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Системы CRISPR/Cas являются перспективными молекулярными инструментами для направлен-
ных манипуляций с генетическим материалом, включая редактирование генома, регуляцию транс-
крипции генов, модификацию эпигенома. Несмотря на высокую эффективность и возможность 
использования систем CRISPR/Cas при различных наследственных, инфекционных и онкологи-
ческих заболеваниях, отсутствие эффективных методов упаковки и доставки этих систем in vivo 
препятствует их внедрению в клиническую практику. Современные платформы для доставки ге-
нетических конструкций на  основе синтетических наночастиц органической и  неорганической 
природы имеют ряд ограничений, а именно низкую эффективность упаковки, иммуногенность, 
токсичность, отсутствие тропности, сложный и дорогой процесс производства. Экзосомы, секре-
тируемые клетками эукариот, представляют собой биологические наночастицы, которые обладают 
высочайшей биосовместимостью, физико-химической стабильностью и способностью преодоле-
вать биологические барьеры. Безопасность использования экзосом подтверждена в многочислен-
ных клинических исследованиях. В последние годы экзосомы рассматриваются как перспективные 
носители для доставки систем CRISPR/Cas in vivo. В представленной работе на различных линиях 
клеток определена эффективность стохастической упаковки систем CRISPR/Cas в экзосомы. По-
казано, что белок Cas9 локализуется в компартменте биогенеза экзосом, однако стохастическая 
упаковка Cas9 в экзосомы обеспечивает попадание белка Cas9 всего в ~1% целевых клеток. Низкая 
эффективность стохастической упаковки белка Cas9 не позволяет использовать этот метод в ге-
нетическом редактировании. Следовательно, необходимы новые методы и  технологии загрузки 
CRISPR/Cas-систем в экзосомы.
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ВВЕДЕНИЕ
CRISPR/Cas (Сlustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats/CRISPR-associated 
protein) – известный молекулярный инструмент, 

созданный на основе систем противовирусного 
иммунитета бактерий и архей [1, 2]. С 2013 года 
системы CRISPR/Cas были адаптированы для 
модификации ДНК и  РНК в  клетках эукари-
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ИЗУЧЕНИЕ СТОХАСТИЧЕСКОЙ УПАКОВКИ БЕЛКОВ
от и манипуляций с генетическим материалом 
млекопитающих [3]. Описаны сотни различных 
систем CRISPR/Cas, а  изучение генома раз-
личных микроорганизмов ежегодно приводит 
к открытию и описанию десятков новых систем 
CRISPR/Cas. 

В простейшем случае основными компонен-
тами систем CRISPR/Cas являются Cas-белок 
и  РНК-проводник. Классические системы ну-
клеаз CRISPR/Cas вносят двухцепочечные раз-
рывы в  ДНК, которые могут репарироваться 
с  образованием мутаций, в  основном по  типу 
делеций и  вставок нуклеотидов [2]. Одни 
из  первых систем CRISPR/Cas, адаптирован-
ных к направленному редактированию генома, 
были выделены из  бактерий Streptococcus pyo-
genes. Описаны многочисленные ортологичные 
варианты CRISPR/Cas из  таких организмов, 
как Staphylococcus aureus, S. thermophilus¸ Neisse-
ria meningitidis, Francisella novicida, Campylobacter 
jejuni и  др. [4]. Ортологичные системы разли-
чаются молекулярной массой Cas-белков (ми-
нимальную массу имеет Cas-белок C. jejuni  – 
114.91  кДа), а  также спектром потенциальных 
мишеней и  специфичностью действия. С  по-
мощью генной инженерии на основе CRISPR/
Cas созданы многочисленные молекулярные 
инструменты для манипуляции с  ДНК, РНК, 
белками, изучения трехмерной структуры гено-
ма и др. [5, 6]. 

Подходы на  основе CRISPR/Cas позволи-
ли исправлять мутации, вызывающие развитие 
наследственных заболеваний, резистентность 
к лекарственным препаратам [7, 8], а также раз-
рушать и элиминировать вирусы, инфицирую-
щие человека [9–13]. В частности, уже проводят 
клинические исследования подходов к лечению 
транстиретинового амилоидоза, серповиднокле-
точной анемии, β-талассемии и ВИЧ-инфекции 
[14]. Системы CRISPR/Cas могут использовать-
ся для создания аллогенных CAR-T-клеток, 
эффективных при опухолевых заболеваниях. 
В фазе I клинических исследований находятся 
CRISPR-модифицированные CAR-T-клетки, 
направленные на некоторые лимфомы и солид-
ные опухоли [15]. 

Несмотря на большие терапевтические пер-
спективы систем CRISPR/Cas, одним из основ-
ных препятствий к их использованию является 
отсутствие эффективных методов упаковки и до-
ставки белков Cas и РНК-проводников [16]. Cas-
белки не  способны самостоятельно проникать 
в клетки; кроме того, сывороточные белки, про-
теазы, РНКазы и антитела могут быстро связы-
вать и инактивировать комплексы CRISPR/Cas 
при системном введении [16]. Использование 
традиционных систем доставки на основе орга-
нических и неорганических наночастиц также за-

труднено, поскольку Cas-белки имеют большую 
молекулярную массу и  положительный заряд. 
Кроме того, разнообразие белков Cas и их физи-
ко-химических характеристик делает практиче-
ски невозможным создание универсальных но-
сителей для доставки CRISPR/Cas [16]. 

Методы доставки систем CRISPR/Cas под-
разделяются на  вирусные и  невирусные [16]. 
К вирусным относится упаковка и доставка си-
стем генетического редактирования с помощью 
аденоассоциированных вирусов, аденовирусов 
или лентивирусов [17, 18]. Однако использова-
ние вирусных векторов приводит к  неконтро-
лируемой длительной экспрессии CRISPR/Cas 
в  клетках, способствуя их  нецелевой активно-
сти. Исходами нецелевого разрезания CRIS-
PR/Cas могут быть короткие делеции, делеции 
длиной несколько тысяч нуклеотидов и др. [19]. 
В  результате возможно нарушение функции 
генов и хромосомные аберрации. В этой связи 
наиболее эффективным и  безопасным подхо-
дом считается использование невирусных мето-
дов доставки короткоживущих рибонуклеопро-
теиновых комплексов CRISPR/Cas [20]. Один 
из перспективных невирусных методов достав-
ки – использование биологических наночастиц, 
в  частности секретируемых экзосом либо вне-
клеточных наночастиц [21]. 

Экзосомы  – наноразмерные внеклеточные 
везикулы, образуемые путем слияния мульти-
везикулярных телец с плазматической мембра-
ной; являются механизмом межклеточной ком-
муникации, поскольку переносят различные 
сигнальные молекулы, включая короткие РНК, 
пептиды, лиганды, рецепторы и др. [22, 23]. Эк-
зосомы секретируются практически всеми вида-
ми клеток человека, включая клетки различных 
опухолей. Экзосомы были описаны еще в 1980-
х годах, однако только в конце 2010-х впервые 
показали возможность доставки терапевтиче-
ских биомолекул (малых интерферирующих 
РНК ) с помощью экзосом [24]. 

Преимущества экзосом как средств до-
ставки лекарственных соединений основаны 
на их уникальных характеристиках, обусловлен-
ных естественным происхождением, а также вы-
сокой биосовместимостью и безопасностью [25, 
26]. Внеклеточные везикулы обладают высокой 
пакующей емкостью, они могут эффективно 
преодолевать внеклеточные и внутриклеточные 
биологические барьеры [27]. В отличие от син-
тетических наночастиц, экзосомы, попавшие 
в  кровоток, экранируют от  внешних воздей-
ствий транспортируемое содержимое (карго). 
Важным преимуществом экзосом является воз-
можность программирования их свойств, в том 
числе свойств поверхности, что можно исполь-
зовать в создании тропных экзосом для целевой 
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доставки в органы и нужные ткани [28]. Особен-
но важно, что за последние несколько лет фак-
тически удалось решить основные технические 
задачи, связанные с  масштабной продукцией 
и  очисткой экзосом, что позволяет нарабаты-
вать их в производственных объемах [29].

Возможность стохастической (случайной) 
упаковки рибонуклеопротеиновых комплек-
сов CRISPR/Cas в экзосомы опухолевых клеток 
и их переноса в клетки человека были показаны 
ранее [30]. Известно, что в клетках, подвергших-
ся онкотрансформации, изменены процессы 
сигнальной трансдукции, нарушены системы ад-
гезии и транспорта. Подобные свойства способ-
ствуют более активному транспорту компонентов 
системы в экзосомы и их секреции [31]. В нашей 
работе впервые изучена эффективность стохасти-
ческой упаковки комплексов CRISPR/Cas в эк-
зосомы на разных линиях клеток: нетрансформи-
рованных, трансформированных и раковых. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Культивирование клеток человека. Линии 

клеток человека культивировали в  условиях, 
представленных в  табл.  1. Клетки рассевали 
в  6-луночные планшеты до  достижения ~60% 
конфлюентности в  день трансфекции. Транс-
фекцию проводили с  помощью реагента Lipo-
fectamine3000 согласно протоколу производите-
ля (“Thermo Fisher Scientific”, США) плазмидой, 
кодирующей белок dCas9-BFP (addgene #46910), 
плазмидой CD63-EGFP (addgene #62964) либо 
Rab27A-EGFP (addgene #49605). Эффектив-
ность трансфекции оценивали по  числу EG-
FP-положительных клеток по  каналу FITC 
на  проточном цитофлуориметре BD  FACS-
Canto II (“BD Biosciences”, США). Данные по-
лучены с помощью программного обеспечения 
BD FACSDiva и проанализированы с помощью 
программного обеспечения NovoExpress (“ACEA 
Biosciences”, США).

Таблица 1. Линии клеток, использованные в работе* 

Клеточная линия Описание Условия культивирования

HeLa S3 Эпителиоидная карци-
нома шейки матки

Cреда ЕМЕМ
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
Др. компоненты – NEAA 1%, 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина

Jurkat Т-лимфобластный 
лейкоз

Среда RPMI 1640
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
др. компоненты – 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина

SK-HEP-1 Аденокарцинома пече-
ни человека

Среда ЕМЕМ
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
Др. компоненты – NEAA 1%, 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина 
и 100 мкг/мл стрептомицина

RPMI 1788
Лимфобластоид 
кроветворной ткани 
человека

Среда RPMI 1640
Сыворотка – эмбриональная бычья, 20%
Др. компоненты – 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина

AsPC-1
Аденокарцинома 
поджелудочной железы 
человека

Среда RPMI 1640
Сыворотка – эмбриональная бычья, 20%
Др. компоненты – 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина

RPMI 8226 Миелома человека

Среда RPMI 1640
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
Др. компоненты – 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина

MCF-7
Аденокарцинома мо-
лочной железы чело-
века

Среда ЕМЕМ
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
Др. компоненты – NEAA 1%, бычий инсулин, 10 мкг/мл, 
2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина

HepG2 Гепатоцеллюлярная 
карцинома человека

Среда DMEM
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
Др. компоненты – 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина

HEK293T Эмбриональные почки 
человека

Среда DMEM
Сыворотка – эмбриональная бычья, 10%
Др. компоненты – 2 мМ L-глутамин, 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мкг/
мл стрептомицина

* Линии клеток получены от ЦКП “Коллекция культур клеток позвоночных”.
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ИЗУЧЕНИЕ СТОХАСТИЧЕСКОЙ УПАКОВКИ БЕЛКОВ
Флуоресцентная и  конфокальная микроско-

пия. Флуоресцентную микроскопию проводили 
на микроскопах LeicaDMI6000 и Leica Thunder 
Imager 3D (“Leica”, Германия). Колокализацию 
изучали с  помощью конфокальной микроско-
пии и  технологии Airyscan. Работу проводи-
ли с использованием оборудования ЦКП ИБР 
им Н.К. Кольцова РАН. Колокализацию анали-
зировали в программе ImageJ с помощью утили-
ты JACoP.

Получение и очистка экзосом. Линию клеток 
HEK293T использовали для получения экзо-
сом. Клетки культивировали во флаконах Т175 
в  среде DMEM с  высоким содержанием глю-
козы (4.5 г/л), 2 мкМ L-глутамина и 1% пени-
циллина/стрептомицина с  добавлением 10% 
фетальной бычьей сыворотки (FBS, “Biosera”, 
FB-1280, Франция), очищенной от  экзосом 
с помощью ультрафильтрации на концентрато-
рах Amicon Ultra-15 100 кДа (“Merck Millipore”, 
Германия), как описано ранее [32]. Клетки рас-
севали во флаконы Т175 для достижения ~70% 
конфлюентности в  день трансфекции. Клетки 
трансфицировали с помощью полиэтиленимина 
плазмидой CD63EGFP либо плазмидой, коди-
рующей dCas9EGFP. На следующий день после 
трансфекции клетки отмывали и через 48 ч до-
бавляли полную среду DMEM с 10% FBS, очи-
щенной от экзосом. Экзосомы выделяли из 300 
мл культуральной среды с помощью анионооб-
менной хроматографии на приборе BioRad Bi-
oLogic LP (“BioRad”, США) с использованием 
анионообменной смолы MacroPrep DEAE Media 
(“BioRad”) с последующей ультрафильтрацией 
на центрифужных концентраторах (Amicon Ul-
tra-15, 100 кДа, “Merck”, Германия). Анионооб-
менную колонку калибровали с использованием 
буфера A (50 мМ HEPES, 100 мМ NaCl). Куль-
туральную среду центрифугировали на  скоро-
сти 2000 g  в течение 10 мин, а затем наносили 
на хроматографическую колонку со скоростью 
6.5  мл/мин. Далее колонку промывали буфе-
ром А, а  затем для удаления белковой фрак-
ции, не содержащей экзосомы, проводили сту-
пенчатую промывку: 95% буфера А/5% буфера 
В  (50  мМ  HEPES, 2  М  NaCl)  – 5  объемов ко-
лонки, 90% буфера А/10% буфером В – 10 объе-
мов колонки. Фракцию, содержащую везикулы, 
элюировали при помощи 60% буфера А/40% бу-
фера В и промывали колонку буфером В. Элю-
ат концентрировали, далее образцы разбавляли 
PBS для замены буфера и  дважды повторяли 
концентрирование.

Определение размера и  ζ-потенциала экзо-
сом. Распределение экзосом по  размеру опре-
деляли при помощи метода динамического 
светорассеяния (DLS), а ζ-потенциал измеряли 
методом электрофоретического светорассея-
ния (ELS) с  использованием Zetasizer NanoZS 

и  программного обеспечения Zetasizer (версия 
8.01.4906) (“Malvern Instruments”, Великобри-
тания). Проведено пять измерений образца при 
следующих параметрах: экзосомы разводили 
в 1000 раз от исходной концентрации фосфат-
ным буфером, отфильтрованным через регене-
рированную целлюлозу (“Corning”, США) с ди-
аметром пор 0,2 мкм. Для определения размера 
экзосом 1.5 мл полученного раствора помещали 
в полистирольную одноразовую кювету для из-
мерения DLS (DTS0012, “Malvern”) с толщиной 
поглощающего слоя 12 мм и тщательно переме-
шивали во избежание образования пузырей. Из-
мерения проводили в термостатирующей ячейке 
при 25°С, время адаптации образца к температу-
ре – 60 с, количество снятых измерений – 100. 
При измерении ζ-потенциала образец помеща-
ли шприцем в  одноразовую капиллярную по-
ликарбонатную U-образную кювету (DTS1070, 
“Malvern”) с золотыми электродами. Измерение 
ζ-потенциала проводили при 25°С, время адап-
тации образца к  температуре составило 100 с. 
Фон измеряли, используя фильтрованный рас-
твор фосфатного буфера. 

Вестерн-блот-анализ. Экзосомы лизировали 
в 50 мкл буфера RIPA (50 мМ Tрис-HCl pH 8.0, 
150 мМ  NaCl, 1% Nonidet P-40  (NP-40), 0.5% 
дезоксихолата натрия, 0.1% додецилсульфа-
та натрия (SDS), 1  мМ  ортованадата натрия, 
1 мМ NaF). Образцы смешивали с буфером для 
образцов (Laemmli buffer, 60 мкг/лунка) и загру-
жали в полиакриламидный гель с 10% SDS с по-
следующим переносом на  нитроцеллюлозную 
мембрану. Мембрану блокировали 5%-ным мо-
локом в буфере TBS-T (20 мМ Трис pH 7.5, 150 
мМ NaCl, 0.1% Tween 20). Окрашивание прово-
дили первичными антителами к  маркерам эк-
зосом (EXOAB-KIT-1 для CD63, CD81 и Hsp70, 
“SBI”, США) 1  : 1000 в течение ночи при 4°С. 
Далее мембраны трижды промывали буфером 
TBS-T и инкубировали в течение 1 ч с антитела-
ми козы к антителам кролика, конъюгированным 
с пероксидазой хрена (Ab6721, “Abcam”, Вели-
кобритания), или с антителами козы к антите-
лам мыши, конъюгированным с  пероксидазой 
хрена (Ab6787; “Abcam”), в разведении 1 : 5000 
в  5%-ном  молоке в  буфере TBS-T. Мембраны 
промывали 3 раза буфером TBS-T. Хемилюми-
несцентный сигнал получен с помощью Super-
Signal™ West Femto Maximum (“Thermo-Fisher 
Scientific”) и обнаружен на рентгеновской плен-
ке после экспозиции в течение 2 ч.

Оценка стохастической упаковки белка Саs 
в  экзосомы. Выделенные экзосомы добавляли 
к  клеткам HEK293T, которые культивировали 
в полной среде DMEM, очищенной от экзосом, 
и анализировали с помощью проточного цито-
флуориметра BD FACSCanto II (“BD Bioscienc-
es”, США) через 2 и 6 ч после добавления частиц. 



164 ПОНОМАРЕВА и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 1 2024

В процессе пробоподготовки из планшетов уда-
ляли культуральную среду и дважды промывали 
клетки в PBS. Данные анализировали с исполь-
зованием программного обеспечения NovoEx-
press (“ACEA Biosciences”, США).

Статистический анализ. Статистическую об-
работку данных проводили в программе Graph-
Pad Prism 8 с помощью t-критерия Стьюдента. 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Определение эффективности трансфекции линий 
клеток человека

На первом этапе определения возможности 
использования различных трансформированных 
и  нетрансформированных линий клеток чело-
века для упаковки белков Cas9 оценили уровни 
трансфекции 9 линий клеток человека. Высокая 

эффективность трансфекции является необходи-
мым условием использования клеточных линий 
при рутинном получении экзосом, загруженных 
белком Cas9. Трансфекцию проводили с помо-
щью реагента Lipofectamine3000 с  плазмидами 
CD63-EGFP и dCas9-BFP (рис. 1а) по оптими-
зированному протоколу, описанному ранее.

Уровень GFP/BFP-позитивных клеток 
в большинстве клеточных культур не превышал 
15% (линии клеток HeLa S3, Jurkat, SK-HEP-1, 
RPMI 1788, AsPC-1, RPMI 8226, MCF-7) 
(рис.  1). Напротив, эффективность трансфек-
ции линий клеток HEK293T и HepG2 составля-
ла до 99 и 85% соответственно. Следовательно, 
клетки HEK293T и HepG2 наиболее пригодны 
для изучения стохастической упаковки Cas-
белков в экзосомы с использованием трансфек-
ции плазмидами, кодирующими репортерные 
Cas-белки. 
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Рис. 1. Трансфекция трансформированных и нетрансформированных клеток человека плазмидами CD63-EGFP 
и dCas9-BFP. а – График эффективности котрансфекции изучаемых линий клеток. б – Микрофотографии линий 
клеток, трансфицированных плазмидой CD63-EGFP. EGFP  – зеленый флуоресцентный белок. BFP  – синий 
флуоресцентный белок.

Cas9 колокализуется  
с факторами биогенеза экзосом

Колокализация белков с  компонента-
ми биогенеза экзосом, например CD63 [33] 
и Rab27А [34], свидетельствует о возможности 
их  транспорта в  мультивезикулярные тельца 
(MVB) и упаковке в экзосомы [35]. С помощью 

конфокальной микроскопии проведен ана-
лиз колокализации репортерного белка dCas9-
BFP с  CD63-EGFP и  Rab27А-EGFP в  клетках 
HEK293T и  HepG2 (рис.  2а). Эффективность 
колокализации оценивали с  помощью коэф-
фициента Мандерса 1  (М1)  – соотношения 
суммарной интенсивности сигнала пикселей 
одного канала (dCas9-BFP), также содержа-
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щих сигнал второго канала (CD63-EGFP либо 
Rab27А-EGFP), и  суммарной интенсивности 
сигналов всех пикселей первого канала (рис. 2б). 
Коэффициенты М1  рассчитывают в  диапа-

зоне от  0  до  1  [36]. При этом низкий уровень 
колокализации характеризуется значениями 
от 0.2 до 0.4, средний – от 0.4 до 0.6, а высокий 
от 0.6 и выше [37]. 

˜

°

80

60

40

20

0
0 50

80

60

40

20

0
0 50

50

100

150

0
0 100 200

80

60

40

20

0
0 60

dCas9-BFP

dCas9-BFP

dCas9-BFP

dCas9-BFP

R
ab

27
A

-E
G

FP
R

ab
27

A
-E

G
FP

C
D

63
-E

G
FP

C
D

63
-E

G
FP

HepG2 CD63-EGFP

HepG2 Rab27A-EGFP

HEK293T CD63-EGFP

HEK293T Rab27A-EGFP

BFP GFP Суперпозиция

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

M
1 

дл
я 

dC
as

9

0

ns

ns

CD63-E
GFP

Rab
27

A-E
GFP

CD63-E
GFP

Rab
27

A-E
GFP

HepG2 HEK293T

Рис. 2. Оценка уровней колокализации белка dCas9-BFP с  факторами биогенеза экзосом в  линиях клеток 
HEK293T и HepG2. а – Репрезентативные конфокальные изображения клеток, трансфицированных dCas9-BFP 
с CD63-EGFP либо Rab27А-EGFP. В крайнем правом ряду представлены цитофлуорограммы светимости dCas9-
BFP и CD63-GFP либо Rab27А-EGFP. б – Полуколичественные данные колокализации dCas9-BFP с белками 
CD63-EGFP и Rab27А-EGFP, рассчитанные с помощью коэффициента М1. Планки погрешностей соответствуют 
стандартным отклонениям.



166 ПОНОМАРЕВА и др.

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ том 58 № 1 2024

Значения коэффициента колокализации 
М1  для dCas9-BFP и  CD63-EGFP на  лини-
ях клеток HEK293T и HepG2 составили 0.55 ± 
0.08 и 0.61 ± 0.05 соответственно. При этом по-
казан высокий уровень колокализации dCas9 
c  белком Rab27A в  линии HepG2 (0.74  ± 0.06) 
и  средний уровень колокализации сигналов 
в клетках HEK293Т (0.54 ± 0.07). Эти результа-
ты свидетельствуют о высоких уровнях колока-
лизации dCas9 с белками-маркерами экзосом – 
Rab27А и CD63 – в линии клеток HepG2. При 
этом сравнение колокализации сигналов dCas9/
CD63 и  dCas9/Rab27А между линиями клеток 
HEK293T и  HepG2 не  выявило статистически 
значимых различий, несмотря на меньшие зна-
чения M1 в клетках HEK293T. 

По  совокупности результатов трансфекции 
клеток и колокализации Cas9 с факторами био-
генеза экзосом для дальнейшего изучения сто-
хастической упаковки Cas9-белков в экзосомы 
была выбрана линия HEK293T. 

Физические и биологические  
характеристики экзосом

Для получения экзосом клетки HEK293T 
сначала трансфицировали плазмидами, кодиру-
ющими CD63-EGFP либо dCas9-BFP. Экзосо-

мы получали из трансфицированных и нетранс-
фицированных контрольных клеток HEK293T 
с  помощью анионообменной хроматографии 
с последующим этапом концентрирования ме-
тодом ультрафильтрации (см. Эксперименталь-
ную часть) [38]. 

Физические свойства экзосом изучали с по-
мощью метода динамического светорассеяния: 
частицы имели средний размер 96 нм (экзосомы 
dCas9-EGFP) и 104 нм (экзосомы CD63-EGFP) 
(рис. 3а). Анализ распределения частиц по раз-
меру выявил высокую однородность экзосом 
в изолятах (рис. 3б). Выделенные частицы име-
ли отрицательный заряд (рис. 3в): средние зна-
чения ζ-потенциала составляли -14 мВ у экзо-
сом dCas9-EGFP и -8 мВ у экзосом CD63-EGFP. 
Согласно рекомендациям MISEV [39, 40], для 
подтверждения природы выделенных биоло-
гических наночастиц изучили также экспрес-
сию маркеров экзосом: CD63, CD81 и  Hsp70 
(рис. 3г). Оказалось, что изоляты биологических 
наночастиц позитивны по всем трем изученным 
биомаркерам. В совокупности полученные дан-
ные свидетельствуют о  соответствии выделен-
ных изолятов биологических наночастиц крите-
риям экзосом, а также указывают на отсутствие 
значительного эффекта трансфекции экзосом-
продуцирующих клеток плазмидами, кодирую-
щими CD63 и dCas9.
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ИЗУЧЕНИЕ СТОХАСТИЧЕСКОЙ УПАКОВКИ БЕЛКОВ
Стохастическая упаковка белка Сas9 в экзосомы

С  целью анализа стохастической упаков-
ки белка Cas9 в  экзосомы изоляты экзосом, 
выделенные из  клеток, трансфицированных 
CD63-EGFP либо dCas9-EGFP, использо-
вали для обработки клеток HEK293T. Через 

2 и 6 ч после добавления экзосом методом про-
точной цитофлуориметрии оценивали число EG-
FP-позитивных клеток (рис. 4а). Через 2 ч после 
добавления экзосом EGFP-позитивные клетки 
фактически отсутствовали, в то время как через 
6 ч детектировались редкие (до 1%) клетки, по-
зитивные на канале FITC (рис. 4б). 
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Создание универсальных систем упаковки 

и  доставки инструментов CRISPR/Cas  – одно 
из ключевых направлений в области биомеди-
цины [16]. Решение проблемы невирусной до-
ставки рибонуклеопротеиновых комплексов 
CRISPR/Cas обеспечит практическое внедре-
ние многочисленных терапевтических подходов 
на  основе CRISPR/Cas. Экзосомы считаются 
одной из  наиболее перспективных систем до-
ставки CRISPR/Cas, поскольку обладают вы-
сочайшей биосовместимостью, способностью 
преодолевать биологические барьеры, высокой 
пакующей емкостью, при этом поверхность эк-
зосом можно программировать с помощью хи-
мических и генетических методов [16, 29]. Воз-
можность стохастической (случайной) упаковки 
CRISPR/Cas в  экзосомы, а  также активность 
стохастически загруженных экзосом в экспери-
ментах по генетическому редактированию и по-
давлению репликации вирусов была показана 
ранее, однако в последние годы предпринима-
ются активные попытки разработки методов 
усиленной и  контролируемой упаковки CRIS-
PR/Cas в экзосомы [30]. В частности, с этой це-
лью используются технологии управляемой (ин-
дуцируемой стимулами) димеризации, включая 
методы индуцируемой химически [41] и светом 
димеризации, а также создание химерных Cas-
белков с  рН-чувствительными линкерами [42] 

либо доменами, которые обеспечивают уси-
ленный транспорт Cas-белков в экзосомы [43]. 
В данной работе впервые на различных линиях 
клеток исследована эффективность транспорта 
белков Cas9 в компартмент биогенеза экзосом, 
а также впервые изучен стохастический транс-
порт Cas9 в экзосомы. 

Несмотря на  выраженную колокализацию 
Cas9 с  факторами биогенеза экзосом CD63 
и Rab27А, уровни стохастической упаковки Cas9 
белка в экзосомы и их доставки в целевые клет-
ки оказываются крайне низкими и не превыша-
ют 1%. Следовательно, стохастическая упаковка 
белка Cas9 неэффективна и не может использо-
ваться в практических целях генного редактиро-
вания. Одной из проблем, связанных с низким 
уровнем сигнала GFP (рис.  4а,б), может быть 
неэффективный эндосомальный выход, в  ре-
зультате чего может происходить внутрикле-
точное разрушение экзосом и их содержимого. 
Существует множество подходов, основанных 
на использовании индукторов эндолизосомно-
го выхода, которые обеспечивают эффективное 
высвобождение содержимого экзосом и их вну-
триклеточную доставку [38, 44]. Полученные 
результаты свидетельствуют о  неэффективно-
сти стохастической упаковки белков Cas в  эк-
зосомы. Дополнительным фактором, снижаю-
щим доставку белков Cas в составе наночастиц 
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в  клетки-реципиенты, может быть низкая эф-
фективность эндосомного выхода экзосом. 

Стоит отметить, что в последние несколько 
лет были решены основные проблемы, связан-
ные с масштабным получением биологических 
наночастиц, включая экзосомы [29]. В данной 
работе для получения и очистки экзосом ис-
пользовали такой эффективный метод, как ани-
онообменная хроматография с последующей 
ультрафильтрацией. Анионообменная хрома-
тография основана на взаимодействии отрица-
тельно заряженных наночастиц с положительно 
заряженной смолой. Метод характеризуется вы-
сокой скоростью получения наночастиц из де-
сятков литров культуральной среды. Получен-
ные таким способом частицы имеют сходный 
размер и  отрицательный заряд поверхности, 
а также экспрессируют биологические маркеры, 
характерные для экзосом (рис.  3). Не  выявле-
но существенных различий между экзосомами 
из клеток, сверхэкспрессирующих CD63-EGFP 
либо dCas9-EGFP (рис. 4). Стоит отметить, что 
результаты, полученные в  отдельных работах, 
посвященных доставке систем генетического 
редактирования с помощью экзосом, могут быть 
завышенными за счет контаминации изолятов 
экзосом другими внеклеточными везикулами, 
включая наночастицы размером от 100 до 1000 
нм, особенно при использовании таких уста-
ревших методов, как преципитация полимер-
ными соединениями, ультрацентрифугирование 
и ультрафильтрация.

В проведенном исследовании зарегистриро-
вана высокая однородность физико-химических 
и  биологических свойств изолятов экзосом. 
Низкая эффективность стохастической упаков-
ки указывает на необходимость создания новых 
технологий упаковки CRISPR/Cas в  экзосо-
мы, причем обоих компонентов систем гене-
тического редактирования (как белков Cas, так 
и РНК-проводников). Для получения неимму-
ногенных наночастиц с  запрограммированной 
тропностью к определенным органам и тканям 
может потребоваться всесторонняя модифика-
ция клеток-продуцентов экзосом. 

В  заключение следует отметить, что си-
стемная доставка CRISPR/Cas, особенно ор-
гано- и  тканеспецифичная, необходима для 
практического внедрения подходов к  лечению 
наследственных, инфекционных и  отдельных 
онкологических заболеваний. Стохастическая 
упаковка белков Cas9 в экзосомы остается неэф-
фективной, несмотря на большие перспективы 
использования экзосом в  качестве средств до-
ставки CRISPR/Cas. Необходимы новые методы 
и подходы к направленной упаковке CRISPR/
Cas в экзосомы и другие биологические наноча-
стицы. 
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CRISPR/Cas systems are perspective molecular tools for targeted manipulation with genetic materials, 
including gene editing, regulation of gene transcription, modification of epigenome etc. While CRISPR/
Cas systems proved to be highly effective for correcting genetic disorders and treating infectious diseases 
and cancers in  experimental settings, the clinical translation of  these results is  hampered by  the lack 
of efficient CRISPR/Cas delivery vehicles. Modern synthetic nanovehicles based on organic and inorganic 
polymers have many disadvantages, including toxicity issues, the lack of  targeted delivery, complex and 
expensive production pipelines. In  turn, exosomes are secreted biological nanoparticles exhibiting high 
biocompatibility, physico-chemical stability, and ability to cross biological barriers. Early clinical trials 
found no  toxicity associated with exosome injections. In  recent years, exosomes have been considered 
as perspective delivery vehicles for CRISPR/Cas systems in vivo. The aim of this study was to analyze the 
efficacy of CRISPR/Cas stochastic packaging into exosomes at several human cell lines. Here, we show that 
Cas9 protein is effectively localized into the compartment of intracellular exosome biogenesis, but stochastic 
packaging of Cas9 into exosomes turns to be very low (~1%). As such, stochastic packaging of Cas9 protein 
is very ineffective, and cannot be used for gene editing purposes. Developing novel tools and technologies 
for loading CRISPR/Cas systems into exosomes is required.
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