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Введение. Данные исследований последних лет свидетельствуют о том, что белки, входящие в состав липид-
ных рафтов, могут быть задействованы в формировании экзосом и отборе белков, входящих в состав экзосо-
мального карго. Такие данные получены для флотиллинов, структурно-функциональных компонентов плоских 
рафтов. Для кавеолина-1 (Cav-1), основного компонента кавеолярных рафтов, показано присутствие в экзо-
сомах некоторых опухолевых клеток, однако его возможное участие в регуляции белкового состава экзосом 
ранее не исследовалось.
Материалы и методы. Нокдаун Cav-1 проводили методом трансдукции лентивирусного вектора, экспресси-
рующего предшественников малых шпилечных рибонуклеиновых кислот к Cav-1. Экстраклеточные везикулы 
(ЭКВ) выделяли из клеток линии Н1299 немелкоклеточного рака легких методом дифференциального ультра-
центрифугирования. Препараты ЭКВ верифицировали с помощью трансмиссионной электронной микроско-
пии (анализ размера и морфологии) и методом анализа траекторий движения наночастиц (среднеразмерное 
распределение и концентрация). Для анализа экзосомальных маркеров и Cav-1 в клетках и ЭКВ применяли 
метод иммуноблоттинга.
Результаты. Анализ влияния экспрессии Cav-1 на состав белков ЭКВ, ассоциированных с биогенезом экзосом, 
выявил снижение уровня Alix и TSG101, повышение уровня белков липидных рафтов и отсутствие изменений 
уровня тетраспанина CD9.
Заключение. Полученные данные демонстрируют Cav-1-зависимое изменение состава ЭКВ, свидетельству-
ющее об изменении соотношения везикул, образованных с помощью различных молекулярных механизмов.
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Background. Recent data show evidence that lipid rafts (LR) proteins could be involved in the formation of exosomes 
and the sorting of proteins that make up the exosomal cargo. Such data are available for flotillins, structural and 
functional components of flatted rafts. The presence of the main component of caveolar rafts, caveolin-1 (Cav-1), has 
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been shown in exosomes produced by some cancer cells; however, its possible participation in the regulation of the 
protein composition of exosomes has not been studied previously.
Materials and methods. knockdown of Cav-1 by transduction of a lentiviral vector expressing precursors of short 
hairpin ribonucleic acid to Cav-1; isolation (by ultracentrifugation) and analysis (transmission electron microscopy, 
nanoparticle tracking analysis) of extracellular vesicles (EVs) from non-small cell lung cancer cells (NSCLC) H1299; 
analysis of proteins in cells and in EVs by immunoblotting.
Results. Analysis of the effect of Cav-1 expression on the composition of EV proteins associated with exosome bio-
genesis revealed a decrease in the level of Alix and TSG101, an increase in the level of LR proteins and the absence 
of changes in the level of tetraspanin CD9.
Conclusion. The obtained data demonstrate a Cav-1-dependent changes in the composition of EVs, indicating 
a change in the ratio of vesicles formed by the various molecular mechanisms.
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ВВЕдЕНИЕ
Несмотря на растущий интерес к экзосомам как 

в области фундаментальных исследований, так и в кон-
тексте клинической онкологии, до сих пор молекуляр-
ные механизмы биогенеза экзосом и отбора биомоле-
кул, входящих в их состав (экзосомального карго), 
изучены далеко не полностью. Процесс селекции био-
молекул для включения в состав будущих экзосом 
неразрывно связан с процессом образования интра-
люминальных везикул (ИЛВ) – внутриклеточных 
предшественников экзосом, возникающих путем ин-
вагинации мембран эндосом и приводящих к форми-
рованию мультивезикулярных эндосом. Предполага-
ется, что существует несколько путей образования 
ИЛВ. Наиболее изученным является механизм, реа-
лизуемый с помощью комплексов, включающих в се-
бя более 20 белков, относящихся к четырем классам 
ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for Trans-
port) – ESCRT-0, -I, -II и -III.

Схематично это происходит так: гетеродимер 
ESCRT-0 узнает убиквитинированные белки и при-
влекает их к мембране, формируя тем самым сортиро-
вочные микродомены (sorting microdomains) и отвечая 
за отбор содержимого будущей экзосомы. Кроме того, 
он рекрутирует комплексы ESCRT-I и -II, которые 
также могут связывать карго (например, ESCRT-II при-
влекает различные рибонуклеиновые кислоты (РНК)), 
но преимущественно индуцируют инвагинацию участ-
ка мембраны с выбранным «грузом». Помимо этого 
они привлекают каркасный белок Alix, который, 
в свою очередь, рекрутирует комплекс ESCRT-III, в со-
став которого входят белки, отвечающие за финальные 
этапы формирования ИЛВ – отделение сформировав-
шегося пузырька и диссоциацию комплекса от мем-
браны [1]. Маркерами данного пути биогенеза ИЛВ 
(и, соответственно, экзосом) считаются компоненты 
комплекса ESCRT, прежде всего белок TSG101 (tumor 
susceptibility gene 101), субъединица комплекса ESCRT. 
Другой механизм, не связанный, по-видимому, с уби-

квитинированием молекул карго, реализуется с помо-
щью трансмембранных белков синдекана и синтени-
на. Эти белки способны привлекать различные 
лиганды (хемокины, факторы роста, молекулы адге-
зии, интегрины и др.). Карго-зависимая олиго меризация 
синдекана и его связывание с молекулами синтенина 
приводят, в частности, к рекрутированию тетраспани-
на CD63 и белка Alix и, в конечном счете, к формиро-
ванию ИЛВ [2–4]. Соответственно, каркасный белок 
Alix используется в качестве маркера экзосом, биоге-
нез которых проходит с участием обоих названных 
механизмов. Ряд данных указывает на существование 
третьего, так называемого рафт-зависимого механиз-
ма, при котором основную роль в формировании ИЛВ 
и селекции молекул карго играют компоненты мем-
бранных липидных микродоменов, или липидных 
рафтов (ЛР) [5, 6].

Этот тип сортировки карго и формирования ИЛВ 
изучен менее подробно и связан с изменением липид-
ного состава эндосомальной мембраны, когда липиды 
кластеризуются в специфические субдомены (рафты), 
которые, с одной стороны, служат сборочными плат-
формами для белковых комплексов и рекрутинга бел-
ков, с другой – вызывают инвагинацию и отпочковы-
вание мембран с помощью процесса, инициируемого 
церамидом [7, 8]. Механизм сортинга экзосомального 
содержимого в этом случае остается малоизученным. 
Предполагается, что в нем могут быть задействованы 
тетраспанины [9] и флотиллины [10]. Описываемый 
путь секреции экзосом зависит от нейтральной сфин-
гомиелазы 2-го типа (фермента, катализирующего 
формирование церамида) [11] и не зависит от подав-
ления продукции компонентов комплексов ESCRT, 
таких как HRS, Alix или TSG101 [7].

Липидные рафты по морфологии делятся на 2 ос-
новных типа – плоские и инвагинированные (или 
 кавеолярные). Некоторые исследователи в качестве от-
дельного подтипа ЛР рассматривают тетраспанин-обо-
гащенные микродомены. Подробнее о рафт-зависимом 
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пути биогенеза экзосом и участии рафт-образующих 
белков в этом процессе можно прочитать в обзорной 
статье Г. О. Скрябина и соавт. [12]. К белкам, стабили-
зирующим плоские ЛР, относятся представители 
SPFH-семейства (Stomatin, Prohibitin, Flotillin, HflK / C). 
Основным белком, организующим инвагинированные 
рафты, является кавеолин-1 (Cav-1). Учитывая сход-
ство процессов с участием ЛР на плазматической мем-
бране (сборка сигнальных комплексов, рафт-зависи-
мый эндоцитоз) и мембранах эндосом (формирование 
ИЛВ), можно предположить, что белки ЛР задейство-
ваны в процессах биогенеза экзосом и селекции карго. 
Флотиллины (Flot-1, -2) неоднократно показаны в со-
ставе экзосом [13], есть данные, указывающие и на их 
участие в продукции экзосом и селекции экзосомаль-
ного карго [10, 14]. Предполагается, что флотиллины 
наряду с церамидом можно считать маркерами рафт-
зависимого пути биогенеза экзосом [3]. Нами впервые 
было показано присутствие в экзосомах и другого 
представителя SPFH-семейства белков плоских ЛР – 
стоматина (Stom), более того, по ряду характеристик 
этот белок можно рассматривать в качестве нового 
экзо сомального маркера [15]. Имеются данные и о при-
сутствии в экзосомах Cav-1, и даже о связи экзосо-
мального кавеолина с малигнизацией клеток [16], 
однако функциональная роль этого белка в биогенезе 
экзосом и селекции карго ранее не исследовалась. Целью 
данной работы было исследование влияния Cav-1 на 
состав экзосомальных белков, относящихся к различ-
ным функциональным группам и рассматриваемых 
в качестве маркеров различных путей биогенеза экзосом.

МаТЕРИаЛы И МЕТОды
Культивирование клеток. Клетки немелкоклеточ-

ного рака легкого линии H1299 культивировали в сре-
де DMEM (ПанЭко, Россия) с добавлением 10 % эм-
бриональной телячьей сыворотки (HyClone), 0,294 мг / мл 
L-глутамина, 0,1 мг / мл стрептомицина, 100 ед / мл пе-
нициллина.

Выделение экстраклеточных везикул (ЭКВ). ЭКВ 
выделяли из кондиционированной среды после инку-
бации в течение 72 ч в среде DMEM с добавлением 
10 % эмбриональной сыворотки, очищенной от экзо-
сом по ранее описанной методике [15].

Анализ морфологии ЭКВ. Визуализацию частиц 
не менее чем в 10 полях зрения проводили с исполь-
зованием трансмиссионного электронного микроско-
па JEM1011 (Jeol, Япония) по ранее описанной мето-
дике [15].

Характеризация наночастиц. Размер частиц и их 
концентрация оценивались методом анализа траекторий 
движения наночастиц (nanoparticle tracking analysis, 
NTA) с использованием прибора NanoSight LM10 
(Malvern Panalytical, Великобритания) по методике, 
описанной нами ранее [15].

Подавление эндогенной экспрессии кавеолина-1. 
Последовательности малых шпилечных РНК (short 

hairpin RNA, shRNA), комплементарные матричной 
РНК Cav-1 человека, и контрольная последовательность 
shRNA к зеленому флуоресцентному белку (shGFP) 
были клонированы в вектор pLKO.1 puro и трансдуци-
рованы в клетки H1299 методом лентивирусной ин-
фекции по методике, описанной ранее [17]. В работе 
использовались последовательности sh1 GCTTTG 
TGATTCAATCTGTAA, sh2 CCACCTTCACTG 
TGACGAAAT, sh3 GACCCTAAACACCT CAACGAT, 
sh4 GACGTGGTCAAGATTGACTTT, sh7 GACCCACT 
CTTTGAAGCTGTT.

Иммуноблоттинг. На 15 % полиакриламидный гель 
для  электрофореза  наносили 20 мкг клеточного ли-
зата и 10 мкг экзосомального белка. Анализ прово дили 
по методике, описанной нами ранее [15]. Для гибри-
дизации использовали следующие антитела: anti-flo-
tillin-1 (BD, 610821), anti-caveolin-1 (BD, 610407), anti-
stomatin (Santa Cruz Bio tech, sc-134554), anti-Alix (Cell 
Signaling, 2171S), anti-CD9 (Cell Signaling, 13174S), anti-
TSG101 (Abcam, ab125011), anti-β-actin (Abcam, ab8227).

РЕзУЛьТаТы
Для подавления эндогенной экспрессии Cav-1 

в клетках Н1299 использовали 5 последовательностей 
shRNA. Оценка эффективности нокдауна Cav-1 после 
лентивирусной инфекции приведена на рис. 1.

Для дальнейших экспериментов были выбраны 
производные сублинии Н1299 sh2Cav-1 и sh4Cav-1. 
Из кондиционированной среды были выделены пре-
параты ЭКВ, которые верифицировались согласно 
требованиям международной ассоциации по исследо-
ванию ЭКВ (International Society for Extracellular 
Vesicles, ISEV) [18] методами NTA (рис. 2, а) и анализа 
морфологии частиц с помощью трансмиссионной 
электронной микроскопии (ТЭМ) (рис. 2, б).

Средний размер (105 нм, стандартное отклонение 
11,7 нм) и положение максимума (73 нм), по данным 
NTA, находятся в диапазоне стандартных для экзосом 
значений. Морфология частиц (чашеобразная форма 
или форма «сдутых мячиков») соответствует экзосо-
мам при визуализации методом ТЭМ.

Анализ Cav-1 показал практически полное отсут-
ствие данного белка в экзосомах клеток с нокдауном 
Cav-1 (рис. 3, а).

Рис. 1. Анализ экспрессии кавеолина-1 в производных клеточной линии 
Н1299 с экспрессией shCav-1 (sh1, sh2, sh3, sh4, sh7) и контрольной 
линии Н1299 shGFP методом иммуноблоттинга
Fig. 1. Analysis of the expression of caveolin-1 in derivatives of H1299 cell 
line with expression of shCav-1 (sh1, sh2, sh3, sh4, sh7) and the control line 
H1299 shGFP by immunoblotting

β-актин /  
β-actin

Кавеолин-1 / 
Caveolin-1

sh1        sh2         sh3       sh4          sh7    shGFP
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Далее в препаратах экзосом был проведен анализ 
белков, ассоциированных с биогенезом экзосом, 
включая тетраспанин CD9, предположительно участ-
вующий во всех путях биогенеза экзосом [19], белок 
Alix, участвующий в ESCRT- и синдекан / синтенин-
зависимых механизмах [3], TSG-101, ассоциирован-
ный с ESCRT-зависимым механизмом [3], и белки ЛР 
семейства SPFH: флотиллин-1, ассоциированный 
с рафт-зависимым путем [10], и стоматин, белок ЛР, 
предложенный нами ранее в качестве экзосомального 
мар кера [15]. На рис. 3, б представлен репрезентатив-

Рис. 2. Пример анализа экстраклеточных везикул для линии Н1299 shGFP: а — среднечисловое размерное распределение по результатам анализа 
траекторий движения наночастиц; б — анализ морфологии частиц методом трансмиссионной электронной микроскопии (на фото приведен 
масштабный отрезок 500 нм)
Fig. 2. An example of extracellular vesicles analysis for H1299 shGFP cells: a — number-average size distribution based on nanoparticle tracking analysis  
results; b — analysis of particle morphology by transmission electron microscopy (the photo shows a scale bar of 500 nm)

Рис. 3. Анализ уровня представленности белков в экстраклеточных 
везикулах, секретируемых клетками H1299 с нокдауном Cav-1 (sh2 
и sh4) и клетками контрольной линии Н1299 shGFP; в качестве рефе-
ренсных белков использованы β-актин (для клеток) и CD9 (для экзо-
сом): а — анализ экспрессии Cav-1 в клетках и экзосомах; б — анализ 
белков липидных рафтов, флотиллина-1 и стоматина, а также белков 
Alix и TSG101 в экзосомах
Fig. 3. Analysis of the protein levels in extracellular vesicles secreted by 
H1299 cells with Cav-1 knockdown (sh2 and sh4) and the control line H1299 
shGFP; β-actin (for cells) and CD9 (for exosomes) were used as reference 
proteins: a — analysis of Cav-1 expression in cells and exosomes; b — analysis 
of  lipid raft proteins flotillin-1 and stomatin, as well as Alix and TSG101 proteins 
in exosomes
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ный пример результатов иммуноблоттинга, получен-
ных в одном эксперименте с использованием единой 
мембраны для возможности адекватного сравнения 
уровня исследуемых белков. Как видно на рис. 3, б, 
нокдаун Cav-1 никак не отразился на уровне «общего» 
экзосомального маркера CD9, при этом уровень бел-
ков ЛР увеличился, а белков, ассоциированных с «не-
рафтовыми» путями биогенеза экзосом, – снизился 
по сравнению с контролем.

заКЛючЕНИЕ
В работе исследовалось влияние Cav-1 на уровень 

белков, ассоциированных с различными механизмами 
биогенеза экзосом, а также рафт-образующего белка 
плоских ЛР, стоматина, ранее предложенного нами 
в качестве нового экзосомального маркера [15] в ЭКВ, 
секретируемых клетками немелкоклеточного рака лег-
ких. Мы показали, что подавление экспрессии Cav-1 
в клетках Н1299 привело к снижению в ЭКВ уровня 
белков, ассоциированных с «не-рафтовыми» путями 
биогенеза экзосом, таких как Alix и TSG-101, и к повы-
шению уровня рафтовых белков флотиллина-1 и сто-
матина. При этом уровень тетраспанина CD9, «уни-
версального» маркера экзосом, предположительно, 
задействованного во всех молекулярных сценариях 
биогенеза экзосом, в ЭКВ, секретируемых клетками 
с нокдауном Cav-1, остался прежним. Полученные дан-
ные демонстрируют Cav-1-зависимое изменение соста-
ва ЭКВ, свидетельствующее об изменении соотноше-
ния везикул, образованных с участием различных 
молекулярных механизмов.
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