комплемента, антителозависимая клеточная цитотоксичность [80]. Как показано в 

других работах, кроме ДНКазной и РНКазной активностей, IgG могут обладать ATPазной и 

протеазной активностями [94, 100, 109]. Таким образом, IgG стабильного белкового комплекса 

плаценты могут катализировать гидролиз ATP и азоказеина. Нельзя исключать, что ассоциаты 

этих белков или их комплексы с другими ферментами также могут катализировать эту реакцию. 

Подобно пероксидазе некоторые белки могут расщеплять Н2О2, демонстрируя не только 

пероксидазную, но и каталазную активность. Можно предположить, что в катализе гидролиза 

Н2О2, окислении 3,3᾿-диаминобензидина в присутствии и в отсутствие Н2О2 могут участвовать 

несколько белков стабильного комплекса плаценты: гемоглобин, пероксиредоксин-1 и 

иммуноглобулины класса G. Показано, что гемоглобин обладает слабой пероксидазной 

активностью [136, 341]. Пероксиредоксин-1 обладает пероксидазной и каталазной 

активностями [342, 343], в присутствии восстановленного глутатиона приобретает способность 

расщеплять Н2О2 [344]. Пероксиредоксины являются антиоксидантными ферментами, которые 

снижают концентрацию Н2О2 и алкильных пероксидов и могут выполнять антиоксидантную 

защитную функцию в клетке [345]. Кроме того, показано, что иммуноглобулины класса G 

обладают каталазной, пероксидазной и оксидоредуктазной активностями [346, 347, 348].  

АТРазной активностью обладают также глюкозо-регулируемый белок 78 кДа и 

цитоплазматический актин [56, 145]. Глюкозо-регулируемый белок 78 кДа является белком 

теплового шока эндоплазматического ретикулума, участвующим в фолдинге белков [349]. 

Цитоплазматический актин-1 участвует в клеточной сигнализации, подвижности клеток, 

поддержании формы клеток, делении клеток, мышечном сокращении, перемещении везикул и 

органелл [56].  

Из проанализированных каталитических активностей стабильных белковых комплексов 

плацент, амилазная активность не характерна для отдельных белков комплекса. Некоторые 

иммуноглобулины класса G (из молока человека, крови больных с АИЗ) обладают амилазной 

активностью [92, 98, 109], однако, в работе [100] показано, что IgG, выделенные из плаценты 

человека, не гидролизуют ,D-мальтогептаозид. Поэтому, можно предположить, что IgG, 

возможно, приобретает данную активность при взаимодействии с другими белками комплекса. 

Кроме того, нельзя исключать, что каталитический центр может быть сформирован на стыке 

отдельных белков. 
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Хорионический соматомаммотропин (плацентарный лактоген) влияет на метаболический 

гемостаз материнского организма, путем регуляции ключевых ферментов и транспортеров 

связанных с метаболизмом глюкозы и метаболизмом липидов [18–20]. Хорионический 

соматомаммотропин обладает лактогенным действием, в лактирующей молочной железе 

увеличивает синтез белков, лактозы, липидов. Белки теплового шока бета-1 являются членами 

семейства малых белков теплового шока, они участвую в многообразных клеточных процессах, 

отвечают за правильное сворачивание белков [53]. Аннексин А5 способен связываться с 

фосфотидилсерином, предполагается, что белок участвует в ингибировании коагуляции крови, 

обусловленном конкуренцией за связывание с фосфатидилсерином, а также ингибирует 

активность фосфолипазы А1 [155]. Протеиндисульфидизомераза А3 катализирует образование 

и разрыв дисульфидных связей в белка [46]. Серотрансферрин является переносчиком железа, а 

также участвует в стимуляции клеточной пролиферации [143]. 

Возможно, что все или некоторые из белков стабильного комплекса плаценты, могут 

вносить вклад в его разнообразные каталитические активности. Кроме того, формирование 

стабильных мультибелковых комплексов может привести к появлению новых активностей 

белков в составе этих комплексов. Различные каталитические активности стабильного 

белкового комплекса плаценты могут иметь большое значение в развитии защитных 

механизмов материнского организма и плода 

3.1.6. Анализ цитотоксичности стабильного высокомолекулярного белкового 

комплекса плаценты человека 

Интересным аспектом при исследовании биологической функции стабильных белковых 

комплексов плацент является изучение его влияния на живые клетки. В работе проведено 

исследование влияния стабильных белковых комплексов плаценты на рост и пролиферацию 

клеток аденокарциномы молочной железы человека MCF-7, клеток множественной миеломы 

человека RPMI 8226, клеток гепатоцеллюлярной карциномы человека HepG2, мышиных 

фибробластов линии LMTK. Клетки инкубировали в среде, содержащей препараты стабильных 

белковых комплексов, выделенных из 3 плацент, в различных концентрациях. 

Показано, что стабильные белковые комплексы, выделенные из плацент 3 женщин, 

обладают выраженным цитотоксическим эффектом на клетки линии MCF-7 (рис. 25 А). При 

увеличении концентрации стабильного белкового комплекса относительное количество живых 

клеток линии MCF-7 уменьшается (рис. 25 А). С помощью кривых зависимости количества 

живых клеток линии MCF-7 от концентрации комплекса определена концентрация IС50 

стабильного белкового комплекса, полученных из экстрактов трех плацент, при которой 

происходит подавление (ингибирование) роста клеток наполовину, данные представлены в 
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таблице 5. Препараты стабильного белкового комплекса № 1 и № 3 примерно с одинаковой 

эффективностью ингибируют рост раковых клеток MCF-7. Препарат стабильного белкового 

комплекса № 2 при максимальной использованной концентрации (150 мкг/мл) подавляет рост 

клеток MCF-7 на 39,1±4,9%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 25. Анализ влияния препаратов стабильных белковых комплексов плацент на рост и пролиферацию 
клеток линий: А – MCF-7; Б – LMTK; В – RPMI 8226; Г – HepG2. Каждая точка на приведенных 
графических зависимостях является усредненным значением трех повторов. Вертикальные отрезки 
показывают стандартное отклонение. ЧСА – сывороточный альбумин человека. 

Таблица 5. Цитотоксичность препаратов белкового комплекса (IС50) в культуре клеточной 
линии аденокарциномы молочной железы человека MCF-7. 

№ препарата 
стабильного белкового 
комплекса плаценты 

человека

Величина IС50 

(среднее 
значение±стандартное 
отклонение), мкг/мл 

1 66,5±2,6 

2 39,1±4,9%* 

3 60,2±1,6 
*Для белкового комплекса № 2 указано понижение количества жизнеспособных клеток в 

процентах в присутствии ингибитора в максимальной концентрации (150 мкг/мл).  
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Стабильный белковый комплекс, выделенный из плаценты № 1, при максимально 

использованной концентрации 150 мкг/мл подавляет рост клеток линии RPMI 8226 на 

52,4±3,4% (значение IC50 составляет 87,2±2,7%, рис. 25 В), а также клеток линии HepG2 – на 

28,1±2,6% (рис. 25 Г). При этом стабильные белковые комплексы, выделенные из плацент № 2 

и № 3 не оказывали влияния на рост клеток линии RPMI 8226 и HepG2 (рис. 25 В и Г). 

Стабильные белковые комплексы, выделенные из трех плацент, не оказывают заметного 

влияния на рост клеток линии LMTK (рис. 25 Б). Кроме того, показано, что ЧСА при 

максимально использованной концентрации 150 мкг/мл не подавляет рост клеток линий MCF-7, 

LMTK, RPMI 8226 и HepG2. 

Можно предположить, что цитотоксические свойства связаны со способностью 

стабильного белкового комплекса гидролизовать ДНК и РНК. Известно, что РНКазы и ДНКазы 

обладают цитотоксическим действием, эффект связан со способностью этих ферментов 

расщеплять нуклеиновые кислоты [350, 351]. При этом в работе [352] показано, что ДНКаза I и 

РНКаза А обладают, не только противоопухолевым действием, но также и 

антиметастатическим. В нашей работе показано, что стабильный белковый комплекс плаценты 

человека содержит IgG. Ранее в работе [100] установлено, что IgG плаценты человека, 

обладающие ДНКазной активностью, при использованной концентрации 0,2 мг/мл подавляют 

рост раковых клеток линии RPMI 8226 на 13–40% (в среднем 20±3%), при этом ранее было 

показано что анти-ДНК IgG больных системной красной волчанкой проникают в клетку и ядро, 

фрагментируя ДНК, приводя к запуску запрограммированной клеточной гибели [353]. Для 

исполнения этого механизма цитотоксического действия стабильного белкового комплекса 

плаценты, обусловленного ДНКазной и РНКазной активностью, комплекс должен проникать 

внутрь клетки. Можно предположить, что благодаря некоторым белкам комплекса, например, 

серотрансферрину или IgG, которые способны связываться со своими специфическими 

рецепторами на поверхности клетки, стабильный белковый комплекс может проникать внутрь 

клетки путем эндоцитоза. 

Другой механизм цитотоксического действия стабильного белкового комплекса может 

заключаться в его взаимодействовии с рецепторами клеточной гибели, что может приводить к 

рецептозависимому сигнальному пути активации, например, апоптоза в раковой клетке, и 

таким образом, ее гибели. 

 

Таким образом, стабильный белковый комплекс плаценты возможно играет важную роль 

при беременности, участвуя в различных метаболических, защитных процессах в растущей 

ткани плаценты. 
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3.2. Экзосомы плаценты человека: выделение, анализ морфологии и 
белков 

В последние годы накапливается все больше доказательств, что экзосомы служат 

передатчиками сигналов между клетками в разнообразных процессах. Экзосомы рассматривают 

как биологическое средство адресной доставки лекарственных препаратов, а также в качестве 

инструмента для диагностики различных патологий [157]. Плацентарные экзосомы, 

выделяемые клетками синцитиотрофобласта во время беременности, также представляют не 

меньший интерес. Однако в настоящее время в литературе встречается относительно мало 

данных о составе и биологических функциях экзосом плаценты. При этом данные о составе 

экзосом плаценты значительно отличаются в различных исследованиях, что обусловлено, 

вероятно, различными методами их выделения. Кроме того, экзосомы плаценты и других 

источников исследованы с использованием препаратов, контаминированных другими 

структурами (невезикулярными структурами, примесными белками), что может приводить к 

ошибочной интерпретации полученных данных. В настоящей работе разработан протокол 

выделения экзосом из плаценты человека, исследованы их морфология и белковый состав. 

3.2.1. Выделение экзосом из экстракта плаценты 

На сегодняшний день разработано множество протоколов выделения экзосом [161, 162, 

165, 221, 238, 239–249, 256–258, 260–263, 291]. Стандартный протокол выделения экзосом 

включает ряд последовательных дифференциальных центрифугирований на низких скоростях 

(300×g, 2000×g, 10000×g) для удаления клеток и клеточного дебриса, последующую 

фильтрацию (через фильтр с размером пор пор 0,2 мкм) и осаждение 

ультрацентрифугированием (при 100000×g в течение 1–2 ч) [239]. Для дополнительной очистки 

исследователи проводят чаще всего ультрацентрифугирование в градиенте плотности сахарозы 

[244, 291]. Альтернативными методами выделения экзосом из биологических жидкостей 

являются гель-фильтрация, аффинное выделение на магнитных или агарозных шарах [221, 245]. 

В настоящее время выпущены коммерческие наборы ExoQuick, Exo-spin, qEV для быстрой 

изоляции экзосом, однако несмотря на преимущество во времени выделения, эти способы 

также не позволяют получать гомогенные препараты экзосом [255, 256, 257, 354]. 

В нашей работе для выделения экзосом из экстракта плаценты модифицирован 

стандартный протокол (рис. 26). Модифицированный протокол включает несколько 

последовательных центрифугирований на низких скоростях (10000×g, 16500×g) и 

ультрацентрифугирование при 100000×g в течение 2 ч, 2 раза. Для удаления крупных везикул 

размером более чем 100 нм осадок после ультрацентрифугирования подвергали фильтрации 

через мембрану с размером пор 0,1 мкм (рис. 26). 
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Рис. 26. Схема выделения экзосом из экстракта плаценты человека.  

Выделение экзосом из биологических жидкостей по стандартному протоколу осложняется 

наличием большого количества примесных белков, «не-везикул», аморфного вещества [162, 

232]. Поэтому для дополнительной очистки экзосом плаценты от примесных белков и их 

комплексов проводили гель-фильтрацию на сефарозе 4В, уравновешенной 0,5 M NaCl для 

предовращения агрегации экзосом (рис. 27). Ранее в работах [2, 3] было показано, что основная 

часть неспецифических белков, слабо связанных со специфическими стабильными 

комплексами, может диссоциировать в буфере, содержащем 0,5 M NaCl, а стабильные 

комплексы могут быть отделены от других белков гель-фильтрацией. На рис. 27 представлены 

профили гель-фильтрации экзосом плаценты, наблюдали от двух до трех белковых пиков. 

Согласно результам просвечивающей электронной микроскопии, первый пик соответствует 

экзосомам, второй и третий пики соответствует белкам, совыделяющимся с экзосомами при 

ультрацентрифугированиях (см раздел 3.2.2.2.). Интересно, что комбинация 

ультрацентрифугирования, ультрафильтрации и гель-фильтрации приводит к получению 

препаратов гетерогенных экзосом, содержащих примеси микровезикул схожих размеров и 
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содержащих минимальные количества белковых примесей. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 27. Профили гель-фильтрации на сефарозе 4В везикул плацент № 1 (А), № 2 (Б), № 3 (В) и № 4 (Г) 
после ультрацентрифугирования при 100000 g и ультрафильтрации (фильтр с диаметром пор 0,1 мкм).  

Как известно, экзосомы содержат специфический тетраспанин CD81 [157]. Поэтому для 

селективного выделения экзосом в нашей работе проведена хроматография на анти-CD81-

сефарозе препаратов везикул после гель-фильтрации (рис. 28). На колонку наносили смесь 

везикул, полученных из экстрактов плацент нескольких женщин (смесь везикул плацент № 1, 

№ 2 и № 3, а также смесь везикул плацент № 4, № 5, № 6, № 7 и №8). На рис. 28 представлен 

профиль аффинной хроматографии одной из смесей. Элюировано три пика – 20 мМ Трис-HCl, 

pH 7,5 (фракция 1), 0,15 М NaCl (фракция 2), 0,1 М Gly, pH 2,6 (фракция 3). Согласно 

результатам просвечивающей электронной микроскопии основная часть везикул размером 30–

100 нм элюируется с колонки 0,15 М NaCl (см. раздел 3.2.2.). Фракция 1 содержит в основном 

аморфное вещество и небольшое количество везикул, наличие везикул в данной фракции 

можно объяснить отсутствием тетраспанина CD81. Фракция 3, элюированная 0,1 М Gly, pH 2,6, 

содержит небольшое количество везикул размером 30–100 нм, а также аморфное вещество и 

«не-везикулы». 
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Рис. 28. Профиль аффинной хроматографии на анти-CD81-сефарозе экзосом плаценты после гель-
фильтрации (элюция: 20 мМ Трис-НСl, рН 7,5 – фракция 1; 0,15 М NaCl – фракция 2; 1 М NaCl; 0,1 М 
Gly-HCl, рН 2,6 –фракция 3).  

3.2.2. Исследование препаратов экзосом плаценты человека на различных 

стадиях очистки с помощью просвечивающей электронной микроскопии 

Важной задачей выделения экзосом является анализ их морфологии и гомогенности с 

помощью просвечивающей электроной микроскопии. Поскольку экзосомы и другие везикулы 

имеют размер десятки–сотни нанометров, анализ их гомогенности невооруженным глазом 

невозможен. При исследовании в просвечивающем электронном микроскопе экзосомы 

характеризуются размером 40–100 нм, округлой чашеобразной формой. «Международное 

общество по исследованию внеклеточных везикул» рекомендует выявлять специфические 

экзосомальные белки – тетраспанины CD9, CD63 и CD81 для подтверждения экзосомальной 

природы везикул. Иммуноэлектронная микроскопия позволяет выявлять тетраспанины 

непосредственно на поверхности везикул.  

С помощью просвечивающей электронной микроскопии проанализированы препараты 

экзосом плаценты после различных стадий их очистки. Использованы следующие термины: 

– «не-везикулы» – частицы округлой формы без ограничивающей мембраны, низкой или 

средней электронной плотности; 

– аморфное вещество – материал, не имеющий четкой структуры, имеет среднюю или 

низкую электронную плотность. 

3.2.2.1. Анализ образцов экзосом плаценты после ультрацентрифугирования 

С помощью просвечивающей электронной микроскопии исследовано 5  индивидуальных 

препаратов экзосом, полученных ультрацентрифугированием экстрактов плацент пяти женщин. 

Препараты экзосом после ультрацентрифугированиями содержат в основном скопления 
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аморфного вещества, везикул и «не-везикул» (рис. 29 А). Везикулы имеют размеры 30–300 нм 

(преимущественно 50–105 нм) (рис. 29 А, Е, Б, В), среднюю электронную плотность, часть из 

них по морфологии соответствует экзосомам – имеют размеры 40–100 нм, округлую 

чашеобразную форму (рис. 29 В). «Не-везикулы» размером 20–60 нм имеют округлую форму, 

низкую или среднюю электронную плотность (рис. 29 А, Г, Д). Аморфное вещество 

представлено скоплениями нитевидной или неправильной формы, низкой или средней 

электронной плотностью (рис. 29 А, Е, З). В препарате присутствует ферритин – кольцевые 

структуры (диаметр кольца составляет 10–14 нм, диаметр отверстия – 5,5–7,5 нм), центр 

которых имеет высокую электронную плотность, (рис. 29, врезка А). Кроме того, образец 

содержит скопления белков в виде «кружева» (рис. 29 Ж). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 29. Структурные компоненты препаратов экзосом плаценты человека, полученных 
ультрацентрифугированием. А – общий вид препарата (черной стрелкой обозначены везикулы, черным 
квадратом – крупные везикулы (> 100 нм), овалом – мелкие везикулы (< 100 нм), белой стрелкой – 
аморфное вещество, белым квадратом – «не-везикулы»); Б – крупные везикулы (> 100 нм); В – мелкие 
везикулы (< 100 нм); Г, Д – «не-везикулы»; Е – везикулы (черная стрелка) и аморфное вещество (белая 
стрелка); Ж – скопление белков в виде «кружева»; З – аморфное вещество. На врезке А – ферритин. 
Длина масштабной линии соответствует 100 нм. Электронные микрофотографии, негативное 
контрастирование фосфорновольфрамовой кислотой. 
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3.2.2.2. Анализ образцов экзосом плаценты после гель-фильтрации 

С помощью просвечивающей электронной микроскопии проанализировано 8 

индивидуальных препаратов экзосом плацент восьми женщин, элюированных в первом пике 

гель-фильтрации. Препараты везикул плацент после ультрацентрифугирования фильтровали 

через фильтр с размером пор 0,1 мкм, далее проводили гель-фильтрацию полученных образцов. 

Первый пик гель-фильтрации (рис. 27) содержит большое количество везикул (рис. 30 А–Д). 

Основная часть везикул имеет размеры 40–100 нм, округлую чашеобразную форму, среднюю 

электронную плотность (рис. 30 Г), что позволяет отнести их по морфологии к экзосомам. 

Крупные везикулы (> 100 нм) встречаются редко (рис. 30 В и Д), они имеют среднюю 

электронную плотность. Поскольку препараты перед гель-фильтрацией были профильтрованы 

через фильтр 0,1 мкм, то наличие крупных везикул можно объяснить обратимой деформацией 

их мембраны при прохождении через поры фильтра. Во фракциях первого пика также 

наблюдается небольшое количество ферритина (рис. 30, врезка А), «не-везикул» размером 20–

60 нм (рис. 30 Е, Ж) и аморфного вещества (рис. 30, врезка Б). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 30. Структурные компоненты препаратов экзосом плаценты человека после гель-фильтрации 
(первый пик, рис 27). А, Б, Г – мелкие везикулы (< 100 нм); В – крупные (черная стрелка) и мелкие 
везикулы; Д – крупные везикулы (> 100 нм); Е – «не-везикулы» и везикула (черная стрелка); Ж – «не-
везикула». На врезке: А – ферритин; Б – аморфное вещество (белая стрелка). Длина масштабной линии 
соответствует 100 нм. Электронные микрофотографии, негативное контрастирование 2% раствором 
фосфорновольфрамовой кислоты. 
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С помощью просвечивающей электронной микроскопии проанализировано 9 препаратов 

примесных белков и везикул, элюированных во втором и третьем пике гель-фильтрации. 

Фракции второго и третьего пиков после гель-фильтрации (рис. 27) содержат в основном 

ферритин (рис. 31 А), а также большое количество мелких округлых, кольцевых и 

палочковидных структур размером 4–9 нм, которые образуют фон сетки (рис. 31 А). Структуры 

размером 4–9 нм по своей морфологии могут соответствовать примесным белкам, например, 

сывороточному альбумину человека [355]. Кроме того, во фракциях второго и третьего пиков 

наблюдается небольшое количество мелких везикул размером 30–50 нм (рис. 31 Б, В) и «не-

везикул» (рис. 31 Б, обозначены стрелкой). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 31. Структурные компоненты фракций второго и третьего пиков гель-фильтрации (рис. 27) везикул 
плаценты. А – ферритин (стрелка) и другие примесные белки; Б – мелкая везикула (< 100 нм) и «не-
везикулы» (стрелка); В – мелкие везикулы (< 100 нм). Длина масштабной линии соответствует 100 нм. 
Электронные микрофотографии, негативное контрастирование фосфорновольфрамовой кислотой. 

Таким образом, ультрафильтрация препарата везикул через фильтр с размером пор 

0,1 мкм снижает содержание крупных везикул (> 100 нм) в образце. Последующая гель-

фильтрация (рис. 27) позволила получить препараты везикул, свободные от большого 

количества скоплений аморфного вещества и примесных белков.  

3.2.2.3. Анализ образцов экзосом после хроматографии на анти-CD81-пептид-

сефарозе 

С помощью просвечивающей электронной проанализированы 6 фракций после аффинной 

хроматографии двух смесей экзосом (см. раздел 2.2.4): по две фракции, элюированных с анти-

СD81-сефарозы – 20 мМ Трис-HCl, рН 7,5, 0,15 М NaCl и 0,1 М Gly-HCl, рН 2,6 (рис. 28). 

Фракция везикул, элюированная 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5. Основная часть препарата 

представлена скоплениями аморфного вещества низкой или средней электронной плотности 
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(рис. 32 В). Также в препарате наблюдаются мелкие везикулы размером 30–100 нм (рис. 32 А) и 

небольшое количество крупных везикул размером до 200 нм (рис. 32 Б).  

Фракция везикул, элюированная 0,15 M NaCl. Основная часть препарата представлена 

везикулами 30–100 нм (преимущественно 40–70 нм) (рис. 32 Д, Е), из которых большая часть 

соответствует по морфологии экзосомам. Встречаются редкие крупные везикулы размером до 

200 нм (рис. 32 Г) и ферритин (рис. 32, врезка Г). Наличие ферритина в данной фракции, 

вероятно, обусловно либо неспецифическим взаимодействие белка с поверхностью экзосом, 

либо его высвобождением через поврежденную мембрану этих везикул. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 32. Структурные компоненты препаратов экзосом плаценты, полученных после хроматографии на 
анти-CD81-сефарозе: А–В – фракция 1 (элюция 20 мМ Tris-HCl, pH 7,5); Г–Е – фракция 2 (элюция 
0,15 М NaCl); Ж–И – фракция 3 (элюция 0,1 М Gly-HCl, pH 2,6). Фракция 1 содержит мелкие 
везикулы (< 100 нм, А), крупные везикулы (> 100 нм, Б), аморфное вещество (В), ферритин (врезка А). 
Фракция 2 содержит мелкие везикулы (Г–Е, стрелкой обозначены крупные везикулы), ферритин 
(врезка Г). Фракция 3 содержит аморфное вещество (Ж), везикулы (< 100 нм) (З) и «не-везикулы» (И). 
Длина масштабной линии соответствует 100 нм. Электронные микрофотографии, негативное 
контрастирование фосфорновольфрамовой кислотой. 

Фракция везикул, элюированная 0,1 M Gly-HCl, pH 2,6. Содержание структур в образце 

очень низкое. Препарат содержит аморфное вещество низкой или средней электронной 

плотности (рис. 32 Ж), мелкие везикулы размером менее чем 100 нм (рис. 32 З) и «не-везикулы» 
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(рис. 32 И). Можно предположить, что некоторые везикулы и «не-везикулы», специфически и 

неспецифически взаимодействующие с сорбентом, разрушились под действием низкого 

значения pH, превратившись в аморфное вещество. 

Таким образом, согласно электронно-микроскопическому исследованию основная часть 

везикул, имеющая морфологические признаки экзосом (размер 40–100 нм, округлая 

чашеобразная форма) элюируется 0,15 М NaCl. Большое количество мелких везикул в данной 

фракции можно объяснить присутствием на их поверхности тетраспанина CD81, антитела к 

которому иммобилизованы на сорбент.  

3.2.2.4. Иммуноцитохимическое окрашивание препаратов экзосом  

Наличие в препаратах везикул, соответствующих по своей морфологии экзосомам, 

подтверждали с помощью иммунно-электронной микроскопии с использованием 

моноклональных антител к CD81 и CD63 на поверхности экзосом (рис. 33). Большая часть 

везикул связывалась с конъюгатами антител и наночастиц золота, следовательно на их 

поверхности присутствуют тетраспанины CD81 (рис. 33 А–В) и CD63 (рис. 33 Г–Е). Основная 

часть везикул, меченых к CD63, имела размер 40–70 нм, везикул, меченых к CD81, – 60–100 нм. 

Однако не все везикулы оказались мечеными коньюгатами антител и наночастиц золота, 

данный факт можно объяснить гетерогенностью популяций экзосом, а также тем, что не все 

выделенные везикулы являются экзосомами. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 33. Экзосомы плаценты человека, меченые антителами к тетраспанинам CD81 (А–В) и CD63 (Г–Е). 
Длина масштабной линии соответствует 100 нм. Электронная микрофотографии, негативное 
контрастирование фосфорновольфрамовой кислотой. 

Таким образом, проведенный с помощью электронной микроскопии анализ показал, что 

препараты экзосом, выделенные из плаценты человека содержат экзосомы – нановезикулы 

размером 40–100 нм, округлой чашеобразной формы. Препараты экзосом плаценты после гель-

фильтрации содержат не только экзосомальные структуры, но и «не-везикулы» – округлые 
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частицы средней электронной плотности размером 20–60 нм, крупные везикулы (> 100 нм), 

аморфное вещество и ферритин. При этом аффинная хроматография экзосом плаценты 

приводит к удалению аморфного вещества и большей части крупных везикул и ферритина из 

основной фракции экзосом. 

Таким образом, наиболее высокоочищенные препараты экзосом плаценты получены при 

сочетании ультрацентрифугирования, ультрафильтрации, гель-фильтрации и хроматографии 

на анти-CD81-сефарозе. 

3.2.3. Проточная цитофлуориметрия экзосом плаценты человека 

Трансмембранные белки CD81, СD63 и СD9 применяют для идентификации экзосом 

также с помощью проточной цитофлуориметрии [230, 243]. В работе проведен анализ 

распределения тетраспанинов CD81 и CD9 в препаратах везикул плаценты после 

ультрацентрифугирования, гель-фильтрации и хроматографии на анти-CD81-сефарозе (рис. 34, 

35). Результаты суммированы в таблице 6. Препарат экзосом плаценты после 

ультрацентрифугирования при 100000×g содержит 87,4±3,5% CD9+-частиц и 80,4±3,8% CD81+-

частиц (рис. 34). Фракция первого пика гель-фильтрации (рис. 27) содержит 78,4±4,1% CD9+-

частиц и 74,4±4,0% CD81+-частиц. Во фракции второго пика после гель-фильтрации (рис. 27) 

экзосом плаценты наблюдается 8,4±0,4% CD9+-частиц и 9,4±0,4% CD81+-частиц. Следует 

отметить, что полученные данные по экспрессии двух тетраспанинов во фракции второго пика 

согласуются с результатами электронной микроскопии, поскольку в этом препарате 

наблюдается небольшое количество везикул размером около 40 нм. 

Кроме того, проведен анализ тетраспанинов CD81, CD9 и CD63 в образцах экзосом 

плацент после хроматографии на анти-CD81-сефарозе (рис. 28), данные представлены на рис. 

35 и в таблице 6. Фракция экзосом, элюированная 20 мМ Трис-НСl рН 7,5, обогащена 

преимущественно тетраспанинами CD9 (23,3±2,4% CD9+-частиц) и CD63 (56,7±4,1% CD63+-

частиц). Во фракции экзосом, элюированной 0,15 М NaCl наблюдаются преимущественно 

CD81+-частицы (73,4±3,5%) и CD9+-частицы (54,5±4,6%), в меньшей степени CD63+-частицы. 

Таким образом, экзосомы, имеющие сродство к анти-CD81-сефарозе, могут экспрессировать на 

своей поверхности не только тетраспанин CD81, но и CD9 и CD63. Во фракции экзосом, 

элюированной 0,1 М Gly-НСl, рН 2,6, наблюдается примерно одинаковый уровень экспрессии 

трех тетраспанинов. 
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Рис. 34. Анализ экзосомальных маркеров CD9 и CD81 в препаратах везикул плаценты после 
ультрацентрифугирования и гель-фильтрации. А и Б – анализ CD9+- и CD81+-частиц в препарате 
везикул после ультрацентрифугирования соответственно. В и Г – анализ CD9+- и CD81+-частиц в 
препарате везикул после гель-фильтрации (первый пик) соответственно. Д и Е – анализ CD9+- и CD81+-
частиц во фракциях второго пика после гель-фильтрации везикул соответственно. Ж и З – 
отрицательный контроль. Count – количество событий; CD9 FITC-A и CD81 APC – интенсивность 
флуоресценции.  



113 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 35. Анализ экзосомальных маркеров CD81, CD9 и CD63 в препаратах везикул плаценты после 
хроматографии на анти-CD81-сефарозе. А–В – фракция, элюированная 20 мМ Tris-HCl, pH 7,5; Г–Е – 
фракция, элюированная 0,15 М NaCl; Ж–И – фракция, элюированная 0,1 Gly-HCl, pH 2,6. К–М – 
отрицательный контроль. Count – количество событий. CD9 FITC-A, CD81 APC и CD63 V450-A – 
интенсивность флуоресценции  
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Таблица 6. Анализ экспрессии экзосомальных маркеров CD81, CD9 и CD63 в препаратах 
экзосом плаценты после различных этапов очистки. 

Препарат экзосом плаценты CD81+-
частицы, % 

CD9+-
частицы, % 

CD63+-
частицы, %* 

После ультрацентрифугирования 87,4±3,5 80,4±3,8 - 

Первый пик гель-фильтрации 78,4±4,1 74,4±4,0 - 

Второй пик гель-фильтрации 7,4±0,4 8,4±0,4 - 

Препараты экзосом плаценты после хроматографии на анти-CD81-сефарозе 

Элюция 20 мМ Трис-НСl, рН 7,5 1,9±0,2 23,3±2,4 56,7±4,1 

Элюция 0,15 М NaCl 73,4±3,5 54,5±4,6 19,7±2,1 

Элюция 0,1 М Gly-НСl, рН 2,6 2,4±0,4 4,2±1,2 3,2±1,2 

*Анализ экспрессии тетраспанина CD63 в препаратах экзосом после ультрацентрифугирования и гель-
фильтрации не проводился. 

3.2.4. Анализ белков экзосом плаценты человека 

В представленной работе проводили электрофоретический анализ препаратов экзосом 

плаценты после различных этапов очистки: ультрацентрифугирования, ультрафильтрации и 

гель-фильтрации (первый пик, рис. 27) (рис. 36). Электрофоретический анализ белков экзосом 

проводили до и после обработки 50 мМ ДТТ для разрушения межмолекулярных и 

внутримолекулярных дисульфидных связей. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 36. Данные электрофоретического анализа белков препаратов экзосом плаценты № 1 после 
различных этапов очистки. А – после ультрацентрифугирования (инкубация без и с ДТТ); Б – после 
ультрацентрифугирования и фильтрации 0,1 мкм (инкубация без и с ДТТ); В – первый пик после гель-
фильтрации (инкубация без и с ДТТ); Г и Д – второй и третий пики после гель-фильтрации 
соответственно (инкубация без и с ДТТ). М – белковые маркеры с известной молекулярной массой. 
Градиентный ПААГ 4–18%. Окраска Coomassie Blue R-250. 
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Как видно из рис. 36, количество белков в препаратах экзосом плаценты различается в 

образцах после ультрацентрифугирования экстракта, после ультрафильтрации (0,1 мкм) и гель-

фильтрации. Гель-фильтрация значительно снижает количество примесных белков в образце 

экзосом плаценты, полученных ультрацентрифугированием и ультрафильтрацией. В препарате 

экзосом после ультрафильтрации и ультрацентрифугирования (рис. 36 А и Б) наблюдается 

высокое содержание белка с молекулярной массой 19,5 кДа, однако в препарате экзосом после 

гель-фильтрации (рис. 36 В) его содержание значительно уменьшается, но при этом 

увеличивается во втором (рис. 36 Г) и третьем пиках гель-фильтрации (рис. 36 Д). После 

инкубирования экзосом с 50 мМ ДТТ также наблюдается увеличение числа белковых полос на 

геле, что говорит о наличии многосубъединичных белков и комплексов, которые связаны 

дисульфидными мостиками. 

Таким образом, большое количество белков в образцах экзосом, полученных 

ультрацентрифугированием, являются примесными. Это могут быть соосаждающиеся вместе с 

экзосомами белки и их белковые комплексы. В связи с этим, литературные данные о наличии в 

экзосомах сотен и тысяч различных белков могут быть сильно завышенными.  

Белки экзосом плаценты, очищенных гель-фильтрацией, разделяли одномерным и 

двумерным электрофорезом (рис. 37, 38), белковые пятна вырезали, проводили их 

трипсинолитическое расщепление, продукты гидролиза анализировали MALDI-TOF масс-

спектрометрией. В таблицах 7 и 8, а также в приложении 2 представлены идентифицированные 

с помощью MS и MS/MS белки экзосом плацент № 1 и № 3 после гель-фильтрации. Образцы 

экзосом после гель-фильтрации содержат 13–14 основных белков: гемоглобин (α- и β-

субъединицы), ферритин, тетраспанины CD81 и CD63, аннексин А1, аннексин А2, аннексин А5, 

цитоплазматический актин-1, иммуноглобулины класса G, сывороточный альбумин человека, 

серотрансферрин, рецептор интерлейкина-1, α-актинин-4, плацентарная щелочная фосфатаза. 

Наличие плацентарной щелочной фосфатазы доказывает плацентарную природу экзосом [8]. 

Белковый состав образцов экзосом, выделенных из плаценты № 1 и № 3, отличается 

незначительно (рис. 37, табл. 7). Так, например, рецептор интерлейкина-1 содержится в 

препарате экзосом плацент № 3 (рис. 37, табл. 7), но не содержится в препарате экзосом 

плаценты № 1. Препарат экзосом плаценты № 1 содержит две формы α-актинина-4, 

отличающиеся молекулярными массами, что, вероятно, обусловлено пострансляционными 

модификациями. При этом, препарат экзосом плаценты № 3 содержит только одну форму α-

актинина-4. 

При разделении белков препаратов экзосом 2D-электрофорезом, наблюдали 31 белковое 

пятно, при этом эти пятна соответствовали 14 индивидуальным белкам и их различным формам 

(рис. 38, табл. 7). По три белковых пятна соответствовали аннексинам А2 и А5. Семь и пять 
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белковых пятен соответствовали цитоплазматическому актину-1 и плацентарной щелочной 

фосфатазе соответственно, причем, в отличие от стабильного белкового комплекса, экзосомы 

плаценты не содержат фрагменты этого белка. Сывороточному альбумину и серотрансферрину 

соответствовало по два белковых пятна. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 37. Данные электрофоретического анализа белков препаратов экзосом плацент № 1 (А) и № 3 (Б) 
после гель-фильтрации. 1 – препарат экзосом № 1; 2 – препарат экзосом № 3. М – белковые маркеры с 
известной молекулярной массой. Градиентный ПААГ 4–18%. Окраска Coomassie Blue R-250. Нумерация 
белков соответствует таковым в таблице 7.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 38. Данные 2D-электрофоретического (изоэлектрофокусирование и электрофорез в системе Лэммли 
в 4–18 % ПААГ) анализ белков препарата экзосом плаценты № 3 после гель-фильтрации на сефарозе 4В. 
Белки окрашены Coomassie Blue R-250. Нумерация белков соответствует таковым в таблице 8.  
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Таблица 7. Белки первого пика после гель-фильтрации препарата экзосом плацент № 1 и № 3, 
разделенных одномерным электрофорезом (рис. 37). Нумерация белков соответствует белковым 
полосам на геле.  

Номер 
белковой 
полосы 

 

Теор. 
мол. 

масса, Да 

Мол. масса по ЭФ, 
кДа 

 

Идентифицированный белокб 

 

Метод 
идентификацииa плацента 

№ 1 
плацента 

№ 3 

1 15248 12,1 12,1 α-субъединица гемоглобина MS MS/MS 

2 15988 13,1 13,1 β-субъединица гемоглобина MS MS/MS 

3 21212 19,1 19,5 Ферритин MS MS/MS 

4 29088 – 26,8 Рецептор интерлейкина-1 MS MS/MS 

5 25673 27,8 27,4 CD63 MS MS/MS 

6 25809 28,3 28,6 CD81 MS MS/MS 

7 35914 30,8 31,6 Аннексин A5 MS MS/MS 

8 38580 38,3 34,5 Аннексин A2 MS MS/MS 

9 41710 52,4 43,7 Цитоплазматический актин-1 / β-актин MS MS/MS 

10 57917 62,3 53,4 Плацентарная щелочная фосфатаза MS MS/MS 

11 69321 73,1 65,2 Сывороточный альбумин человека MS MS/MS 

12 77014 88,3 75,8 Серотрансферрин MS MS/MS 

13 104788 119,3; 
126,9 

97,2 α-Актинин-4 MS MS/MS 

14 150–179 
кДа 

170 170 IgG MS MS/MS 

aMS – Идентификация на основе набора различных пептидов – триптических гидролизатов белков; MS/MS согласно 
последовательностям пептидов (от трех до семи пептидов) 
бДля определения белков и их мол. масс использовали программу SwissProt2016.  

 

Таблица 8. Белки первого пика после гель-фильтрации препарата везикул плацент №3 (рис. 38), 
разделенные 2D-электрофорезом. Нумерация белков соответствует белковым пятнам на геле. 

Номер белкового 

пятна 

Теор. мол. 
масса, Да 

Мол. масса 
по ЭФ, кДа 

 

Идентифицированный белокб 

Метод 
идентификацииa 

1 

29 

15248 

15988  

13,1 

14,1 

α-субъединица гемоглобина 

β-субъединица гемоглобина 

MS MS/MS 

2, 3, 4 38580 34,5 Аннексин A2 MS MS/MS 

5, 6, 7 35914 31,6 Аннексин A5 MS MS/MS 

8 38690 34,7 Аннексин A1 MS MS/MS 

9, 10, 11, 12, 13,14, 
15 

41710 43,7 Цитоплазматический актин-1 / β-
актин 

MS MS/MS 

16 24824 26,8 Легкая цепь IgG MS MS/MS 

17, 18 48934 55,4 Тяжелая цепь IgG MS MS/MS 

19, 20, 21, 22, 23 57917 59,9 Плацентарная щелочная фосфатаза MS MS/MS 

24, 25 69321 65,2 Сывороточный альбумин человека MS MS/MS 

26, 27 77014 75,8 Серотрансферрин MS MS/MS 

28 29088 27,3 Рецептор интерлейкина-1 MS MS/MS 

30 104854 97,2 α-Актинин-4 MS MS/MS 

31 25809 28,6 CD81 MS MS/MS 
aMS – Идентификация на основе набора различных пептидов – триптических гидролизатов белков; MS/MS согласно 
последовательностям пептидов (от трех до семи пептидов) 
бДля определения белков и их мол. масс использовали программу SwissProt2016. 
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Проведен анализ белков фракций экзосом, полученных после хроматографии анти-CD81-

сефарозе смеси экзосом плацент пяти женщин № 4, № 5, № 6, № 7 и №8 после гель-фильтрации 

(рис. 28). В таблице 9 и в приложении 3 представлены идентифицированные с помощью MS и 

MS/MS белки экзосом плаценты после аффинной хроматографии на анти-CD81-сефарозе. 

Согласно электрофоретическому анализу до и после обработки белков экзосом с 

помощью ДТТ для разрушения дисульфидных связей, а также MALDI масс-спектрометрии, 

фракция 2 (элюция 0,15 М NaCl, рис. 28) содержала 12 белков (рис. 39 А, табл. 9). В отличие от 

образца экзосом после гель-фильтрации (рис. 27), данная фракция не содержала аннексины А1 

и А2, IgG, CD63. Однако фракция 2 после аффинной хроматографии содержит также 

лактоферрин, который не был обнаружен нами в препаратах экзосом после гель-фильтрации. В 

данном случае отсутствие аннексинов А1 и А2, IgG, CD63, а также наличие лактоферрина в 

препарате экзосом плаценты после аффинной хроматографии, вероятно, обусловлено анализом 

препаратов смеси экзосом, выделенных из разных плацент. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 39. Данные электрофоретического анализа белков препаратов экзосом плаценты после 
хроматографии на анти-CD81-сефарозе. А – элюция 0,15 М NaCl; Б – элюция 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5; В 
– элюция 0,1 М Gly-HCl, pH 2,6. М – белковые маркеры с известной молекулярной массой. Градиентный 
ПААГ 4–18%. Окраска Coomassie Blue R-250. Нумерация белков соответствует таковым в таблице 9.  

Согласно электрофоретическому и MALDI масс-спектрометрическому анализам 

фракция 1 после аффинной хроматографии (элюция 20 мМ Трис-HCl, pH 7,5, рис. 28) 

содержала 14 белков: α- и β-субъединицы гемоглобина, ферритин, рецептор интерлейкина-1, 

аннексин A5, цитоплазматический актин-1, плацентарная щелочная фосфатаза, сывороточный  
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Таблица 9. Белки препарата экзосом, элюированных с анти-CD81-сефарозы (рис. 39), 
разделенных одномерным электрофорезом. 

Номер 
белковой 
полосы 

Мол. 
масса по 

базе 
данных, 

Да 

Мол. 
масса по 
ЭФ, кДа 

 

Идентифицированный белокб 

 

Метод 
идентификацииa 

Элюция 0,15 М NaCl 

1 15248 13,1 α-субъединица гемоглобина MS MS/MS 

2 15988 13,9 β-субъединица гемоглобина MS MS/MS 

3 21212 19,5 Ферритин MS MS/MS 

4 25809 25,6 CD81 MS MS/MS 

5 29088 32,5 Рецептор интерлейкина-1 MS MS/MS 

6 35914 37,3 Аннексин A5 MS MS/MS 

7 41710 43,5 Цитоплазматический актин-1  MS MS/MS 

8 57917 59,9 Плацентарная щелочная фосфатаза MS MS/MS 

9 69321 61,9 Сывороточный альбумин человека MS MS/MS 

10 77014 91,7 Серотрансферрин MS MS/MS 

11 78132 96,5 Лактоферрин MS MS/MS 

12 104788 126,6 α-Актинин-4 MS MS/MS 

Элюция 20 М Tris-HCl, pH 7,5 

13 25418 25,6 CD9 MS MS/MS 

14 25673 28,9 CD63 MS MS/MS 
aMS – Идентификация на основе набора различных пептидов – триптических гидролизатов белков; MS/MS согласно 
последовательностям пептидов (от трех до тринадцати пептидов) 
бДля идентификации белков и их мол. масс использовали программу 2016 SwissProt. 

альбумин человека, серотрансферрин, лактоферрин, α-актинин-4, а также тетраспанины CD9 и 

CD63 (рис. 39 Б, табл. 9). При этом согласно электрофоретическому анализу (рис. 39 Б) 

содержание ферритина (полоска 3) в этой фракции было меньше, чем во фракции 2 (рис. 39 А). 

Кроме того, во фракции 1 значительно увеличивалось содержание α-субъединицы гемоглобина 

(полоска 1) и рецептора интерлейкина-1 (полоска 5) (рис. 39 Б) по сравнению с основной 

фракцией экзосом после аффинной хроматографии (фракция 2, рис. 39 А). Поскольку согласно 

результатам просвечивающей электронной микроскопии фракции 1 (элюция 20 мМ Трис-HCl, 

pH 7,5, рис. 28) содержит в основном аморфное вещество (см. раздел 3.2.2.3., рис. 32 А–Б), 

нельзя исключать, что α-субъединицы гемоглобина и рецептор интерлейкина-1 входят в его 

состав. 

Фракция 3 (элюция 0,1 М Gly-HCl, pH 2,6, рис. 28) содержит в основном сывороточный 

альбумин человека, а также небольшое количество серотрансферрина и α-субъединицы 

гемоглобина (рис. 39 В, табл. 9). С помощью просвечивающей электронной микроскопии 

показано, что данная фракция содержит аморфное вещество и «не-везикулы» (раздел 3.2.2.3., 
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рис. 32 Ж–И). Возможно, эти компоненты препаратов экзосом неспецифически 

взаимодействуют с анти-CD81-сефарозой и элюируются кислым буфером. 

Нельзя исключать, что кроме идентифицированных в данной работе основных белков 

препараты экзосом содержат и другие белки в низкой концентрации, которая не позволяет 

идентифицировать их данными методами. 

Согласно литературным данным в экзосомах плаценты человека обнаружено от 

нескольких десятков и до нескольких тысяч белков: 51 [264], 140 [265], 200 [266], 282 [267], 349 

[268], 1476 [269], 1684 [270]. Данные по белковому составу экзосом плаценты, выделенных с 

помощью стандартных методов центрифугирования и ультрацентрифугорования, значительно 

отличаются в различных исследованиях. Одной из причин может быть то, что в большинстве 

исследований используют препараты экзосом, контаминированные крупными везикулами, «не-

везикулами», а также примесными белками и их комплексами, которые видны при электронной 

микроскопии в виде бесформенных ассоциатов, аморфного вещества (рис. 29 Е). В целом, 

согласно опубликованным данным [264–270] в плацентарных экзосомах человека 

идентифицированы секреторные белки, белки цитоскелета, белки адгезии, ионные каналы, 

рибосомальные белки, белки сигнальной трансдукции, ферметны, участвующие в метаболизме 

липидов, аминокислот, белки участвующие в репликации ДНК, транскрипции, сплайсинге, 

трансляции, пострансляционной модификации, белки теплового шока, а также белки 

участвующие в ангиогенезе, коагуляции и т.д. Однако, согласно расчетам Свердлова Е.Д. [10], 

содержание различных белков, а также РНК (от нескольких сотен до нескольких тысяч) в 

экзосомах, выделенных из различных биологических жидкостей может быть сильно завышено 

(см. разд. 1.4.4). Поэтому в последнее время некоторые исследователи уделяют большое 

внимание «чистоте» препаратов, вводят дополнительные стадии очистки для получения 

высокоочищенных препаратов экзосом. Так, например, в работе [162] препараты экзосом 

молока кобыл, полученные ультрацентрифугирование, дополнительно очищали от 

совыделяющихся белков гель-фильтрацией, и, таким образом, было показано, что 

высокоочищенные препараты экзосом из молока нескольких кобыл содержат только 5 

мажорных белков (CD81, CD63, CD9, бета-лактальбумин и лактадхерин), при этом актин, 

бутирофилин, лактоферрин и ксантиндегидрогеназа обнаружены только в некоторых 

препаратах. 

В настоящей работе в высокоочищенных препаратах экзосом плаценты обнаружено не 

более 15 различных белков. Сравнение полученых результатов (табл. 7, 8 и 9) с литературными 

данными показало, что только некоторые из этих белков присутствуют в экзосомах плаценты, 

выделенных в нашей работе, – CD81, CD63, CD9, плацентарная щелочная фосфатаза, аннексин 

A2, аннексин A5, серотрансферрин, лактоферрин, иммуноглобулины класса G и сывороточный 
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альбумин. При этом аннексины А1 и А2 не обнаруживаются в образцах экзосом плаценты 

после аффинной хроматографии. Рецептор интерлейкина-1 не был обнаружен ранее в других 

опубликованных работах по экзосомам плаценты человека. 

Следует отметить, что ранее в других опубликованных работах по экзосомам плаценты не 

обнаружен ферритин – сложный белковый комплекс размером 12 нм. Однако он 

идентифицирован с помощью масс-спектрометрического анализа в экзосомах мочи человека 

[356]. В работе [357] с помощью криоэлектронной микроскопии экзосом, выделенных из 

культуральной среды первичных макрофагов костного мозга линии RAW264.7, было показано 

наличие ферритина в полости экзосом. В нашей работе, согласно результатам просвечивающей 

электронной микроскопии, ферритин обнаруживается на сетке в свободном виде, таким 

образом, он может как совыделятся с экзосомами плаценты, так и выделяться из поврежденных 

экзосом. 

3.2.5. Анализ пептидов и малых белков экзосом  

Как известно, экзосомы участвуют в межклеточной коммуникации, их компоненты 

(различные белки, РНК) транспортируются к клеткам [157]. В организме важную роль играют 

пептиды, они выполняют множество функций, являются нейромедиаторами, регулируют рост, 

кровяное давление, уровень глюкозы, кальция в крови и т.д. До данного исследования в 

научной литературе отсутствовали данные о том, что плацентарные экзосомы помимо крупных 

белков (с молекулярной массой более 13 кДа) могут содержать короткие пептиды и мелкие 

белки (с молекулярной массой менее 13 кДа), которые также могут иметь биологические 

функции в процессе осуществления межклеточной коммуникации посредством нановезикул. 

Поэтому был проведен анализ содержания в высокоочищенных препаратах экзосом плаценты 

после гель-фильтрации и аффинной хроматографии. 

Препараты экзосом плаценты после гель-фильтрации (рис. 40 А), после хроматографии на 

анти-CD81-сефарозе, элюированные 0,15 М NaCl (рис. 40 Б) анализировали с помощью MALDI 

масс-спектрометрии в диапазоне молекулярных масс 2–12 кДа. Кроме того, образцы экзосом, 

элюированные с анти-CD81-сефарозы 0,15 М NaCl, разрушали с помощью ТФУ. Для 

улучшения качества спектров смесь пептидов фильтровали через фильтры Amicon. Сначала 

использовали фильтры, пропускающие белки с молекулярными массами < 30 кДа, затем 

получали фракции пептидов < 10 и < 3 кДа с помощью соответствующих мембран. Полученные 

растворы анализировали MALDI масс-спектрометрией (рис. 40 В). Препараты наносили на 

стальную подложку с матрицей HCCA (α-циано-4-гидроксикоричная кислота) и анализировали 

на MALDI масс-спектрометре в диапазоне 2–12 кДа.  
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Рис. 40. MALDI-TOF-MS cпектры препаратов экзосом после гель-фильтрации (А), после хроматографии 
на анти-CD81-сефарозе (элюция 0,15 М NaCl) (Б), препаратов экзосом после аффинной хроматографии, 
обработанных ТФУ (элюция 0,15 М NaCl), полученных с помощью ТФУ и ацетонитрила (В). Анализ 
проводился в диапазоне молекулярных масс 2–12 кДа. Ошибка определения значений m/z не превышает 
0,5–1,5 кДа. 

Таблица 10. Данные MALDI-TOF масс-спектрометрии молекулярных масс основных 
низкомолекулярных компонентов экзосом плаценты человека. 

№ пептида  Молекулярная масса, Да* № пептида Молекулярная масса, Да* 

1 2627,5 15 5381,7 

2 2843,6 16 5432,0 

3 3147,6 17 5524,7 

4 3418,8 18 5796,3 

5 3472,7 19 6236,7 

6 3798,0 и 3821,8 (+Na) 20 6634,7 

7 3979,6 21 6946,8 

8 4100,8 22 7114,2 

9 4128,9  23 8210,8 

10 4325,6 и 4367,6 (+Ac) 24 8559,9 

11 4504,7 25 10873,8 

12 4656,1 26 11034,5 

13 5159,1 и 5191,7 (+Ac) 27 11362,0 

14 5234,6   
*Приведены средние значения пяти независимых оценок, среднеквадратичное отклонение в зависимости от анализируемого 
пика не превышает 0,5–1,4 Да. 
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Показано, что препараты нативных экзосом после гель-фильтрации и аффинной 

хроматографии (рис. 40 А, Б), а также экстракты их компонентов содержат большое количество 

пептидов и мелких белков с молекулярной массой 2–12 кДа (рис. 40 В). Они могут находиться 

как в полости экзосом, так и быть связанными с поверхностью нановезикул. Молекулярные 

массы некоторых соединений отличаются только на 23 Да (соответствует Na+) или 42 Да 

(соответствует ацетату). Основные пики, соответствующие низкомолекулярным соединениям 

экзосом плаценты, присутствуют на всех спектрах. В таблице 10 суммированы полученные 

данные молекулярных масс основных низкомолекулярных соединений. 

Для доказательства пептидной природы пиков соединений на спектрах, полученных масс-

спектрометрией, экстракты разрушенных экзосом (фракция, элюированная с анти-CD81-

сефарозы 0,15 М NaCl) последовательно фильтровали через мембраны с разной пропускной 

способностью (30 кДа и 10 кДа), далее полученные фракции обрабатывали протеазами. На 

рис. 41 А представлен спектр соединений до их обработки протеазами.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 41. MALDI-TOF-MS cпектры компонентов (3–12 кДа) экзосом после хроматографии на анти-СD81-
сефарозе (рис. 28, пик 2) до (А) и после обработки трипсином (Б), химотрипсином (В) и протеиназой К 
(Г). Анализ проводился в диапазоне молекулярных масс 2–12 кДа. Ошибка определения значений m/z не 
превышает 0,5–1,5 кДа. 
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После обработки соединений трипсином (рис. 41 Б), химотрипсином (рис. 41 В), 

протеиназой К (рис. 41 Г) исчезают пики, соответствующие пептидам с молекулярной массой 

3–10 кДа, и увеличивается число пиков в низкомолекулярной области спектра вне зависимости 

от типа добавленной протеазы или смеси протеаз. Более того, молекулярные массы этих новых 

соединений не совпадали с молекулярными массами соединений необработанных экстрактов 

соединений экзосом. Следовательно, эти пики спектров соответствуют пептидам и малым 

белкам нативных экзосом плаценты человека. Можно предположить, что химическая обработка 

экзосом с помощью ТФУ и ацетонитрила могла привести к частичному разрушению белков с 

молекулярными массами > 10 кДа. Однако, как видно из рис. 40, спектры пептидов 

неразрушенных экзосом и экзосом после разрушения ТФУ, показывают содержание одних и 

тех же пептидов и мелких белков с молекулярными массами ниже 10 кДа. Следовательно, эти 

пептиды и малые белки входят в состав экзосом и не являются продуктами распада больших 

белков. Таким образом, кроме крупных белков, экзосомы содержат 27 малых белков и пептидов 

(табл. 10). 

Кроме того, фракции пептидов и малых белков были разделены обращенно-фазовой 

хроматографией, полученные фракции анализировали с помощью MALDI-масс-спектрометрии 

(см. приложение 4). Анализ содержимого этих фракций показал наличие прочных комплексов 

пептидов и мелких белков с молекулярными массами от 2 кДа до 9 кДа. Таким образом, 

показано, что экзосомы плаценты человека содержат достаточно прочные комплексы пептидов 

и мелких белков.  

Ранее в некоторых работах [358, 359] было показано, что экзосомы содержат пептиды. 

Например, экзосомы нейробластомы линии N2a транспортируют β-амилоидный пептид, 

предполагается, что таким образом они могут участвовать в патогенезе болезни Альцгеймера 

[358]. Кроме того, обнаружено, что экзосомы мочи содержат антибактериальные пептиды – 

дермицидин [359].  

В последнее время появляются новые данные о плацентарных пептидах. Так в работе 

[360] показано, что плацентарные макрофаги секретируют пептиды с молекулярными массами 

6075 Да, 6158 Да, 6227 Да, 7740 Да, 11662 Да, однако структуры этих пептидов до сих пор не 

установлены. В нашей работе один пептид с молекулярной массой 6236 Да близок по 

молекулярной массе пептиду 6227 Да, содержащемуся в макрофагах плаценты. 

Таким образом, полученные результаты, демонстрирующие небольшое число мажорных 

белков, идентифицированных в препаратах экзосом после гель-фильтрации и хроматографии на 

анти-CD81-сефарозе, а также наличие пептидов и малых белков (< 13 Да) могут быть важными 

для дальнейших исследований биологических функций экзосом.  
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Заключение 

В представленной работе впервые из экстракта плаценты человека выделен стабильный 

белковый комплекс с молекулярной массой порядка 1000 кДа. Согласно электрофоретическому 

и масс-спектральному анализам комплекс содержит большое число пептидов и белков с 

молекулярными массами от 4 до 180 кДа, а также РНК. Идентифицированы следующме белки 

комплекса: α-, β-, γ- субъединицы гемоглобина, плацентарная щелочная фосфатаза, 

цитоплазматический актин-1, сывороточный альбумин человека, хорионический 

соматомаммотропин, белок теплового шока бета-1, пероксиредоксин-1, глюкозо-регулируемый 

белок 78 кДа, протеиндисульфидизомераза А3, аннексин А5, серотрансферрин, IgG, а также 

фрагменты цитоплазматического актина-1 и плацентарной щелочной фосфатазы. Особенностью 

обнаруженного комплекса является то, что он кроме крупных белков (> 13 кДа) содержит 

большое число мелких белков и пептидов (4–13 кДа). Комплекс невозможно разрушить в 

присутствии солей и органических растворителей в высоких концентрациях, его диссоциация 

происходит только при инкубировании в присутствии 8 М мочевины, 50 мМ ЭДТА, 0,5 М NaCl 

и 50 мМ ДТТ. Полученные результаты свидетельствуют о формировании между компонентами 

комплексов водородных связей, электростатических контактов, дисульфидных мостиков. 

Важным является детальный анализ роли различных типов контактов в образовании очень 

стабильных комплексов и их биологической роли.  

Показано, что стабильный белковый комплекс плаценты обладает ДНКазной, РНКазной, 

АТРазной, фосфатазной, протеолитической, амилолитической, каталазной, пероксидазной и 

оксидоредуктазной активностями. Кроме того, стабильный белковый комплекс подавляет рост 

клеток линий MCF-7, RPMI 8226, HepG2. Несомненно, актуальным является сравнение 

каталитических активностей, цитотоксичности стабильного белкового комплекса и его 

индивидуальных белков. 

В настоящее время непонятно, какую биологическую роль может выполнять стабильный 

белковый комплекс в плаценте человека. Однако соединение белков в очень стабильный 

комплекс ведет к расширению его свойств и формированию полифункциональности комплекса 

по сравнению с его отдельными компонентами. Это может быть основой его специфических 

биологических свойств, поскольку такой комплекс потенциально может взаимодействовать с 

большим числом различных мишеней, включая различные клетки плаценты человека. 

Принимая во внимание белковый состав и ферментативные активности стабильного белкового 

комплекса, можно предположить, что комплекс может выполнять разнообразные функции в 

клетке. Стабильный белковый комплекс содержит протеиндисульфидизомеразу А3, которая, 

как известно, взаимодействует с Ku80, Ku70 и белком ядерного матрикса 200/hPso4, таким 
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образом, можно предположить, что комплекс, возможно, участвует в репарации ДНК. Нельзя 

исключать, что белковый комплекс, возможно, участвует и в фолдинге белков, поскольку 

содержит глюкозо-регулируемый белок 78 кДа и белок теплового шока бета-1. Взаимодействие 

стабильного белкового комплекса с фосфатидилсерином мембраны клеток, благодаря 

аннексину А5, предполает его возможную антикоагуляционную активность, что очень важно 

для протекания нормальной беременности. В настоящее время неизвестна локализация в 

плаценте стабильного белкового комплекса, однако, возможно, он может функционировать не 

только внутри клетки, но и в межклеточном пространстве. При этом, взаимодействие и 

проникновение в клетку стабильного белкового комплекса, вероятно, может осуществляться 

благодаря серотрансферрину или IgG, которые взаимодействуют со специфическими 

рецепторами на поверхности клетки. 

Как показано выше, несмотря на многолетние исследования, состав и свойства экзосом из 

плаценты и других биологических жидкостей человека исследованы недостаточно полно, во 

многих исследованиях используются препараты экзосом, контаминированные другими 

везикулами, неэкзосомальными структурами, совыделяющими белками, что приводит к 

завышенной количественной оценке внутренних компонентов (от нескольких десятков до 

тысяч) экзосом. Принимая во внимание расчеты Свердлова А.Д. [10], о том, что содержание 

различных белков и РНК в экзосомах завышено, в данной работе проведен анализ содержания 

белков в препаратах экзосом на различных стадиях очистки с целью получения препаратов 

экзосом, не содержащих примесных белков. В настоящей работе разработан универсальный 

метод получения высокоочищенных препаратов экзосом, включающий комбинацию 

ультрацентрифугирования, ультрафильтрации, гель-фильтрации и аффинной хроматографии. 

Высокоочищенные препараты экзосом плаценты содержат не более 15 белков. Полученные в 

работе результаты, демонстрирующие небольшое число белков, идентифицированных в 

препаратах экзосом после дополнительных стадий очистки, могут быть важными для 

дальнейших исследований биологических функций экзосом. Кроме того, в работе впервые 

показано, что кроме крупных белков (> 13 кДа), экзосомы содержат 27 малых белков (< 13 кДа) 

и пептидов. Структура и биологическое значение этих пептидов требует дальнейшего 

исследования. 

Идентифицированные белки экзосом плаценты могут играть важную роль в выполнении 

биологических функций этих нановезикул. Так известно, что лактоферрин является 

полифункциональным белком: участвует в иммуномодуляции, регуляции клеточного роста, 

активации натуральных киллеров, продукции цитокинов, защите пероксидазного окисления 

липидов индуцированном железом, обладает антимикробной и антивирусной активностью и 

т.д. Важной способностью белка является специфическое взаимодействие с ДНК, таким 



127 

 

образом, можно предположить, что экзосомы могут транспортировать лактоферрин, который, 

возможно, запускает транскрипцию некоторых генов в материнских клетках. Безусловно, 

важным белком является аннексин А5, который также транспортируется экзосомами плаценты. 

Белок проявляет антикоагулянтную активность, подавляет агрегацию тромбоцитов, что 

немаловажно для протекания нормальной беременности и предупреждения отслойки плаценты. 

α-Актинин-4 является актин-связывающим белком, участвует в организации цитоскелета. 

Важной функцией α-актинина-4 является коактивация транскрипционного фактора NF-κB, 

который участвует в пролиферации, дифференцировке и апоптозе клеток. Цитоплазматический 

актин участвует во многих клеточных процессах: клеточной сигнализации, движении и делении 

клеток и т.д. Многие эти функции обусловлены специфическим взаимодействием белка с 

плазматической мембраной. Рецептор интерлейкина-1 является цитокиновым рецептором, 

который связывает интерлейкин-1. Семейство интерлейкинов-1 играет ключевую роль в 

регуляции иммунного и воспалительного ответов. Связывание рецептора с интерлейкином-1 

приводит к активации ядерного фактора транскрипции NF-κB, митоген-активируемой 

протеинкиназы и др. Тетраспанины важны для адгезии экзосом на плазматической мембране 

клетки. Сывороточный альбумин и серотрансферрин являются белками-транспортерами 

различных экзогенных и эндогенных соединений. 

Исследования белковых комплексов и экзосом плаценты, позволят более детально 

исследовать механизмы функционирования плаценты 
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Выводы 

1. Впервые обнаружен и выделен стабильный мультибелковый комплекс водорастворимой 

фракции экстракта гомогената плаценты человека с молекулярной массой порядка 1000 кДа. 

Показана высокая стабильность белкового комплекса в присутствии NaCl, MgCl2, ЭДТА, 

ацетонитрила, Тритона Х-100. Эффективная диссоциация комплекса происходит при 

одновременном присутствии 8 М мочевины, 50 мМ ЭДТА , 0,5 М NaCl и 50 мМ ДТТ. 

2. Методом масс-спектрометрии установлено, что в состав стабильного мультибелкового 

комплекса входит большое число пептидов и белков с молекулярными массами от 4 до 180 кДа. 

Данный комплекс содержит в основном пептиды и белки с низкой молекулярной массой 4–13 

кДа, несколько белков со средней молекулярной массой (α-, β-, γ-субъединицы гемоглобина, 

пероксиредоксин-1, белок теплового шока бета-1, хорионический соматомаммотропин, 

аннексин А5, цитоплазматический актин-1, плацентарная щелочная фосфатаза, 

протеиндисульфидизомераза А3) и небольшое число белков с высокой молекулярной массой 

(глюкозо-регулируемый белок 78 кДа, сывороточный альбумин человека, серотрансферрин, 

IgG). Впервые показано, что белковый комплекс содержит РНК. 

3. Стабильный белковый комплекс плаценты обладает ДНКазной, РНКазной, АТРазной, 

фосфатазной, амилолитической, протеолитической, каталазной, пероксидазной и 

оксидоредуктазной активностями. Кроме того, стабильный белковый комплекс плаценты 

оказывает цитотоксическое действие на раковые клетки, наиболее выраженный эффект 

наблюдается на клетках линии MCF-7. 

4. Разработан протокол выделения экзосом из плаценты человека. Методом 

просвечивающей электронной микроскопии установлено, что сочетание 

ультрацентрифугирования, ультрафильтрации, гель-фильтрации и аффинной хроматографии 

позволяет получить высокоочищенные препараты экзосом плаценты. Методом 

иммунноэлектронной микроскопии и проточной цитометрии показана экзосомальная природа 

выделенных везикул плаценты.  

5. Впервые показано, что экзосомы плаценты содержат 27 пептидов и мелких белков с 

молекулярными массами от 2 до 12 кДа. Высокоочищенные экзосомы плаценты человека 

содержат не более 15 белков с различными функциями: транспортные белки, ферменты 

метаболизма, белки адгезии, белки цитоскелета, белки иммунной системы, Ca2+-зависимые 

фосфолипид-связывающие белки.  
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Приложение 1. Мажорные белки стабильного высокомолекулярного комплекса 

плаценты человека №1, идентифицированные с помощью MALDI-TOF-MS и MS/MS 

спектрометрии по триптическим гидролизатам белков, разделенных с помощью 2D-

электрофореза (изоэлектрофокусировка и электрофорез в системе Лэммли в 4–18% 

ПААГ) (рис. 10). 

 

Белок / идентификатор белка 

в базе данных (теоретич. мол. 

масса, Да) 

 

 

 

Scoreа  

 

 

(Uб) 

 

 

 

Пептиды, проанализированные MS/MS 

 

Эксперим

ентальная 

мол. масса 

(Да) 

Теоретическ

ая мол. 

масса (Да) 

α-субъединица гемоглобина / 

gi/229751 (15248) 

 

83>40 

 

U 

U 

U 

K.LRVDPVNFK.L 

K.VGAHAGEYGAEALER.M 

K.TYFPHFDLSHGSAQVK.G 

1086,67 

1528,82 

1832,98 

1086,62 

1528,73 

1832,88 

 

β-субъединица гемоглобина / 

HBB_HUMAN (15988) 

 

68>27 

U 

 

U 

U 

K.LHVDPENFR.L 

R.LLVVYPWTQR.F 

K.EFTPPVQAAYQK.V 

K.VLGAFSDGLAHLDNLK.G 

1125,67 

1273,85 

1377,82 

1669,03 

1125,56 

1273,72 

1377,69 

1668,88 

 

γ-субъединица гемоглобина / 

HBG1_HUMAN (16130) 

 

 

 

176>27 

 

U 

U 

U 

U 

R.LLVVYPWTQR.F 

K.VNVEDAGGETLGR.L 

K.EFTPEVQASWQK.M 

M.GHFTEEDKATITSLWGK.V 

R.FFDSFGNLSSASAIMGNPK.V 

1273,86 

1315,78 

1448,83 

1919,11 

1989,11 

1273,72 

1315,64 

1448,69 

1918,94 

1988,93 

 

Белок теплового шока бета-1 / 

HSPB-HUMAN (22768) 

 

 

61>27 

U 

U 

U 

U 

R.GPSWDPFR.D 

R.VSLDVNHFAPDELTVK.T 

R.GPSWDPFRDWYPHSR.L 

K.LATQSNEITIPVTFESR.A 

960,66 

1783,29 

1902,23 

1905,39 

960,46 

1782,92 

1901,86 

1904,98 

 

Пероксиредоксин-1 / 

PRDX1_HUMAN (22096) 

 

 

60>27 

U 

 

U 

U 

K.IGHPAPNFK.A 

R.GLFIIDDKGILR.Q 

R.QITVNDLPVGR.S 

R.LVQAFQFTDK.H 

979,64 

1358,96 

1210,86 

1195,79 

979,52 

1358,79 

1210,67 

1195,62 

 

Легкая цепь иммуноглобулинов 

класса G / S6BGD6_HUMAN 

(24824) 

 

89>40 

U 

U 

U 

U 

K.VSVFVPPRDGFFGNPR.K 

R.QIQVSWLR.E 

K.GVALHRPDVYLLPPAR.E 

K.YVTSAPMPEPQAPGR.Y 

1790,00 

1028,64 

1773,13 

1599,89 

1789,93 

1028,58 

1773,00 

1599,77 

Хорионический 

соматомаммотропин / 

CSH1_HUMAN 

(25004) 

 

101>40 

U 

U 

U 

R.ISLLLIESWLEPVR.F 

R.AHQLAIDTYQEFEETYIPK.D 

R.AHQLAIDTYQEFEETYIPKDQK.Y 

1667,29 

2295,50 

2666,75 

1666,96 

2295,11 

2666,29 

 

 

 

Аннексин А5 / 

ANXA5_HUMAN (35914) 

 

 

 

 

 

121>40 

 

 

 

 

U 

 

 

U 

U 

K.FITIFGTR.S 

K.VLTEIIASR.T 

R.LYDAYELK.H 

K.SELTGKFEK.L + Methyl (C-term) 

R.SEIDLFNIR.K 

R.SEIDLFNIR.K + Methyl (C-term) 

K.LIVALMKPSR.L 

K.GAGTDDHTLIR.V 

K.YMTISGFQIEETIDR.E 

953,69 

1000,77 

1013,67 

1051,64 

1105,78 

1119,19 

1126,89 

1154,62 

1801,91 

953,53 

1000,59 

1013,51 

1051,55 

1105,58 

1119,59 

1126,69 

1154,60 

1801,86 

 

 

Цитоплазматический актин-1 / 

ACTB_HUMAN (41710) 

 

 

 

 

 

114>27 

U 

U 

 

U 

U 

U 

U 

R.AVFPSIVGRPR.H 

K.IWHHTFYNELR.V 

K.SYELPDGQVITIGNER.F 

R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A 

K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 

R.KDLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 

R.TTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILR.L 

1197,89 

1514,97 

1790,14 

1953,33 

2214,39 

2342,49 

3183,04 

1197,69 

1514,74 

1789,88 

1953,06 

2214,06 

2342,16 

3182,61 
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Протеин-дисульфидизомераза 

А3 / ODIA3_HUMAN (56747) 

 

37>27 

U 

U 

U 

R.GFPTIYFSPANK.K 

R.ELSDFISYLQR.E 

R.FLQDYFDGNLKR.Y 

1340,84 

1369,88 

1514,94 

1340,68 

1369,69 

1514,75 

 

 

 

 

Плацентарная щелочная 

фосфатаза / PPB1 HUMAN 

(57917) 

 

 

 

 

109>27 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

R.IDHGHHESR.A 

K.NLVQEWLAK.R 

R.GFFLFVEGGR.I 

K.GNFQTIGLSAAAR.F 

R.NWYSDADVPASAR.Q 

R.ALTETIMFDDAIER.A 

R.DSTLDPSLMEMTEAALR.L 

K.NLIIFLGDGMGVSTVTAAR.I 

K.DGARPDVTESESGSPEYR.Q 

R.MGTPDPEYPDDYSQGGTR.L 

R.AGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFSFGGYPLR.G 

1086,62 

1099,73 

1127,72 

1304,84 

1450,81 

1623,96 

1879,07 

1934,23 

1951,06 

1985,02 

3233,91 

1086,50 

1099,60 

1127,58 

1304,68 

1450,65 

1623,78 

1878,87 

1934,03 

1950,86 

1984,81 

3233,56 

 

Сывороточный альбумин 

человека / ALBU_HUMAN  

(69321) 

 

 

 

 

190>40 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

K.DVFLGMFLYEYAR.R 

R.HPYFYAPELLFFAK.R 

R.RPCFSALEVDETYVPK.E 

K.SLHTLFGDKLCTVATLR.E 

R.RHPYFYAPELLFFAK.R 

K.VFDEFKPLVEEPQNLIK.Q 

K.EFNAETFTFHADICTLSEK.E 

1623,05 

1742,16 

1853,20 

1874,30 

1898,29 

2044,39 

2202,32 

1622,78 

1741,87 

1852,9 

1874,01 

1897,99 

2044,09 

2201,99 

 

 

78 кДа глюкозо-регулируемый 

белок / GRP78_HUMAN 

(72333) 

 

227>27 U 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

K.EDAIWNLLR.Q 

R.THYYAVAVVK.K 

K.FQLFGSPSGQK.D 

K.GGSFQLNELQGLK.S 

K.LRPVAAEVYGTER.Q 

R.SVNGKEDAIWNLLR.Q 

R.ADAVTLDGGFIYEAGLAPYK.L 

1209,77 

1511,98 

1566,02 

1588,08 

1887,25 

1933,29 

2164,31 

1128,59 

1149,62 

1194,60 

1389,73 

1459,78 

1613,85 

1625,71 

 

Серотрансферрин / 

TRFE_HUMAN 

(77014) 

 

 

200>40 

U 

 

U 

U 

K.DSGFQMNQLR.G +Methyl(C-term) 

K.SASDLTWDNLK.G +Methyl(C-term) 

K.EGYYGYTGAFR.C 

K.SASDLTWDNLK.G +Methyl(C-term) 

R.EGTCPEAPTDECKPVK.W 

1208,49 

1262,58 

1282,49 

1477,66 

1702,78 

1208,56 

1262,61 

1282,56 

1477,72 

1702,75 

aЕсли Score был выше 27 – идентификация белков выполнена с использованием программы SwissProt 2015, если Score выше 40 – данные 

соответствуют базе данных NCBInr 20150408. 

бU – уникальные пептиды, проанализированные MS/MS  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



154 

 

Приложение 2. Мажорные белки экзосом плаценты человека, идентифицированные с 

помощью MALDI-TOF-MS и MS/MS спектрометрии белков, разделенных с помощью 2D-

электрофореза (изоэлектрофокусировка и электрофорез в системе Лэммли в 4–18% ПААГ) и 

одномерного электрофореза препаратов экзосом после гель-фильтрации (рис. 37, 38). 

 

 

Белок / идентификатор 

белка в базе данных 

(теоретич. мол. масса, 

Да)a 

 

 

Score 

 

 

Uб 

 

 

 

Пептиды, проанализированные MS/MSа, в 

 

 

Эксперим

ентальная 

мол. масса 

(Да)а 

 

Теоретиче

ская мол. 

масса (Да) 

Анализ белков после двумерного электрофореза 

 

1 

 

 

 

29 

α-субъединица 

гемоглобина / 

HBA_HUMAN (15248) 

 

174>40 

U K.VGAHAGEYGAEALER.M 

K.TYFPHFDLSHGSAQVK.G 

K.VADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHK.L 

1528,63 

1832,74 

2995,17 

1528,73 

1832,88 

2995,48 

 

β-субъединица 

гемоглобина / HBB 

HUMAN (15988) 

 

132>40 

U 

 

U 

U 

K.LHVDPENFR.L 

R.LLVVYPWTQR.F 

K.EFTPPVQAAYQK.V 

K.VLGAFSDGLAHLDNLK. 

1125,67 

1273,85 

1377,82 

1669,03 

1125,57 

1273,72 

1377,69 

1668,88 

 

 

 

2, 3, 4 

 

 

 

Аннексин A2 / 

ANXA2_HUMAN 

(38580) 

 

 

 

 

110>40 

 

 

U 

 

 

U 

 

 

U 

K.WISIMTER.S 

K.VLIRIMVSR.S 

R.QDIAFAYQR.R 

K.DIISDTSGDFR.K 

R.TNQELQEINR.V 

K.SLYYYIQQDTK.G 

K.SYSPYDMLESIR.K 

K.GVDEVTIVNILTNR.S 

R.AEDGSVIDYELIDQDAR.D 

1034,63 

1085,59 

1110,67 

1224,70 

1243,75 

1420,83 

1459,83 

1542,01 

1908,09 

1034,52 

1085,67 

1110,55 

1224,56 

1243,62 

1420,69 

1459,67 

1541,84 

1907,9 

5, 6, 7 

 

Аннексин А5 / 

ANXA5_HUMAN 

(35914) 

 

 

 

 

 

121>40 

 

 

 

 

U 

 

 

U 

U 

K.FITIFGTR.S 

K.VLTEIIASR.T 

R.LYDAYELK.H 

K.SELTGKFEK.L + Methyl (C-term) 

R.SEIDLFNIR.K 

R.SEIDLFNIR.K + Methyl (C-term) 

K.LIVALMKPSR.L 

K.GAGTDDHTLIR.V 

K.YMTISGFQIEETIDR.E 

953,69 

1000,77 

1013,67 

1051,64 

1105,78 

1119,19 

1126,89 

1154,62 

1801,91 

953,53 

1000,59 

1013,51 

1051,55 

1105,58 

1119,59 

1126,69 

1154,60 

1801,86 

8 

 

Аннексин A1 / 

ANXA1_HUMAN 

(38690) 

 

 

51>40 

 

U 

 

U 

K.TPAQFDADELR.A 

K.VLDLELKGDIEK.C 

K.GTDVNVFNTILTTR.S 

R.SEDFGVNEDLADSDAR.A 

1261,65 

1370,71 

1549,87 

1738,79 

1261,59 

1370,76 

1549,81 

1738,73 

9, 10, 

11, 12, 

13,14, 

15 

Цитоплазматический 

актин-1 / ACTB_HUMAN 

(41710) 

 

 

 

196>40 

U 

U 

 

U 

U 

U 

U 

R.AVFPSIVGRPR.H 

K.IWHHTFYNELR.V 

K.SYELPDGQVITIGNER.F 

R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A 

K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 

R.KDLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 

R.TTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILR.L 

1197,89 

1514,97 

1790,14 

1953,33 

2214,39 

2342,49 

3183,04 

1197,69 

1514,74 

1789,88 

1953,06 

2214,06 

2342,16 

3182,61 

16  

 

Легкая цепь 

иммуноглобулинов 

класса G / 

S6BGD6_HUMAN 

(24824) 

 

107>40 

U 

U 

U 

U 

K.VSVFVPPRDGFFGNPR.K 

R.QIQVSWLR.E 

K.GVALHRPDVYLLPPAR.E 

K.YVTSAPMPEPQAPGR.Y 

1790,00 

1028,64 

1773,13 

1599,89 

1789,93 

1028,58 

1773,00 

1599,77 

17, 18 

Тяжелая цепь IgG / 

S6C4S0_HUMAN (48934) 

 

146>40 

U 

U 

K.STSGGTAALGCLVK.D 

R.VVSVLTVLHQDWLNGK.E 

K.GPSVFPLAPSSK.S 

1320,67 

1807,00 

1185,64 

1320,67 

1807,17 

1185,59 

19, 20, Плацентарная 308>40 U R.IDHGHHESR.A 1086,63 1086,49 
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21, 22, 

23 

щелочная фосфатаза / 

PPB1 HUMAN (57917) 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

R.GFFLFVEGGR.I 

K.GNFQTIGLSAAAR.F 

R.NWYSDADVPASAR.Q 

R.ALTETIMFDDAIER.A 

K.DGARPDVTESESGSPEYR.Q 

R.QQSAVPLDEETHAGEDVAVFAR.G 

R.AGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFSFGGYPLR.G 

1127,72 

1304,84 

1450,82 

1623,97 

1950,89 

2368,39 

3233,91 

1127,58 

1304,68 

1450,65 

1623,78 

1950,86 

2368,13 

3233,56 

24, 25 

Сывороточный альбумин 

человека / 

ALBU_HUMAN (69321) 

 

234>40 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

K.DVFLGMFLYEYAR.R 

R.HPYFYAPELLFFAK.R 

R.RPCFSALEVDETYVPK.E 

K.SLHTLFGDKLCTVATLR.E 

R.RHPYFYAPELLFFAK.R 

K.VFDEFKPLVEEPQNLIK.Q 

K.EFNAETFTFHADICTLSEK.E 

1623,05 

1742,16 

1853,2 

1874,30 

1898,29 

2044,39 

2202,32 

1622,78 

1741,87 

1852,9 

1874,01 

1897,99 

2044,09 

2201,99 

26, 27 

 

Серотрансферрин / 

TRFE_HUMAN 

(77014) 

 

195>40  

K.DSGFQMNQLR.G +Methyl(C-term) 

K.SASDLTWDNLK.G +Methyl(C-term) 

K.EGYYGYTGAFR.C 

K.SASDLTWDNLK.G +Methyl(C-term) 

R.EGTCPEAPTDECKPVK.W 

1208,49 

1262,58 

1282,49 

1477,66 

1702,78 

1208,56 

1262,61 

1282,56 

1477,72 

1702,75 

28 

Рецептор 

интерлейкина-1 / 

IL1R1_HUMAN (29088) 

140>40 

U 

U 

U 

DDYVGEDIVEVINENVK 

DCKPLLLDNIHFSGVK 

TYDAYILYPK 

1948,82 

1797,73 

1245,32 

1948,92 

1797,93 

1245,62 

30 

α-актинин-4 / 

ACTN4_HUMAN 

(104788) 

 

128>40  

K.QQSNEHLR.R 

K.NFITAEELR.R 

K.GISQEQMQEFRA.K 

R.TINEVENQILTR.D K.AGTQIENIDEDFR.D 

K.HEAFESDLAAHQDR.V 

1010,58 

1091,67 

1351,75 

1428,89 

1506,84 

1010,49 

1091,56 

1351,62 

1428,76 

1506,70 

Анализ белков после одномерного электрофореза в денатурирующих условиях 

 

Тяжелая цепь ферритина 

/ FRIH_HUMAN 

(21212) 

75>40  

K.ELGDHVTNLR.K 

K.YFLHQSHEER.E 

R.QNYHQDSEAAINR.Q 

R.QINLELYASYVYLSMSYYFDRDDVALK.N 

1152,76 

1344,84 

1544,94 

3278,51 

1152,59 

1344,62 

1544,70 

3278,58 

 CD81 / CD81_HUMAN 

(25809) 

80>40 U K.DQIA.K 

MGVEGCT.K 

K.QFYDQALQQAVVDDDANNAK 

445.28 

695.30 

2252,03 

445.22 

695.26 

2252,03 

  

CD63 / CD63_HUMAN 

(25673) 

 

99>40 

 MAVEGGM.K 

K.VMSEFNNNF.R 

K.CCGAANYTDWE.K 

R.VPDSCCIDVTVGCGINFNE.K 

693,27 

1100,41 

1231,40 

1983,79 

693,28 

1100,46 

1231,43 

1983,83 

  

 

α-актинин-4 / 

ACTN4_HUMAN 

(104788) 

 

 

 

 

137>40 

 R.QGEAEFNR.I 

K.QQSNEHLR.R 

R.TIPWLEDR.V 

K.NFITAEELR.R 

K.LASDLLEWIR.R 

K.DGLAFNALIHR.H 

R.HRPELIEYDK.L 

K.HTNYTMEHIR.V 

K.GISQEQMQEFRA.K 

G.YEEWLLNEIR.R 

R.TINEVENQILTR.D K.AGTQIENIDEDFR.D 

K.HEAFESDLAAHQDR.V 

949,51 

1010,58 

1028,63 

1091,67 

1214,76 

1225,76 

1298,78 

1300,72 

1351,75 

1420,83 

1428,89 

1506,84 

949,43 

1010,49 

1028,53 

1091,56 

1214,67 

1225,66 

1298,66 

1300,60 

1351,62 

1420,70 

1428,76 

1506,70 

aMS – Идентификация на основе набора различных пептидов – триптических гидролизатов белков, MS/MS согласно последовательностям 

пептидов (от трех до 13 пептидов) 

бU – уникальные пептиды, проанализированные MS/MS  

вДля идентификации белков и их мол. масс использовали программу SwissProt2016. Идентификация белков была подтверждена, если Score был 

значительно выше 40 и они имели 3–13 пептида, идентифицированных с помощью программы Mascot 
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Приложение 3. Белки смеси экзосом пяти плацент, элюированные с колонки с 

иммобилизованными антителами к CD81 20 мМ Tris-HCl, рН 7,5 и 0,15 М NaCl. Белки 

идентифицировали с помощью MALDI-TOF-MS и MS/MS спектрометрии по триптическим 

гидролизатам белков, разделенных с помощью электрофореза в системе Лэммли в 4–18 % 

ПААГ (рис. 39). 

Номер 

белково

й 

полосы 

 

Белок / идентификатор 

белка в базе данных 

(теоретич. мол. масса, 

Да)a 

 

 

Score  

 

 

Uб 

 

 

Пептиды, проанализированные MS/MSa,в 

Экспери

менталь

ная. 

мол. 

массаa 

(Да) 

Теорети

ческая 

мол. 

масса 

(Да) 

Второй пик после аффинной хроматографии на колонке с иммобилизованными антителами к CD81 (элюция 0,15 М NaCl)  

1 

 

 

 

2 

α-субъединица 

гемоглобина / 

HBA_HUMAN (15248) 

 

193>40 

U K.VGAHAGEYGAEALER.M 

K.TYFPHFDLSHGSAQVK.G 

K.VADALTNAVAHVDDMPNALSALSDLHAHK.L 

1528,63 

1832,74 

2995,17 

1528,73 

1832,88 

2995,48 

 

β-субъединица 

гемоглобина / HBB 

HUMAN (15988) 

 

145>40 

U 

 

U 

U 

K.LHVDPENFR.L 

R.LLVVYPWTQR.F 

K.EFTPPVQAAYQK.V 

K.VLGAFSDGLAHLDNLK. 

1125,67 

1273,85 

1377,82 

1669,03 

1125,57 

1273,72 

1377,69 

1668,88 

 

 

 

3 

 

 

 

 

 

Легкая цепь ферритина / 

FRIL_HUMAN 

(20007) 

 

 

 

96>40 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

K.KPAEDEWGK.T 

K.MGDHLTNLHR.L 

R.DDVALEGVSHFFR.E 

K.LNQALLDLHALGSAR.T 

R.LGGPEAGLGEYLFER.L 

K.KLNQALLDLHALGSAR.T 

R.TDPHLCDFLETHFLDEEVK.L 

1058,52 

1192,60 

1490,73 

1590,89 

1606,82 

1718,99 

2287,06 

1058,50 

1192,58 

1490,72 

1590,88 

1606,80 

1718,98 

2287,05 

 

Тяжелая цепь ферритина / 

FRIH_HUMAN 

(21212) 

 

55>40 

U 

U 

U 

U 

K.ELGDHVTNLR.K 

K.YFLHQSHEER.E 

R.QNYHQDSEAAINR.Q 

R.QINLELYASYVYLSMSYYFDRDDVALK.N 

1153,49 

1345,51 

1545,55 

3279,14 

1152,58 

1344,62 

1544,69 

3278,90 

 

4 

 

CD81 / CD81_HUMAN 

(25809) 

 

80>40 

 

U 

U 

U 

K.DQIA.K. 

K.EDCHQ.K 

MGVEGCT.K 

K.QFYDQALQQAVVDDDANNA.K 

445,28 

630,29 

695,30 

2252,03 

445,22 

630,21 

695,26 

2252,03 

 

5 

Рецептор интерлейкина-1 / 

IL1R1_HUMAN (29088) 

 

60>40 

U 

U 

U 

DDYVGEDIVEVINENVK 

DCKPLLLDNIHFSGVK 

TYDAYILYPK 

1948,82 

1797,73 

1245,32 

1948,92 

1797,93 

1245,62 

 

 

6 

 

 

Аннексин A5 / 

ANXA5_HUMAN 

(35914) 

 

 

134>40 

 

 

 

 

U 

 

 

U 

U 

K.FITIFGTR.S 

K.VLTEIIASR.T 

R.LYDAYELK.H 

K.SELTGKFEK.L + Methyl (C-term) 

R.SEIDLFNIR.K 

R.SEIDLFNIR.K + Methyl (C-term) 

K.LIVALMKPSR.L 

K.GAGTDDHTLIR.V 

K.YMTISGFQIEETIDR.E 

953,69 

1000,77 

1013,67 

1051,64 

1105,78 

1119,19 

1126,89 

1154,62 

1801,91 

953,53 

1000,59 

1013,51 

1051,55 

1105,58 

1119,59 

1126,69 

1154,60 

1801,86 

 

 

7 

 

 

Цитоплазматический 

актин-1 / ACTB_HUMAN 

(41710) 

 

 

 

186>40 

U 

U 

 

U 

U 

U 

U 

R.AVFPSIVGRPR.H 

K.IWHHTFYNELR.V 

K.SYELPDGQVITIGNER.F 

R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A 

K.DLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 

R.KDLYANTVLSGGTTMYPGIADR.M 

R.TTGIVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILR.L 

1197,89 

1514,97 

1790,14 

1953,33 

2214,39 

2342,49 

3183,04 

1197,69 

1514,74 

1789,88 

1953,06 

2214,06 

2342,16 

3182,61 

 

 

 

Плацентарная щелочная 

 

 

U 

U 

R.IDHGHHESR.A 

R.GFFLFVEGGR.I 

1086,63 

1127,72 

1086,49 

1127,58 
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8 фосфатаза / PPB1 HUMAN 

(57917) 

 

300>40 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

K.GNFQTIGLSAAAR.F 

R.NWYSDADVPASAR.Q 

R.ALTETIMFDDAIER.A 

K.DGARPDVTESESGSPEYR.Q 

R.QQSAVPLDEETHAGEDVAVFAR.G 

R.AGQLTSEEDTLSLVTADHSHVFSFGGYPLR.G 

1304,84 

1450,82 

1623,97 

1950,89 

2368,39 

3233,91 

1304,68 

1450,65 

1623,78 

1950,86 

2368,13 

3233,56 

 

 

9 

 

Сывороточный альбумин 

человека / ALBU_HUMAN 

(69321) 

 

 

 

 

207>40 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

U 

K.DVFLGMFLYEYAR.R 

R.HPYFYAPELLFFAK.R 

R.RPCFSALEVDETYVPK.E 

K.SLHTLFGDKLCTVATLR.E 

R.RHPYFYAPELLFFAK.R 

K.VFDEFKPLVEEPQNLIK.Q 

K.EFNAETFTFHADICTLSEK.E 

1623,05 

1742,16 

1853,2 

1874,30 

1898,29 

2044,39 

2202,32 

1622,78 

1741,87 

1852,9 

1874,01 

1897,99 

2044,09 

2201,99 

 

 

10 

 

Серотрансферрин / 

TRFE_HUMAN 

(77014) 

 

 

205>40 

U 

 

U 

U 

K.DSGFQMNQLR.G +Methyl(C-term) 

K.SASDLTWDNLK.G +Methyl(C-term) 

K.EGYYGYTGAFR.C 

K.SASDLTWDNLK.G +Methyl(C-term) 

R.EGTCPEAPTDECKPVK.W 

1208,49 

1262,58 

1282,49 

1477,66 

1702,78 

1208,56 

1262,61 

1282,56 

1477,72 

1702,75 

 

11 

 

Лактоферрин / 

TRFL_HUMAN (78132) 

 

80>40 

U 

U 

U 

K.LRPVAAEVYGTER.Q 

R.IDSGLYLGSGYFTAIQNLR.K 

R.IDSGLYLGSGYFTAIQNLR.K 

1460,76 

2088,13 

2088,24 

1459,78 

2087,06 

2087,07 
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α-актинин-4 / 

ACTN4_HUMAN (104788) 

 

 

 

 

 

124>40 

 R.QGEAEFNR.I 

K.QQSNEHLR.R 

R.TIPWLEDR.V 

K.NFITAEELR.R 

K.LASDLLEWIR.R 

K.DGLAFNALIHR.H 

R.HRPELIEYDK.L 

K.HTNYTMEHIR.V 

K.GISQEQMQEFR.A  

K.GYEEWLLNEIR.R 

R.TINEVENQILTR.D  

K.AGTQIENIDEDFR.D  

K.HEAFESDLAAHQDR.V 

949,51 

1010,58 

1028,63 

1091,67 

1214,76 

1225,76 

1298,78 

1300,72 

1351,75 

1420,83 

1428,89 

1506,84 

1624.88 

949,43 

1010,49 

1028,53 

1091,56 

1214,67 

1225,66 

1298,66 

1300,60 

1351,62 

1420,70 

1428,76 

1506,70 

1624.72 

Первый пик после аффинной хроматографии на колонке с иммобилизованными антителами к CD81 (элюция 20 мМ Трис-НCl, рН 

7,5)  

 

13 

 

CD9 / CD9_HUMAN 

(25416) 

 

70>40 

 

U 

 

D.VLETFTV.K 

Y.LLFGFNFIFWLAGIAVLA.I 

A.IHYALNCCGLAGGVEQFISDICP.K 

1050,35 

2287,07 

2621,43 

1050,55 

2287,27 

2621,23 
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CD63 / CD63_HUMAN 

(25673) 

 

82>40 

 

 M.AVEGGM.K 

K.VMSEFNNNF.R 

K.CCGAANYTDWE.K 

R.VPDSCCIDVTVGCGINFNE.K 

693,27 

1100,41 

1231,40 

1983,79 

693,28 

1100,46 

1231,43 

1983,83 

aMS Идентификация на основе набора различных пептидов – триптических гидролизатов белков, MS/MS согласно последовательностям 

пептидов (от 3 до 13 пептидов) 

бU – уникальные пептиды, проанализированные MS/MS 

вДля идентификации белков и их мол. масс использовали программу SwissProt2016. Идентификация белков была подтверждена, если Score был 

значительно выше 40 и они имели 3–13 пептида, идентифицированных с помощью программы Mascot 
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Приложение 4. Масс-спектрометрический анализ пептидов и малых белков экзосом 

плаценты человека после обращенно-фазовой хроматографии. 

Одной из задач исследования было получение индивидуальных пептидов для 

установления их структуры. Фракции мелких белков и пептидов экзосом, полученных после 

разрушения экзосом (см. раздел 2.2.12.3) разделяли обращенно-фазовой хроматографией на 

Nucleosil 100-10 C18 (ОФХ). На рис. П1 и П2 приведены профили ОФХ препаратов пептидов и 

малых белков с молекулярными массами ≤ 3 и 3–10 кДа.  

Основная часть компонентов 

фракций экзосом ≤ 3 кДа и 3–10 кДа 

элюируется с сорбента раствором 

0,1 % ТФУ, не содержащим 

ацетонитрил (AcN). При увеличении 

концентрации AcN наблюдается 

несколько дискретных мелких 

пиков, за исключением больших 

пиков соединений, элюированных 

54% AcN (рис. П1) и 60% AcN (рис. 

П2). Полученные данные 

свидетельствуют о том, что 

соединения, которые элюируются при 

нанесении, обладают низкой гидрофобностью и имеют положительный или отрицательный 

заряд. Соединения фракций пиков, элюированных высокой концентрацией AcN, напротив, 

высоко гидрофобны. 

Предполагалось, что при ОФХ 

произойдет разделение отдельных 

пептидов и мелких белков, что 

позволит использовать препараты 

отдельных компонентов для 

установления их структуры с 

помощью стандартных методов. Для 

установления молекулярных масс 

пептидов и мелких белков, 

соответствующих различным 

фракциям после ОФХ, использован 

Рис. П2. Профиль обращенно-фазовой хроматографии на 

Nucleosil 100-10 C18 компонентов экзосом плаценты с 
молекулярными массами 3–10 кДа. AcN – ацетонитрил. 

Рис. П1. Профиль обращенно-фазовой хроматографии на 

Nucleosil 100-10 C18 компонентов экзосом плаценты с 
молекулярными массами ≤ 3 кДа. AcN – ацетонитрил. 
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метод МАЛДИ масс-спектрометрии. Ниже приведены МАЛДИ масс-спектры компонентов, 

соответствующих различным фракциям после ОФХ.   

Как видно из данных рис. П3–П7, все фракции, полученные при обращенно-фазовой 

хроматографии компонентов экзосом ≤ 3 кДа и 3–10 кДа, содержат большое число пептидов и 

мелких белков с молекулярными массами от 2 до 9 кДа. Следует отметить, что наличие во 

фракциях в случае первой хроматографии компонентов, соответствующих фракции ≤ 3 кДа, 

пептидов и малых белков с молекулярными массами до 9 кДа, свидетельствует о том, что через 

фильтр < 3 кДа прошли более крупные соединения. Возможно, при фильтрации произошло 

нарушение целостности мембраны. 

Как из рис. П3–П5, при ОФХ происходит разделение компонентов экзосом, которым 

соответствуют четкие дискретные пики. В то же время всем пикам соответствуют не отдельные 

пептиды и белки, а их смеси. Все фракции содержат пик, соответствующий соединению с 

молекулярной массой порядка 6949–6953 Да, а также одни и те же или близкие по 

молекулярным массам белкам в диапазоне m/z = 7500–8600. Разница между некоторыми 

близкорасположенными пиками может соответствовать отличию этих пептидов на одну 

аминокислоту.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. П3. MALDI-TOF масс-

cпектры компонентов экзосом с 
молекулярными массами ≤ 3 

кДа, элюированные с Nucleosil 

100-10 C18: А – 0% AcN, Б – 

40% AcN, В – 45 % AcN, Г – 

49% AcN. AcN – ацетонитрил. 
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Рис. П4. MALDI-TOF масс-

cпектры компонентов 

экзосом с молекулярными 

массами ≤ 3 кДа, 
элюированные с Nucleosil 

100-10 C18: А – 54% AcN, Б 

– 61% AcN. AcN – 

ацетонитрил. 

Рис. П5. MALDI-TOF масс-

cпектры компонентов 
экзосом с молекулярными 

массами ≤ 3 кДа, 

элюированные с Nucleosil 
100-10 C18: А – 66% AcN, Б 

– 72% AcN. AcN – 

ацетонитрил. 

Рис. П6. MALDI-TOF масс-

cпектры компонентов 
экзосом с молекулярными 

массами 3–10 кДа, 

элюированные с Nucleosil 

100-10 C18: А – 0% AcN, Б 
– 21% AcN, В – 28% AcN, Г 

– 47 % AcN. AcN – 

ацетонитрил. 



161 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Таким образом, на основании всех приведенных выше спектров, можно сделать вывод о 

том, что все фракции пиков ОФХ (рис. П1 и П2) содержат не отдельные пептиды, а их 

различные смеси. Следовательно, экзосомы плаценты человека, вероятно, содержат прочные 

комплексы пептидов и мелких белков с молекулярной массой от 2 кДа до 9 кДа. При этом в 

условиях ОФХ сохраняются заряженные комплексы, которые элюируются с сорбента при 

нанесении, а также гидрофобные комплексы, которые элюируются при высокой концентрации 

ацетонитрила (рис. П1 и П2).  

Рис. П7. MALDI-TOF масс-

cпектры компонентов экзосом с 

молекулярными массами 3–10 кДа, 
элюированные с Nucleosil 100-10 

C18: А – 51% AcN, Б – 54% AcN, В 

– 71% AcN. AcN – ацетонитрил. 


