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Аннотация. Внеклеточные везикулы (ВВ) играют важную роль в межклеточной коммуникации и влияют 
на множество физиологических и патологических процессов. Мембранно-ассоциированные внеклеточ-
ные везикулы (МАВ) представляют собой особый малоизученный класс внеклеточных везикул. В данной 
работе продемонстрировано использование метода крио-электронной микроскопии (крио-ЭМ) для изу-
чения МАВ, секретируемых мезенхимными стволовыми/стромальными клетками человека (МСК). 
С помощью крио-ЭМ удалось обнаружить везикулы с диаметром от 50 до 750 нм, расположенные вблизи 
поверхности клеток. Полученные результаты помогут в дальнейшем изучении физиологической роли 
МАВ и установлении их связи с клеточными мембранами.
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ВВЕДЕНИЕ
Перенос биологически активных факторов 
в  составе внеклеточных везикул (ВВ), секре-
тируемых мезенхимными стволовыми/стро-
мальными клетками (МСК), согласно совре-
менным данным, лежит в основе межклеточ-
ной коммуникации при реализации многих 
механизмов регенераторного действия этих 
к леток. Использование ВВ МСК рассматри-
вают как перспективный терапевтический 
подход в лечении различных патологических 
процессов. Например, ВВ МСК могут стиму-
лировать регенерацию тканей [1, 2], регулиро-
вать работу иммунной системы [3, 4], помочь 
в  лечении фибротических, онкологических 
и инфекционных заболеваний [5, 6].

Термин "внеклеточные везикулы" относится 
к частицам, которые высвобождаются из кле-
ток, ограниченных липидным бислоем; они 
не могут самостоятельно реплицироваться 
(т.е. не содержат функционального ядра)  [7]. 
В настоящее время выделяют несколько клас-
сов ВВ (например, экзосомы, микровезикулы 
и апоптотические тельца). Однако классифи-
кация подтипов ВВ осложнена тем, что нет 
единого консенсуса специалистов из-за огра-
ничений технических возможностей методов 
разделения разных подтипов [8].
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Abstract. Extracellular vesicles (EVs) play an important role in intercellular communication and influence a wide 
range of physiological and pathological processes. Membrane-associated extracellular vesicles (MAVs) represent a 
distinct and poorly understood class of EVs. This study demonstrates the application of cryo-electron microscopy 
(cryo-EM) to investigate MAVs secreted by human mesenchymal stem/stromal cells (MSCs). Cryo-EM revealed ves-
icles ranging in diameter from 50 to 750 nm located near the cell surface. The results obtained will facilitate fur-
ther studies on the physiological role of MAVs and their association with cell membranes.
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INTRODUCTION
The transfer of biologically active factors in extracel-
lular vesicles (EVs) secreted by mesenchymal stem/
stromal cells (MSCs), according to modern data, is 
the basis of intercellular communication in imple-
mentation of many mechanisms of regenerative 
action of these cells. The use of EVs MSCs is consid-
ered as a promising therapeutic approach in various 
pathological processes treatment. For example, EVs 
MSCs can stimulate tissue regeneration [1, 2], regu-
late the immune system [3, 4], help in the treatment 
of fibrotic, oncological and infectious diseases [5, 6].

The term "extracellular vesicles" refers to particles 
that are released from cells bounded by a lipid bilayer; 
they cannot replicate independently (i.e., they do 
not contain a functional nucleus) [7]. Currently, sev-
eral classes of EVs are distinguished (e.g., exosomes, 
microvesicles, and apoptotic cells). However, the clas-
sification of EVs subtypes is complicated by the fact 
that there is no unified consensus of specialists due to 
the limitations of technical capabilities of methods for 
separating different subtypes [8].

Membrane vesicle-like particles exist on the sur-
face of many animal cells, ranging in size from tens 
of nanometres to 1–2 µm. These particles have long 
been regarded as precursors of EVs (in particular, 
microvesicles or microparticles), which are attached 
to the membrane until released into the intercellular 
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space. At present, there is no generally accepted term 
for these EVs in the Russian-language literature. The 
group of researchers led by Yong Chen, in whose stud-
ies this class of EVs was first described for human cells 
(umbilical cord endothelial cells (HUVEC), hepatoma 
cells (HepG-2)), proposed the term "cell-bound mem-
brane vesicles"  [9], and hereinafter we will use the 
term "membrane-associated vesicles" (MAVs). It was 
shown that MAVs are a separate class of EVs, as MAVs 
have no co-localisation with putative surface markers 
of exosomes (proteins CD31, CD63 and others), they are 
resistant to detergent treatment but soluble in organic 
compounds, and there is no spontaneous release of 
MAVs from the cell surface.

Nowadays, the structure, composition and func-
tions of MAVs are still poorly understood. In [9, 10], 
the method of confocal microscopy with differential 
interference contrast was used to visualise MAVs; in 
addition, after detachment from the membrane with 
detergent, they were studied by transmission elec-
tron microscopy with negative contrast and using 
the dynamic light scattering method. According to 
the latter, their average size was 443±6 nm, which is 
at the resolution limit of optical microscopy and obvi-
ously its use does not always allow to see the EVs. The 
applicability of atomic force microscopy for visualisa-
tion of MAVs on dried cells has been hypothesised [11], 
but there may be difficulties in identifying burst 
MAVs in images. Thus, it seems promising to develop 
approaches involving minimal sample processing and 
the use of electron microscopy and, in particular, 
cryo-electron microscopy (cryo-EM) to visualise and 
study MAVs.

This method involves rapid freezing of samples 
located on special metal grids covered with a thin 
carbon substrate. Their peculiarity is that there are 
numerous holes in the substrate; they can be arranged 
regularly or chaotically. Cryo-EM has been successfully 
used to visualise individual EVs [12], whole cells [13], 
as well as to study interactions between eukaryotic 
cells and viruses, which are close to EVs in size [14]. 
However, the use of cryo-EM to visualise MAVs directly 
on cells is a novel approach. The experiments described 
in this paper may provide a methodological basis for 
studying physiological role of MAVs. In addition, con-
sidering the growing interest of medicine in the appli-
cation of EVs from human MSCs as therapeutic agents, 
description of mechanisms and biological properties of 
various EVs produced by this cell type is an urgent fun-
damental and applied task.

MATERIALS AND METHODS
Cell culturing. Immortalised MSCs isolated from 
human adipose tissue (ATCC, ASC52telo) were used in 
this work. The cell line was provided by the biobank 

На  поверхнос ти многих ж ивотных к ле-
ток с ущес твуют мембра нные везик улопо-
добные частицы, размер которых варьиру-
ется от  десятков нанометров до  1–2  мкм. Эти 
частицы долгое время рассматривались как 
предшественники ВВ (в частности, микро-
везикул или микрочастиц), которые прикре-
плены к  мембране до  момента высвобож де-
ния в  межклеточное пространство. В  насто-
ящее время в  русскоязычной литературе нет 
общепринятого термина для обозначения этих 
ВВ. Группа исследователей под руководством 
Йон Чена, в исследованиях которой был впер-
вые описан данный класс ВВ для клеток чело-
века (клетки эндотелия пупочного канатика 
(HUVEC), клетки гепатомы (HepG-2)), предло-
жила термин cell-bound membrane vesicles [9], 
и далее нами будет использован термин "мем-
бранно-ассоциированные везикулы" (МАВ). 
Было показано, что МАВ являются отдельным 
классом ВВ, так как у МАВ отсутствует солока-
лизация с предполагаемыми поверхностными 
маркерами экзосом (белками CD31, CD63 и дру-
гими), они устойчивы к  обработке детерген-
тами, но растворимы в органических соедине-
ниях, кроме того, отсутствует самопроизволь-
ное высвобождение МАВ с поверхности клеток.

На  сегодняшний день структура, состав 
и функции МАВ все еще остаются малоизучен-
ными. В работах [9, 10] для визуализации МАВ 
использовали метод конфокальной микро-
скопии с дифференциальным интерференци-
онным контрастом; кроме того, после откре-
пления от мембраны детергентом их исследо-
вали с  помощью просвечивающей электрон-
ной микроскопии с  негативным контрасти-
рованием и использованием метода динами-
ческого рассеяния света. По данным послед-
него, их средний размер составил 443±6  нм, 
что находится на  пределе разрешения опти-
ческой микроскопии и, очевидно, ее исполь-
зование не всегда позволяет увидеть ВВ. Была 
высказана гипотеза о применимости атомно-
силовой мик роскопии д л я  визуа лиза ции 
МАВ на высушенных клетках [11], однако при 
этом могут возникать сложности с идентифи-
кацией лопнувших МАВ на  изобра жениях. 
Таким образом, представляется перспектив-
ным развитие подходов, предполагающих 
минимальную обработку образцов и использо-
вание электронной микроскопии и, в частно-
сти, криоэлектронной микроскопии (крио-ЭМ) 
для визуализации и изучения МАВ.

Этот метод подразумевает быструю замо-
розку образцов, находящихся на специальных 
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металлических сетках, покрытых тонкой угле-
родной подложкой. Их особенность состоит 
в  том, что в  подложке присутствуют много-
численные отверстия; они могут быть рас-
положены регулярно или хаотическим обра-
зом. Крио ЭМ с успехом используют для визуа
лизации отдельных ВВ [12], целых клеток [13], 
а также изучения взаимодействия между эука-
риотическими клетками и вирусами, которые 
близки к ВВ по размерам [14]. Однако, исполь-
зование крио ЭМ для визуализации МАВ непо-
средственно на клетках является новым под-
ходом. Эксперименты, описанные в  данной 
работе, могут заложить методическую основу 
для исследования физиологической роли МАВ. 
Кроме того, учитывая нарастающую заинте-
ресованность медицины в  применении ВВ 
от МСК человека в качестве терапевтического 
средства, описание механизмов и биологиче-
ских свойств различных ВВ, продуцируемых 
данным типом клеток, является актуальной 
фундаментальной и прикладной задачей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование к леток. В  данной работе 
бы ли ис пользова ны им морта лизова нные 
МСК, выделенные из  жировой ткани чело-
века (ATCC, ASC52telo). Линия клеток была пре-
доставлена биобанком из  коллекции Центра 
регенеративной медицины МНОИ МГУ имени 
М.В. Ломоносова, (https://human.depo.msu.
ru). МСК были выращены на поверхности пер-
форированной тонкой углеродной подложки 
C-flat 1.2/1.3, закрепленной на золотой поддер-
живающей сеточке для  электронной микро-
скопии (Protochips, США).

Для  этого сеточки были размещены в  лун-
ках 1 2-луночного планшета и  простерили-
зованы ультрафиолетом (3  раза  по 30  мин 
в  условиях стерильного ламинарного бокса). 
В  ка ж дую лунку планшета были выса жены 
МСК в концентрации 40000 кл/лунка в среде 
ДМЕМ-Ф12 (Capricorn, Германия) с  добавле-
нием 7% фетальной бычьей сыворотки (Lacopa, 
Россия) и  1 х пеницилина-ст рептомицина 
(Gibco, США). Через сутки культивирования 
была проведена оценка состояния культуры 
с помощью фазово-контрастной микроскопии 
(Leica DM IL LED, Германия).

Крио-ЭМ. Перед заморозкой для  крио-ЭМ 
сеточки отмывали в сбалансированном соле-
вом буфере Хенкса (ПанЭко, Россия), после 
чего замораживали в жидком этане при тем-
пературе –180  °С в  установке EM GP2 (Leica 
Microsystems, Германия). При этом излишки 

from the collection of the Centre for Regenerative 
Medicine, Lomonosov Moscow State University, 
(https://human.depo.msu.ru). MSCs were grown on 
the surface of perforated thin carbon substrate C-flat 
1.2/1.3 fixed on a gold support grid for electron micros-
copy (Protochips, USA).

For this purpose, the grids were placed in the wells 
of a 12-well plate and sterilised by ultraviolet light 
(3 times for 30 minutes each in a sterile laminar box). 
MSCs were planted in each well of the plate at a con-
centration of 40000 cells/well in DMEM-F12 medium 
(Capricorn, Germany) supplemented with 7% fetal 
bovine serum (Lacopa, Russia) and 1x penicillin-strep-
tomycin (Gibco, USA). After a day of cultivation, the 
culture condition was assessed using phase-contrast 
microscopy (Leica DM IL LED, Germany).

Cryo-EM. Before freezing for cryo-EM, the grids 
were washed in Hanks’ balanced salt buffer (PanEco, 
Russia) and then frozen in liquid ethane at -180 °C in 
an EM GP2 unit (Leica Microsystems, Germany). Excess 
liquid was removed by blotting with Whatman #1 fil-
ter paper from the back side of the carbon substrate 
for 10 s. This allowed minimising probability of cells 
detachment from the substrate surface due to contact 
with filter paper. Cryo-EM studies were performed on 
a transmission electron microscope JEM-2100 (Jeol, 
Japan) at an accelerating voltage of 200 kV. Images 
were acquired using a DE-20 direct electron detection 
detector (Direct Electron, USA) in the accumulation 
mode (integration), at a nominal defocus of 10 μm, a 
total dose of irradiation of each imaging region not 
more than 20 e/A2 and at a microscope magnification 
corresponding to a pixel size of 5.7A in the image. Drift 
correction, Gaussian filtering and contrast correction 
were performed on the obtained image series.

RESULTS AND DISCUSSION
As a result of these experiments, the protocols for 
planting MSCs on gold grids and preparing samples 
for further study by the cryo-EM method were worked 
out. Photographs were obtained in the process of MSCs 
cultivation on gold grids (Fig.1a). The cells are spread 
over the surface of the carbon film covering the gold 
grid, and their edges are visible in many cells. Next, 
the meshes with MSCs were subjected to rapid freez-
ing. Figure 1b shows an image of the cell edge obtained 
by cryo-EM. It can be seen that the carbon substrate 
is not solid, but contains regularly spaced round holes 
with a diameter of 1.2 μm filled with ice. In the image, 
the cell appears darker than the pure substrate, small 
fragments of crystalline ice are also present, not pre-
venting the study of the peripheral regions of the cells. 
On a qualitative level, the images we obtained are sim-
ilar to those reported in the literature for liver cells [15] 
or neurons [16].
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Images obtained by the cryo-EM method have low 
contrast. This is caused by the fact that the studied 
objects consist of atoms of elements with low atomic 
number, weakly scattering electrons at large angles. 
In addition, the characteristic thickness of prepara-
tion to be studied in TEM is nearby the 50–100 nm 
(for amorphous biological objects consisting of 
atoms with low atomic number). Therefore, the 
excessive thickness of even the peripheral region of 
cells represents a serious limiting factor. To increase 
the contrast, we used defocusing of the objective 
lens of the microscope, which allows us to enhance 
the phase contrast in the images. Also, for clarity 
and ease of interpretation of the images, the main 
structures of interest were manually highlighted in 
colour.

The most contrast structures visible in the images 
are holes in the carbon substrate and crystalline ice 
particles, while the biological structures of inter-
est for analysis have low contrast. In this study, we 
first imaged MAVs produced by MSCs by cryo-EM. At 
the edge of the cell, where its thickness is minimal, 
the cell membrane of MSCs and individual vesicles 
can be seen (Fig.2). In some cases it was possible to 
observe elongated characteristic structures inside 
the cell, bundles of fibres, which were interpreted 
as actin fibrils. Similar structures were observed 
by cryo-EM in mouse catecholaminergic neuronal 
cells [16] and human keratinocytes [17].

Cell membranes have a relatively high contrast in 
cryo-EM, and this allows us to interpret the particles 
located near the cells, surrounded by the membrane, 
as EVs. We were able to observe vesicles of different 
geometries, ranging in size from 50 nm to 750 nm. 
These values seem realistic, taking into account the 
general ideas about the size of EVs [8] and the available 
data on the size of MAVs [9, 10]. Many EVs contained 
not one lipid bilayer, but two (Fig.3) or more. The 
presence of several lipid bilayers may be the cause of 
MAVs resistance to detergents. However, this assump-
tion should be confirmed by additional experiments. 
Previously, the cryo-EM method allowed detecting the 
similar multilayered MAVs isolated from samples of 
different origin [18, 19]; their physiological role is not 
completely clear.

Both EVs directly in contact with the membrane 
(Fig.3) and those close to it, at a distance of less 
than 50 nm (Fig.2), were encountered in the images 
obtained. The presence of the observed particles near 
the MSCs can be interpreted in one of three ways.

Firstly, they may be EVs secreted by a cell that is 
in the field of view. Secondly, they may be EVs that 
were secreted by another cell and the cell in the field 
of view has bound them on its surface. To date, most 
experimental evidence suggests that EVs are usually 

жидкости удаляли промакиванием фильтро-
вальной бумагой Whatman #1 с  тыльной сто-
роны углеродной подложки продолжитель-
ностью 10 с. Это позволило минимизировать 
вероятность открепления клеток от  поверх-
ности подложки вследствие контакта с филь-
т рова льной бума гой. Исс ледования мето-
дом крио-ЭМ производили на  просвечиваю-
щем электронном микроскопе JEM-2100 (Jeol, 
Япония) при ускоряющем напряжении 200 кВ. 
Изо бра жени я бы ли полу чены с  помощью 
детектора прямого обнаружения электронов 
DE-20 (Direct Electron, США) в режиме накопле-
ния (integration), при номинальном дефокусе 
–10  мкм, суммарной дозе облучения каждой 
области съемки не более 20 е/А2 и при увели-
чении микроскопа, соответствующего размеру 
пикселя 5.7А на изображении. На полученных 
сериях изображений произведена коррекция 
дрейфа, гауссова фильтрация и  коррекция 
контраста.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате проведенных экспериментов были 
отработаны протоколы посадки МСК на золо-
тые сетки и подготовки образцов для дальней-
шего изучения методом крио-ЭМ. Были полу-
чены фотографии в процессе культивирования 
МСК на  золотых сетках (рис.1a). Клетки рас-
пластаны по поверхности углеродной пленки, 
покрывающей золотую сетку, и их края видны 
во многих ячейках. Далее, сетки с МСК подвер-
гались быстрой заморозке. На рис.1b показано 
изображение края клетки, полученное методом 
крио-ЭМ. Видно, что углеродная подложка не 
сплошная, а содержит регулярно расположен-
ные круглые отверстия с диаметром 1.2 мкм, 
заполненные льдом. На  изображении клетка 
выглядит более темной, чем чистая подложка, 
так же присутствуют небольшие фрагменты 
кристаллического льда, не препятствующие 
изучению периферийных областей клеток. 
На качественном уровне полученные нами изо-
бражения аналогичны изображениям, которые 
приводятся в литературе для клеток печени [15] 
или нейронов [16].

И з о б р а ж е н и я ,  п о л у ч е н н ы е  м е т о д о м 
крио-ЭМ, обладают низким контрастом. Это 
вызвано тем, что исследуемые объекты состоят 
из атомов элементов с низким атомным номе-
ром, слабо рассеивающих электроны на боль-
шие углы. Кроме того, характерная толщина 
препарата для  исследования в  ПЭМ состав-
ляет порядка 50–100  нм (для аморфных био-
логических объектов, состоящих из  атомов 
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internalised into the endosomal compartment by 
endocytosis. However, the exact mechanisms con-
trolling EVs endocytosis remain highly controver-
sial. Various mechanisms of EV uptake by the recipi-
ent cell have been proposed, including clathrin-medi-
ated endocytosis, caveolin-dependent endocytosis, 
micropinocytosis, and phagocytosis. In addition, the 
role of lipid raft proteins and specific protein-protein 
interactions in EVs internalisation has been shown. 
Typically, docking and subsequent endocytosis of EVs 
is facilitated by protein-protein interactions with 
membrane receptors, ligands, or contact proteins of 
recipient cells. Proteins such as tetraspanins, lec-
tins, proteoglycans, and integrins may be involved in 
these specific interactions affecting EVs internalisa-
tion [20]. Fusion is another pathway of EVs internali-
sation in which the EV membrane directly fuses with 
the plasma membrane of the recipient cell. In addition 
to internalisation, EVs can activate intracellular sig-
nalling pathways by direct interaction with surface 
receptors or ligands of target cells. EVs signalling can 
influence cell phenotype through membrane-bound 
morphogens such as Wnt and Notch DII4 ligand. Also, 
EVs signalling can influence on motility, migration 
and invasiveness of tumour cells [21].

Finally, the EVs we observed may be MAVs at the 
moment of biogenesis, bound to the cell surface in 
the field of view. It is this interpretation that seems 
most likely, since before freezing the cell culture was 

с низким атомным номером). Поэтому избы-
точная толщина даже периферийной области 
клеток представляет собой серьезный огра-
ничивающий фактор. Для  увеличения кон-
траста мы использовали дефокусировку объ-
ективной линзы микроскопа, позволяющую 
усилить фазовый контраст на изображениях. 
Также для наглядности и удобства интерпре-
тации изображений на них вручную выделяли 
цветом основные структуры, представляющие 
интерес.

Наиболее контрастные структуры, видимые 
на изображениях – это отверстия в углеродной 
подложке и частицы кристаллического льда, 
а представляющие интерес для анализа биоло-
гические структуры имеют низкий контраст. 
В  данном исследовании нами впервые были 
получены изображения МАВ, продуцируемые 
МСК, методом крио-ЭМ. На краю клетки, где 
ее толщина минимальна, можно увидеть кле-
точную мембрану МСК и отдельные везикулы 
(рис.2). В  некоторых случаях внутри клетки 
удавалось наблюдать вытянутые характер-
ные структуры, пучки волокон, которые были 
интерпретированы как фибриллы актина. 
Аналогичные структуры наблюдались мето-
дом крио-ЭМ в катехоламинергических нейро-
нальных клетках мыши [16] и кератиноцитах 
человека [17].

а  b  

50 мкм | µm 5 мкм | µm

Клетка
Cell

Углеродная подложка
Carbon substrate

Рис.1. Фотографии МСК на золотой сетке: а – фотография, полученная в процессе культивирования клеток с помощью 
световой микроскопии (масштабный отрезок 50 мкм), фиолетовые стрелки показывают края клеток, b – крио-ЭМ изо-
бражение клетки, замороженной на перфорированной углеродной подложке (масштабный отрезок 5 мкм)
Fig.1. Photographs of MSCs on a gold grid: а – photograph obtained during cell culture using light microscopy (scale bar is 50 μm), the pur-
ple arrows indicate the cell edges, b – cryo EM image of a cell frozen on a perforated carbon substrate (scale bar is 5 μm)
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cleaned from the residues of the culture medium, 
which could contain freely secreted EVs.

The images obtained in the described experiments do 
not allow one of these three interpretations to be unam-
biguously chosen. To prove that the observed particles 
are indeed MAVs, several experiments seem appropriate. 
Firstly, it is possible to suppress the secretion of MAVs to 
exclude them from consideration, but it is extremely dif-
ficult to achieve a complete cessation of the cell secretory 
activity. Secondly, cells can be treated with enzymes or 
detergents to detach MAV from their surface and the 
state of the submembrane space after such treatment 
can be analysed. Third, it may be useful to use colloidal 
gold immunolabelling, which can help identify parti-
cles that have specific protein markers on their surface 
to clarify the origin of these particles. However, more 
research is necessary to clarify the protein markers spe-
cific to MAVs as a separate subclass of EVs.

CONCLUSIONS
EVs are a challenging subject to study because of their 
heterogeneity and variability [8], and MAVs appear to 
be a particularly complex specific class of EVs. High-
resolution microscopy techniques have been success-
fully used in EVs studies, and it is hoped that the use 
of cryo-EM will provide a better understanding of the 
origin and physiological role of MAVs.

К леточные мембраны обла дают сравни-
тельно высоким контрастом в крио-ЭМ, и это 
позволяет интерпретировать расположенные 
вблизи клеток частицы, окруженные мембра-
ной, как ВВ. Нам удалось наблюдать везикулы 
разной геометрии, размером от 50 до 750 нм. 
Эти значения представляются реа листич-
ными, с учетом общих представлений о раз-
мерах ВВ  [8] и  имеющихся данных о  разме-
рах МАВ [9, 10]. Многие ВВ содержали не один 
липидный бислой, а  два (рис.3) или более. 
Н а л и ч ие не с кол ьк и х л и п и д н ы х бис ло е в 
может являться причиной устойчивости МАВ 
к  детергентам. Однако, данное предположе-
ние необходимо подтвердить дополнитель-
ными экспериментами. Ранее метод крио-ЭМ 
позволил обнаружить аналогичные много-
слойные ВВ, выделенные из образцов различ-
ного происхождения [18, 19], их физиологиче-
ская роль не до конца ясна.

На  полу ченных изобра жени ях вс т реча-
лись как ВВ, непосредственно контактирую-
щие с мембраной (рис.3), так и расположенные 
вблизи нее, на расстоянии менее 50 нм (рис.2). 
Наличие наблюдаемых частиц рядом с  МСК 
может быть интерпретировано одним из трех 
способов.

Клетка
Cell  

Загрязнение льда
Ice contamination

 

Везикула
Vesicle

a b

 

Везикула
Vesicle

 

Цитоскелет
Cytoskeleton

 

  
Отверстие в углеродной подложке

Hole in the carbon substrate
 

200 нм | nm 200 нм | nm

Рис.2. Микрография края МСК с везикулами, расположенными вблизи нее, полученная методом крио-ЭМ (масштабный от-
резок 200 нм). На изображении a контраст увеличен для наглядности. На изображении b отдельные везикулы и элементы 
цитоскелета выделены цветом: белым – загрязнения льда, голубым – липидные бислои ВВ и края клетки, оранжевым – от-
верстие в углеродной подложке (диаметр 1,2 мкм), розовым – цитоскелет клетки
Fig.2. Micrograph of the MSC edge with vesicles located near it, obtained by cryo EM method (scale segment is 200 nm). In image a the 
contrast is increased for clarity. In image b, individual vesicles and cytoskeleton elements are highlighted in colour: white – ice contamina-
tion, blue – lipid bilayers of EVs and cell edge, orange – hole in carbon substrate (diameter is 1.2 μm), pink – cell cytoskeleton
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In this study, we first studied feasibility of MAV 
detection on human MSCs and demonstrated that the 
cryo-EM method detects EVs located near or directly on 
the cell surface. For this purpose, cells are cultured on 
a gold grid for cryo-EM and frozen whole, and studies 
are carried out on the edges of unfolded cells, where 
the cytoplasm thickness is relatively small and allows 
obtaining informative images. Further experiments 
on the removal of MAVs from the cell surface by enzy-
matic treatment and analysis of the resulting cell cul-
tures and isolated MAVs by cryo-EM, as well as immu-
nolabelling of these objects, will help to interpret the 
resulting images more fully.
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Во-первых, это могут быть ВВ, секретируе-
мые клеткой, которая находится в  поле зре-
ния. Во-вторых, это могут быть ВВ, кото-
рые были секретированы другой к леткой, 
а  к летка, находящаяся в  поле зрения, свя-
зала их на  своей поверхности. На  сегодняш-
ний день большинство экспериментальных 
данных свидетельствует о том, что ВВ обычно 
интернализуются в эндосомальный компарт
мент путем эндоцитоза. Однако точные меха-
низмы, управляющие эндоцитозом ВВ, оста-
ются весьма спорными. Были предложены 
различные механизмы захвата ВВ клеткой-
реципиентом, включая клатрин-опосредован-
ный эндоцитоз, кавеолин – зависимый эндо-
цитоз, микропиноцитоз и  фагоцитоз. Кроме 
того, была показана роль белков липидных 
рафтов и специфических белок-белковых вза-
имодействий в интернализации ВВ. Как пра-
вило, стыковке и  последующему эндоцитозу 
ВВ способствуют белок-белковые взаимодей-
ствия с  мембранными рецепторами, лиган-
дами или контактными белками клеток-реци-
пиентов. Такие белки, как тетраспанины, 
лектины, протеогликаны и интегрины могут 
быть вовлечены в  эти специфические взаи-
модействия, влияющие на  интернализацию 
ВВ [20]. Слияние – еще один путь интернали-
зации ВВ, при котором мембрана ВВ непо-
средственно сливается с плазматической мем-
браной клетки-реципиента. Помимо интер-
нализации, ВВ могут активировать внутри-
клеточные сигнальные пути путем прямого 
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Рис.3. Микрография многослойных ВВ вблизи края клетки МСК, полученная методом крио-ЭМ (масштабный отрезок 
200 нм). На изображении a контраст увеличен для наглядности. На изображении b отдельные везикулы, край клетки 
и элементы цитоскелета выделены цветом: голубым – липидные бислои клетки МСК и ВВ, розовым – цитоскелет
Fig.3. Micrograph of multilayer EVs near the MSC cell edge obtained by cryo EM (scale segment is 200 nm). In image a the contrast is 
increased for clarity. In image b individual vesicles, cell edge and cytoskeleton elements are highlighted in colour: blue – lipid bilayers of 
MSC cell and EVs, pink – cytoskeleton
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выявляет ВВ, расположенные вблизи поверх-
ности клеток или непосредственно на  ней. 
Для  этого клетки культивируют на  золотой 
сетке для крио-ЭМ и замораживают целиком, 
а исследования проводят на краях распластан-
ных клеток, где толщина цитоплазмы сравни-
тельно мала и  позволяет получать информа-
тивные изображения. Дальнейшие экспери-
менты по  удалению МАВ с  поверхности кле-
ток с  помощью ферментативной обработки 
и  анализу полученных к леточных культур 
и выделенных МАВ методом крио-ЭМ, а также 
по  иммуномечению этих объектов, помогут 
более полно интерпретировать получаемые 
изображения.
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