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Внеклеточные везикулы (ВВ) – новая и активно развивающаяся область современной эксперимен-
тальной и теоретической биологии, которая привлекает исследователей прежде всего возможностью
использования ВВ в качестве диагностических биомаркеров и терапевтических агентов. В настоя-
щее время наибольший объем данных накоплен о малых внеклеточных везикулах (мВВ) – экзосо-
мах, везикулах эндосомального происхождения, и эктосомах (ранее известных как микровезикулы),
представляющих собой продукт непосредственного отпочковывания от плазматической мембраны.
В настоящем обзоре мы рассматриваем основные этапы биогенеза экзосом и эктосом, основные
процессы внутриклеточного трафика мембран, а также сигналинг с участием мВВ. Также обсужда-
ется роль мВВ в физиологии и патофизиологии нервной системы, а также многие перспективные
аспекты изучения биологии мВВ.
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Список сокращений
CHMP – charged multivesicular body proteins
ESCRT – endosomal sorting complex required for

transport
HRS – hepatocyte growth factor-regulated tyro-

sine kinase substrate
ISG-15 – interferon-stimulated gene 15
MHC – major histocompatibility complex
SNARE – soluble NSF attachment receptor
STAM – signal transducing adaptor molecule
TCR – T-cell receptor
TSG101 – tumor susceptibility gene 101 protein
V-АТФаза – вакуолярная АТФаза
Vps-4 – vacuolar protein sorting-associated pro-

tein 4
ВВ – внеклеточные везикулы
ВПП – внутрипросветные пузырьки
мВВ – малые внеклеточные везикулы

МВТ – мультвезикулярные тельца
ОАМЭ – обусловленный активностью массо-

вый эндоцитоз

ВВЕДЕНИЕ
Внеклеточные везикулы (ВВ) – окруженные

двойным слоем фосфолипидной мембраны пу-
зырьки, секретируемые всеми типами клеток во
внеклеточное пространство. Существует несколько
субпопуляций внеклеточных везикул, самыми ис-
следованными из которых являются апоптотиче-
ские тельца (размером 50–1000 нм), эктосомы
(также известные как микровезикулы, размером
100–1000 нм) и экзосомы (размером 30–200 нм).
Существующие в настоящее время методы выде-
ления не всегда позволяют специфически выде-
лить определенную популяцию ВВ, поэтому при-
нято использовать термин малые ВВ (мВВ) для
обозначения везикул размером менее 200 нм [1].
При этом мВВ различаются по своему происхож-
дению (биогенезу), способу секреции, размеру,
составу и функции. Состав мВВ (в иностранной
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литературе широко используется термин cargo –
англ. груз) отличается широким разнообразием и
зависит от многих факторов, в первую очередь от
биогенеза и типа родительской клетки. Совре-
менные методы анализа позволяют выявить в со-
ставе мВВ белки (в т.ч. ферменты, рецепторы,
структурные белки), липиды, нуклеиновые кис-
лоты (ДНК, мРНК, микроРНК и др.), а также
низкомолекулярные метаболиты.

Вплоть до 1980-х гг. прошлого столетия приня-
то было считать, что секреция мВВ является спо-
собом поддержания клеточного гомеостаза и поз-
воляет клетке избавиться от переработанных
веществ [2]. В 1983 году с помощью подробных
ультраструктурных исследований было выясне-
но, что в эритроцитах везикулы секретируются
при слиянии мультивезикулярных телец (МВТ) с
плазматической мембраной в процессе созрева-
ния этих клеток [3], а в 1996 г. было установлено,
что везикулы, выделяемые лимфоцитами, зара-
женными вирусом Эпштейна–Барр, обладают
антигенпрезентирующими свойствами и способ-
ны индуцировать Т-клеточный ответ [4]. Новый
виток интереса к изучению мВВ произошел в
2006–2007 гг., когда было обнаружено, что в со-
ставе мВВ обнаруживаются РНК (мРНК и
микроРНК) – и с тех пор мВВ стали рассматри-
ваться как новый способ передачи эпигенетиче-
ской информации между клетками [5]. Областью,
в которой за последнее десятилетие были прове-
дены самые масштабные исследования мВВ, яв-
ляется онкология [6], в первую очередь благодаря
способности раковых клеток секретировать мВВ,
которые готовят прометастатические ниши в ор-
ганизме [7]. Вместе с тем проведенные на данный
момент исследования показали, что секреция
мВВ является фундаментальным свойством всех
клеток и представляет собой механизм локального
и дистантного межклеточного взаимодействия,
наблюдаемый не только у эукариот, но также и у
бактерий и архей [8].

мВВ У БАКТЕРИЙ И АРХЕЙ
У прокариот ВВ – это единственная секретор-

ная система, осуществляющая обмен между клет-
ками липидов, гидрофобных или денатурирован-
ных белков, а также гидрофобных сигнальных
молекул [9]. В связи с этим предложено называть
этот тип секреции системой секреции нулевого
типа (по аналогии с 7 изученными типами секре-
ции) [9]. У прокариот ВВ участвуют в осуществле-
нии многих процессов: межклеточное взаимодей-
ствие и чувство кворума, формирование биоп-
ленок, защита от токсических субстанций (в т. ч.
антибиотиков), взаимодействие с эукариотиче-
скими клетками и распространение факторов ви-
рулентности и токсинов [10–12]. Также у архей и
бактерий предполагается роль ВВ в осуществле-

нии горизонтального переноса генов, в дополне-
ние к хорошо известным механизмам трансфор-
мации, трансдукции и конъюгации [13]. Несмот-
ря на способность клеток всех трех доменов
жизни секретировать ВВ, на настоящий момент
накоплено недостаточно информации о механиз-
мах биогенеза ВВ, чтобы судить о единстве эво-
люционного происхождения этого феномена или
его независимом формировании в различных до-
менах [8]. Однако в геноме многих архей закоди-
рованы и участвуют в ремоделировании мембран
и репродукции вирусов гомологи ESCRT-III и
Vps4 – ключевых белков, определяющих секре-
цию экзосом у эукариот [14], а у бактерий анало-
гичные функции выполняют белки PspA и Vipp1,
которые также являются гомологами комплекса
ESCRT-III [15]. Подробнее компоненты этой си-
стемы будут рассмотрены ниже.

Также у бактерий существуют закономерности
сортировки грузов в состав ВВ. Особенно боль-
шая роль в этом процессе отведена внутриклеточ-
ному расположению белков. В частности, факторы
вирулентности чаще ассоциированы с заряжен-
ными липополисахаридами, и имеют большую
вероятность оказаться в составе ВВ, чем белки,
ассоциированные с нейтральными липополиса-
харидами [16].

В классической клеточной биологии принято
считать, что клетки эукариотических организмов
взаимодействуют друг с другом напрямую и/или
при помощи секреции во внеклеточную среду
растворимых вещества – гормонов, факторов
роста, цитокинов. Подобные вещества могут
действовать как на секретирующую их клетку
(аутокринный сигналинг), так и на соседние (па-
ракринный сигналинг) или отдаленные клетки
(эндокринный сигналинг). Получается, что ВВ
представляют собой принципиально новый спо-
соб межклеточного взаимодействия, общий для
эукариот и прокариот (рис. 1).

ЭКЗОСОМЫ
Экзосомы, до момента высвобождения из клет-

ки называемые внутрипросветными пузырьками
(ВПП, англ. intraluminal vesicles (ILVs)), являются
наиболее хорошо изученной субпопуляцией мВВ.
Они секретируются всеми типами клеток и были
найдены во всех биологических жидкостях –
плазме крови, амниотической, синовиальной и
цереброспинальной жидкостях, грудном молоке,
лимфе, желчи, слезах, желудочном соке [17–19].
По своему происхождению они являются компо-
нентами эндосомальной системы и формируются
за счет впячивания мембраны ранних эндосом
внутрь с образованием ВПП, ранние эндосомы в
течение этого процесса созревают в МВТ. Эти ор-
ганеллы играют важную роль в осуществлении
эндоцитоза и внутриклеточном трафике мем-
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бранных компонентов и сортировке, переработке
и транспорте белков. После созревания МВТ ли-
бо сливаются с лизосомой, что приводит к рас-
щеплению их содержимого, либо сливаются с
плазматической мембраной клетки, высвобождая
во внеклеточное пространство ВПП в виде экзо-
сом [20].

До сих пор достоверно не установлены факто-
ры, определяющие судьбу МВТ, однако проведе-
но несколько исследований, показывающих, что
МВТ с высоким содержанием холестерола с боль-
шей вероятностью сливаются с плазматической
мембраной, в то время как обедненные холесте-
ролом МВТ чаще деградируют путем слияния с
лизосомами [21, 22]. В регуляции формирования
МВТ и экзосом ключевую роль играют белки сор-

тировочного комплекса эндосом, необходимого
для транспорта – ESCRT (endosomal sorting com-
plex required for transport) [23–25]. Также на этот
процесс большое влияние оказывают ростовые
факторы, которые, уменьшая активность PI3K III
класса и синтез фосфатидилинозитола-3-фосфа-
та, предотвращают замену Rab5 на Rab7 на мем-
бране везикулы и слияние эндосом с лизосомами,
тем самым стимулируют секрецию экзосом [26].

мВВ В МЕЖКЛЕТОЧНОМ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИИ

Множество функций, сопряженных с мВВ,
прежде всего, экзосомами, ставит сигналинг с их
участием в один ряд с фундаментальными физио-

Рис. 1. На рисунке представлены способы межклеточного взаимодействия с участием экзосом. Будучи секретированы
клеткой во внеклеточную среду, экзосомы могут воздействовать на материнскую клетку (аутокринный эффект) и со-
седние клетки в пределах ткани (паракринный эффект), а также проникать в кровоток и переноситься с кровью, ока-
зывая системное воздействие.

Аутокринный
эффект

Паракринный
эффект

Системный эффект

Паракринный
эффект

Трансцитоз
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логическими процессами. В сравнении с живой
клеткой, разнообразие молекул в составе ВВ (бел-
ков, липидов, нуклеиновых кислот) невелико,
однако они оказывают значительное функцио-
нальное воздействие на клетки-акцепторы. Пред-
полагается, что это возможно благодаря селек-
тивному и эффективному взаимодействию и осо-
быми механизмами передачи сигнала [27].

Ключевую роль во взаимодействии экзосом с
клеткой-акцептором, а также в поглощении и
осуществлению биологических функций, играет
химический и молекулярный состав внешней по-
верхности липидной мембраны экзосом – или ее
“биокороны”. Состав этой короны уникален и
представляют собой структуры родительской
клетки, полученные в процессе биогенеза, а так-
же приобретенные в процессе электростатиче-
ского взаимодействия с внеклеточной средой
(в т.ч. плазмой крови) молекулы [28, 29]. Предпо-
лагается, что именно уникальный состав биоко-
роны определяет специфичность взаимодействия
экзосомы с клетками-акцепторами, биораспре-
деление и характеристики мобильности экзосом.
Кроме того, поверхностные детерминанты пред-
ставляют интерес в качестве мишеней для иден-
тификации, классификации экзосом и их аффин-
ной хроматографии [28, 29].

В патологических условиях секреция экзосом
из поврежденных клеток нередко увеличивается,
и экзосомы приобретают некоторые характери-
стики, свойственные протекающему патологиче-
скому процессу. Немалый объем данных накоп-
лен о роли экзосом в патогенезе неврологических
и психиатрических заболеваний, в частности, при
болезни Альцгеймера, болезни Паркинсона, бо-
ковом амиотрофическом склерозе, депрессии,
шизофрении и многих других [30–35]. Особый
интерес в данном контексте представляет способ-
ность экзосом проникать через гематоэнцефали-
ческий барьер в двух направлениях, что делает эк-
зосомы перспективным объектом исследования в
качестве неинвазивного биомаркера заболеваний
(“liquid biopsy”) и возможного механизма адрес-
ной доставки терапевтических средств [36].

Таким образом, молекулярный состав экзосом
зависит от биогенеза, типа клетки-донора и ее со-
стояния. Поскольку в процессе формирования
экзосомы образуются путем инвагинации из ци-
тозоля, в отличие от других процессов, обеспечи-
вающих трафик мембраны между компартамен-
тами клетки, ориентация их мембраны аналогична
плазматической мембране – снаружи оказывают-
ся внеклеточные домены трансмембранных бел-
ков, и компоненты цитозоля – внутри [37].

БИОГЕНЕЗ мВВ
Кратко рассмотрим основные этапы биогене-

за, транспортировки и доставки экзосом, для того
чтобы лучше понять функциональную значи-
мость структур поверхности экзосом.

ESCRT. Эндосомальный комплекс сортиров-
ки, необходимый для транспорта (ESCRT) –
семейство белков, которые последовательно со-
бираются в комплексы (ESCRT-0, I, II и III) на
мембране МВТ и регулируют поступление груза в
состав ВПП и их формирование [38]. Интересно
отметить, что недавние работы показали, что бел-
ки-предшественники комплекса ESCRT-III –
преимущественно семейства CHMP (charged mul-
tivesicular body proteins, заряженные белки муль-
тивезикулярных телец) – находятся в комплексе
с мембранами эндосом и полимеризуются под
воздействием комплекса ESCRT-II, приобретая
функциональную активность [39]. Белок Alix мо-
жет напрямую катализировать полимеризацию
CHMP, без участия ESCRT-I, II, фактически яв-
ляясь их функциональной заменой [40].

Присутствие белка гена чувствительности к
опухолям 101 (TSG101) и других белков комплек-
са ESCRT или сопутствующих молекул, напри-
мер, Alix и связанного с вакуолярным белком сор-
тировки белка 4 (vacuolar protein sorting-associated
protein 4 – Vps4), в мВВ часто оценивают как до-
казательство их эндосомального происхождения.
Тем не менее, комплекс ESCRT задействован и
в других внутриклеточных процессах трафика
мембраны, кроме компонентов ESCRT-0, уча-
стие которых не описано в моделях выпячивания
и отшнуровки мембран. Поэтому именно зависи-
мость секреции мВВ от ESCRT-0 является более
надежным свидетельством их эндосомального
происхождения. Это подтверждается в исследо-
вании Colombo и соавт. в 2013 на клетках линии
HeLa, показавших, что выключение компонен-
тов ESCRT-0 (HRS и STAM1) приводит к умень-
шению секреции мВВ, несущих CD63 и CD81, со-
ответствующих экзосомам [41].

HRS связывается с убиквитинированными
белками, чтобы направить их во ВПП [38]. Одно-
го лишь присутствия убиквитинированных бел-
ков в составе мВВ недостаточно, чтобы делать
утверждение об их эндосомальной природе [42],
поскольку не доказано отсутствие подобных бел-
ков в везикулах, образующихся путем отшнуров-
ки от плазматической мембраны напрямую, т.е.
в эктосомах. Наоборот, воздействие на клетки
интерферонов 1 типа приводит к связыванию
клеточных белков с подобной убиквитину моле-
кулой ISG-15, которая в свою очередь способ-
ствует слиянию МВТ с лизосомой, и тем самым
приводит к уменьшению секреции экзосом [43].
Однако, необходимо помнить, что одной из клю-
чевых мишеней ISG15 является TSG101, который
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участвует и в формировании эктосом плазмати-
ческой мембраны [44], и поэтому связанное с
ISG-15 уменьшение секреции везикул может
быть специфично не только для экзосом.

Результаты последних исследований свиде-
тельствуют о том, что не существует единой моле-
кулы, которая бы определяла сортировку груза по
ESCRT-зависимому пути, так как присоединение
к любому компоненту каждого из четырех ком-
плексов ESCRT вне зависимости от убиквитина
может привести к сортировке в состав ВПП, и это
прежде всего определяется силой взаимодействия
груз-мембрана-ESCRT [45]. Кроме того, показа-
но, что ни один из убиквитин-связывающих до-
менов в составе комплексов ESCRT не является
необходимым для сортировки грузов [46].

Достоверно известно, что некоторые белки
включаются в состав МВТ по ESCRT-независи-
мому пути. В клетках дрожжей интегральный
мембранный белок Cvt17/Aut5p и белок Sna3p по-
ступают в МВТ независимо от убиквитинирова-
ния [47], а бета цепь рецептора к интерлейкину 2
(IL2-Rb) сортируется в состав экзосом, присоеди-
няясь к HRS вне мотива, взаимодействующего с
убиквитином [48]. Белки с KFERQ-мотивом (на-
пример, фактор, индуцируемый гипоксией 1-аль-
фа (HIF1A), и α-синуклеин) включаются в состав
экзосомального груза при участии LAMP2A и ша-
перона HSC70. Другими словами, некоторые ме-
ханизмы сортировки груза во ВПП очень похожи
на механизмы шаперон-опосредованной аутофа-
гии и эндосомальной микроаутофагии, и по по-
хожему механизму происхлдит сортировка во
ВПП с участием белков Alix, CD63, синтенина,
Rab31, а также церамида [49, 50].

Липиды. Почкование пузырьков из цитозоля
происходит при участии липидов, таких как цера-
мид, который образуется под действием сфинго-
миелиназы из сфингомиелина. Ингибирование
нейтральной сфингомиелиназы (nSMase-2) при-
водит к нарушению формирования ВПП в МВТ и
сокращению секреции экзосом по ESCRT-неза-
висимому пути [51]. Несмотря на то, что не до
конца ясна роль сфингомиелиназы в формирова-
нии других типов мВВ, использование агентов,
ингибирующих нейтральную сфингомиелиназу
(GW4869), и прицельная РНК-интерференция
nSMAse-2 часто используется для доказательства
экзосомальной природы мВВ или указывает на
связь с экзосомами того или иного биологическо-
го эффекта. Однако обязательно стоит упомя-
нуть, что нарушение образования церамида ведет
к изменению многих клеточных функций [52].
Так, при воздействии GW4869 отмечается ком-
пенсаторное увеличение секреции микровезикул
большего размера [53]. Также nSMAse влияет на
весь мембранный трафик после комплекса Голь-
джи, таким образом, предположительно и на лю-

бую секрецию вообще [54]. Церамид также регу-
лирует процессы аутофагии [55], и воздействие на
него может косвенно приводить к нарушению го-
меостаза МВТ. В целом, для интерпретации вли-
яния тех или иных агентов или модуляции актив-
ности генов на секрецию мВВ, необходимо также
учитывать их влияние на другие клеточные про-
цессы, в первую очередь процессы клеточной ги-
бели и аутофагии.

У Caenorhabditis elegans экстернализация фос-
фатидилэтаноламина, который в норме удержи-
вается на цитозольном листке мембраны фермен-
том флиппазой, ведет к почкованию и отшнуров-
ке мВВ [56]. В клетках млекопитающих потеря
мембранной асимметрии фосфатидилсерина и
фосфатидилэтаноламина также ведет к почкова-
нию пузырьков, в этом процессе задействованы
два семейства транслоказ со скрамблазной актив-
ностью [57], но влияние этих процессов на секре-
цию экзосом не установлено.

Синдекан и синтенин. Специфическое направ-
ление трансмембранных белков в состав ВПП
может происходить в результате белок-белковых
взаимодействий [58]. Синтенин-1 и синдекан-1
обнаруживаются в экзосомальных фракциях.
Взаимодействие синтенина-1 с цитозольным до-
меном синдекана-1 привлекает Alix, который
вместе с белками комплексов ESCRT-I и -III спо-
собствует почкованию ВПП. Этот процесс осно-
ван на Src-зависимом эндоцитозе синдекана-1
[59], и требует активности фосфолипазы D2 и ГТ-
Фазы фактора АДФ-рибозилирования 6 (ARF6)
[60]. Однако сомнительна специфичность этого
процесса для экзосом всех клеток. Так, в дендрит-
ных клетках и адипоцитах, синтенин в большин-
стве своем присутствует в мВВ, соответствующих
по характеристикам экзосомам, но обнаружива-
ется и в более крупных везикулах [61]. Более того,
ARF6 задействован в секреции опухолевыми клет-
ками крупных внеклеточных везикул [62]. Таким
образом, ARF6 может принимать участие в секре-
ции разных типов мВВ (рис. 2).

Закисление МВТ. По мере созревания МВТ за-
кисление их внутренней среды необходимо для
слияния МВТ с лизосомами, последующего рас-
щепления и переработки поглощенных компо-
нентов [63]. Ключевую роль в закислении МВТ
играет H+-АТФаза вакуолярного типа (V-АТФа-
за): мультисубъединичный комплекс, образован-
ный трнасмембранным протон-транспортирую-
щим каналом (V0) и цитоплазматическим вне-
мембранным АТФ-гидролизующим комплексом
(V1) [64]. В настоящее время накоплен немалый
объем знаний о многоуровневой регуляции функ-
ции V-АТФазы и ее влиянии на секреторные про-
цессы, в частности на секрецию синаптических
везикул [65, 66].
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Регуляция функции V-АТФазы имеет большое
значение в определении развития МВТ по дегра-
дационному или секреторному пути. Guo и соавт.
(2017) обнаружили, что белки аутофагии Atg5 и
Atg16L147 приводят к диссоциации Е1-субъеди-
ницы V1-АТФазы, уменьшению закисления МВТ
и увеличению секреции экзосом в клетках чело-
века. Показано, что эти белки действуют незави-
симо от Atg7 и классического каскада макроауто-
фагии. Это происходит благодаря следующей

последовательности событий: Atg5, в большом
количестве находящийся на мембранах МВТ,
участвует в упаковке LC3 в состав ВПП, а LC3
в свою очередь связывает Е1 субъединицу V1-АТ-
Фазы и также увлекает ее в состав экзосом, нару-
шая функцию переносчика протонов V1-АТФазы
и приводя к повышению pH МВТ [67].

В 2019 г. Latifkar и соавт. сообщили о роли сир-
туина 1 (SIRT1) в регуляции функции V-АТФазы:
сиртуин 1 увеличивает стабильность мРНК

Рис. 2. На рисунке представлены ESCRT-зависимые (а, б) и ESCRT-независимые (в, г) способы биогенеза ВПП и их
загрузки (cargo loading). 
(а) При классическом ESCRT-зависимом сортинге к убиквитинированному белку последовательно присоединяются
комплексы ESCRT-0, ESCRT-I и ESCRT-II, формируется начальная кривизна мембраны. Под воздействием ESCRT-I,II
белки комплекса ESCRT-III, находящиеся на поверхности эндосом, начинают полимеризоваться сначала в плоскую
спиральную структуру, а затем в объемную коническую спираль, формирующую инвагинацию мембраны. Связываю-
щийся с убиквитином белок Alix может индуцировать полимеризацию комплекса ESCRT-III независимо от ESCRT-I,II.
АТФаза Vps4 обеспечивает привлечение новых субъединиц ESCRT-III и окончательную отшнуровку пузырька, а так-
же деполимеризацию ESCRT-III после формирования ВПП. 
(б) При взаимодействии синдекана с синтенином происходит независимая от ESCRT кластеризация груза (без уча-
стия убиквитина и ESCRT-0) и инвагинация мембраны при участии фосфолипазы D2 и ARF6, а также привлекается
Alix, который участвует в полимеризации ESCRT-III и отшнуровке ВПП. 
(в) Белки, содержащие KFERQ-мотив, направляются в состав ВПП при участии белка мембраны LAMP2A и шаперо-
на HSC70. В формировании ВПП в данном случае участвуют CD63 (который способен формировать тетраспаниновые
домены, обеспечивающие инвагинацию мембраны), Rab31 и церамид. 
(г) Основной ESCRT-независимый механизм формирования ВПП реализуется за счет церамида, образующегося на
мембранах путем гидролиза сфингомиелина нейтральной сфингомиелиназой-2. Церамид способен формировать ли-
пидные рафты, которые за счет физических свойств обеспечивают спонтанное выпячивание мембраны и формирова-
ние ВПП.
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A-субъединицы V1-АТФазы, тем самым увеличи-
вая закисление поздних эндосом и лизосом. Со-
ответственно, снижение экспресии сиртуина 1
ведет к увеличению секреции экзосом, причем в
таких экзосомах обнаруживается большое коли-
чество убиквитинированных белков [68]. Сирту-
ины – ферменты, чье участие в процессах выжи-
вания клеток известно достаточно давно, извест-
но, что их экспрессия снижается с возрастом.
Возможно, снижением экспрессии сиртуинов
можно объяснить увеличение количества экзо-
сом в образцах крови людей старшего возраста.

В своей недавней работе Choezom и соавт.
(2022) показали, что на функцию V-АТФазы так-
же влияет и nSMase-2. V-АТФаза на эндосомаль-
ных мембранах располагается в рафт-подобных
доменах, обогащенных сфингомиелином и холе-
стеролом, и ультраструктурные исследования с
применением криоэлектронной микроскопии
показали, что организованные в определенном
порядке липиды (фосфатидилхолин, фосфатиди-
лэтаноламин, фосфатидилсерин, холестерол) яв-
ляются интегральной частью V0 комплекса и иг-
рают важнейшую роль в сборке и регуляции
функционирования V-АТФазы [69]. nSMase-2
гидролизует сфингомиелин с образованием цера-
мида, который, совместно с холестеролом, про-
воцирует инвагинацию мембраны для формиро-
вания ВПП, и увлекает субъединицы V-АТФазы с
собой, тем самым препятствуя дальнейшему за-
кислению просвета МВТ и способствуя секреции
экзосом [70].

Таким образом, предполагается важная роль
pH в определении развития судьбы МВТ по сек-
реторному или деградационному пути. В некото-
рых случаях, pH является определяющим факто-
ром в осуществлении экзосомами физиологиче-
ских функций: экзосомы, несущие неактивный
pH-чувствительный TGF β-1, активируются в
кислой эндосомальной среде и приобретают воз-
можность индуцировать фенотипические изме-
нения в клетках-акцепторах [71].

Кроме того, существует множество доказа-
тельств того, что V-АТФаза, помимо функции пе-
реносчика протонов, непосредственно участвует
и в процессах экзоцитоза и секреции [66]. Это
продемонстрировано в работе Poëa-Guyon и со-
авт. (2013) на секреторных гранулах клеточной
линии PC12. При достижении определенной кон-
центрации протонов в просвете гранулы ком-
плексы V1 и V0 диссоциируют, благодаря чему V0
оказывается доступной к взаимодействию с дру-
гими белками – ARNO-ARF6 и SNARE, опреде-
ляя секрецию. При фармакологической блокаде
закисления нигерицином или хлоридом аммония
прочность ассоциации V1 и V0 увеличивается, и
секреция сокращается. Однако при диссоциации
субъединиц с использованием бафиломицина за-

кисление просвета прекращается, но секреция не
останавливается. Таким образом, авторами был
сделан вывод, что V0 субъединица служит одно-
временно сенсором кислотности в просвете вези-
кулы и адаптером для последующих ступеней
секреторного пути, однако точные механизмы,
стоящие за этими функциями, пока неясны [72].

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЙ ТРАФИК 
И СЕКРЕЦИЯ ЭКЗОСОМ И мВВ

Молекулы внутриклеточного трафика, кото-
рые осуществляют адресное перемещение МВТ и
их слияние с плазматической мембраной, также
могут использоваться для дифференциации экзо-
сом от эктосом, происходящих из цитоплазмати-
ческой мембраны.

Малые ГТФазы Rab. Члены семейства малых
ГТФаз Rab играют доказанную роль в перемеще-
нии пузырьков между клеточными компартмен-
тами [73] и также могут быть вовлечены в переме-
щение МВТ к плазматической мембране и секре-
цию экзосом. Центральную роль в этом процессе
играет механизм Rab5/Rab7 конверсии, который
определяет превращение ранних эндосом в позд-
ние и их слияние с лизосомами [74]. Предотвра-
щение конверсии Rab5/Rab7 ведет к увеличению
секреции экзосом. В частности, Wei и соавт. было
показано, что Rab31, будучи активированным ре-
цептором эпидермального фактора роста, при-
влекает эффекторные белки, которые инактиви-
руют Rab7 [75]. В недавней работе Verweij и соавт.
показали, что в секреции CD63-позитивных эк-
зосом играет роль еще один каскад конверсии
Rab: Rab7a-Arl8b-Rab27a – который происходит в
области мембранных контактов эндоплазматиче-
ского ретикулума и поздних эндосом/мультиве-
зикулярных телец [76].

Известно, что повреждение Rab27a или Rab27b
приводит к изменению морфологии МВТ и нару-
шает их состыковку с плазматической мембраной
[77]. Также была показана роль Rab35 в секреции
экзосом олигоденроцитами [78]. Rab11 также
участвует в биогенезе МВТ и их стыковке с плаз-
матической мембраной, при этом его функция
находится в тесной взаимосвязи с внутриклеточ-
ным уровнем кальция и, по-видимому, является
специфичной для клеток определенных типов
[79, 80].

Интересно, что Rab35 и компоненты комплек-
са ESCRT (прежде всего Alix) также ответственны
за обусловленный активностью массовый эндо-
цитоз (ОАМЭ, activity dependent bulk endocytosis –
ADBE), который является необходимым для
образования синаптических пузырьков, и рецир-
куляции пресинаптических белков [81, 82]. Это
подтверждается повышением иммунореактивно-
сти Alix в пресинаптических компартментах си-
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напсов, находящихся в состоянии высокочастот-
ной активации при эпилептических приступах [83].

Помимо своей роли в переработке белков
(в частности рецептора к трансферрину), Rab11
в настоящее время рассматривается как один
из важнейших участников эндосомального тра-
фика в нервных клетках. Rab11 осуществляет
плейотропные функции, в том числе модулирует
эффективность синаптической передачи (пред-
положительно за счет взаимодействия с эпсилон-
субъединицей V-АТФазы [84]), участвует в транс-
порте многих важных для развития и регенерации
нервных клеток молекул (AMPA-рецепторы, ин-
тегрины, Trk, протрудин [85, 86]), благодаря чему
играет важную нейропротективную роль при мно-
гих нейродегенеративных заболеваниях [87].

SNARE. ГТФазы Rab могут действовать на
слишком ранних или неспецифических этапах
внутриклеточного транспорта, чтобы их можно
было использовать для модулирования секреции
экзосом. Поэтому главной задачей в изучении
биогенеза экзосом является установление специ-
фических комплексов SNARE, ответственных за
слияние мембраны МВТ с плазматической мем-
браной. На настоящий момент показано, что
YKT6 SNARE необходим для секреции Wnt-пози-
тивных экзосом [88], а Syx-5, гомолог синтакси-
на-5 C. elegans, направляет МВТ к плазматиче-
ской мембране при участии малой ГТФазы Ral-1
[89]. Однако оба этих белка участвуют в трафике
мембран от ЭПР к комплексу Гольджи, поэтому
их ингибирование также связано с нарушением
обычных секреторных путей. Также было показано,
что специфичный для нейронов белок SNARE
синтаксин-1А, участвующий в секреции синап-
тических пузырьков, влияет на секрецию экзосом
у дрозофил [90]. На клетках линии HeLa, ассоци-
ированный с плазматической мембраной SNARE
SNAP-23, опосредует слияние МВТ с плазмати-
ческой мембраной спонтанно и после воздей-
ствия гистамина [91]. Эти белки участвуют в про-
цессах слияния в непосредственной близости от
плазматической мембраны, и потому могут быть
не задействованы в обычном внутриклеточном
трафике мембранных компонентов, тем не менее,
они могут быть вовлечены в процессы секреции
из секреторных гранул.

Цитоскелет. Для почкования и отшнуровки ВВ
необходима полимеризация актина под плазма-
тической мембраной и сокращение актомиози-
нового комплекса [92], регулируемое малыми
ГТФ-азами RhoA. Однако состояние актинового
пула вокруг МВТ и его влияние на формирование
ВПП не исследовалось. Нельзя исключать, что
для слияния МВТ с плазматической мембраной и
выброса экзосом необходима локальная деполи-
меризация кортикального актина. Таким обра-
зом, можно предположить, что воздействие на

актин косвенно увеличивает секрецию экзосом.
Предполагается, что для транспорта МВТ к плаз-
матической мембране требуется участие системы
микротрубочек [93]. Ее повреждение ведет к
уменьшению секреции экзосом, но также воздей-
ствует на другие мембранные компартменты [94].
Поэтому мембранные компоненты могут исполь-
зоваться для различения экзосом и эктосом, но
воздействие на них также могут привести к мно-
жеству неспецифических эффектов (рис. 3).

БИОЛОГИЯ ПОГЛОЩЕНИЯ ВВ 
И ОСУЩЕСТВЛЕНИЕ ИМИ ФУНКЦИЙ

Высокий интерес исследователей к ВВ обу-
словлен их способностью вызывать фенотипиче-
ские изменения в клетках-акцепторах. Различия
в размере и структуре ВВ могут оказывать влия-
ние на их распознавание и поглощение клетками-
мишенями. Например, микропиноцитоз совме-
стим с захватом отдельных мВВ, но не с крупны-
ми ВВ или агрегатами мВВ [95].

Предложено несколько схем взаимодействия
ВВ с клетками-акцепторами. Это слияние с целе-
вой клеткой и высвобождение содержимого ВВ
в цитоплазме, воздействие лигандов на поверх-
ности ВВ на рецепторы клетки-акцептора (kiss-
and-run) и разрушение ВВ в непосредственной
близости к мембране клетки-акцептора с после-
дующим воздействием содержимого ВВ на рецеп-
торы клетки. Например, при осуществлении им-
мунного ответа, ВВ, несущие на себе молекулы
MHC, могут активировать TCR на поверхности
Т-лимфоцитов [96]. ВВ могут быть поглощены
клеткой и направлены на деградацию в лизосомы
или переработаны и вновь секретированы во вне-
клеточное пространство. Такой тип показан на
клетках рака молочной железы: поглощенные
CD81-позитивные экзосомы фибробластов внут-
ри клеток связываются с Wnt11 и повторно секре-
тируются, тем самым стимулируя подвижность
находящихся рядом раковых клеток по Wnt-зави-
симому пути [97].

Однако главное свойство ВВ – способность за-
ключать молекулы в состав пузырька с липидным
бислоем и переносить их на расстоянии. Не-
сколько исследований показывают роль ВВ в
прогрессировании онкологических заболеваний,
например, путем обмена РНК между клетками
глиобластомы и эндотелием [98], онкогенными
ДНК и ретротранспозонами, между клетками ме-
дуллобластомы и эндотелием [98], а также путем
обмена белками, как например рецептором эпите-
лиального фактора роста вариант III (EGFRvIII)
между клетками глиомы [99].

Роль ВВ в обмене белками показана в нервной
системе, где опосредованный ВВ перенос белка
синаптотагмина 4 из пресинаптических клеток к
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постсинаптическим обеспечивает ретроградный
контроль пресинаптической активности [100], а
постсинаптические нейроны секретируют экзо-
сомы, содержащие GluR2,3 субъединицы AMPA-
рецептора (но никогда – субъединицы NMDA-
рецептора) и синаптобревин, необходимый для
высвобождения нейромедиатора из синаптиче-
ского пузрька – предполагается, что благодаря
этому возможно быстрое возобновление в преси-
наптических нейронах пула белков, необходимых
для секреции [101, 102]. В дополнение, при опо-
средовании ВВ может происходить обмен между
моноцитами и эндотелиальными клетками хемо-
киновым рецептором CCR5, который необходим
для передачи и распространении ВИЧ-1, что при-
водит к проникновению вируса в клетки, изна-

чально лишенные машинерии для его воспроиз-
ведения [103].

Механизмы поглощения ВВ и доставки их гру-
зов в цитозоль клеток-акцепторов по-прежнему
описаны не полностью. Первый шаг в этом
процессе состоит в “наведении” ВВ на клетку-
акцептор. До сих пор вопрос о том, обусловлена
ли специфичность воздействия типом клеток или
субпопуляцией ВВ, или этот процесс является не-
специфическим и стохастическим, остается нере-
шенным, и в литературе можно найти подтвер-
ждения обеим этим гипотезам.

Например, олигодендроцитарные мВВ погло-
щаются преимущественно микроглией, а не ней-
ронами. мВВ первичных нейронов захватыва-
ются только другими нейронами [104], а мВВ
нейробластомы в равной степени связываются с

Рис. 3. На рисунке представлены основные участники биогенеза, внутриклеточного трафика и секреции экзосом и эк-
тосом. Центральную роль в определении судьбы мультивезкулярных телец играет механизм Rab5/Rab7 конверсии:
Rab7-позитивные МВТ с большей вероятностью оказываются направлены на деградацию, тогда как предотвращение
смены Rab5 на Rab7 (в частности, при участии Rab31) определяет секрецию. Не менее важное значение играет pH
МВТ, который в первую очередь обеспечивает V-АТФаза. Atg5 и нейтральная сфингомиелиназа-2 приводят к сниже-
нию активности V-АТФазы, что уменьшает закисление МВТ и способствует секреции экзосом. Сиртуин 1, напротив,
увеличивает стабильность мРНК V-АТФазы и способствует закислению МВТ и их направлению на деградацию. В
стыковке МВТ с пламатической мембраной важную роль играют малые ГТФазы Rab11, 27, 35, а также комплекс
SNARE. Эктосомы формируются путем прямого отшнуровывания от плазматической мембраны при участии TSG-101
(компонент ESCRT-комплекса), Аннексина А1, ГТФаз ARF1 и ARF6, кислой сфингомиелиназы и других молекул.
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астроцитами [102]. В то же время показано, что
при повышенном уровне глутаматергической
трансмиссии в соседних к активным нейронам
олигодендроцитах повышается уровень Ca2+ и
увеличивается секреция экзосом, которые селек-
тивно связываются с нейронами и оказывают
нейропротекторный эффект, внося вклад в аксо-
нальный гомеостаз и регуляцию нейропластич-
ности [105].

Напротив, клетки линии HeLa способны свя-
зывать большой набор ВВ, продуцируемых раз-
личными клетками [106], что справедливо и для
многих других клеток, что было показано в иссле-
дованиях с липофильными красителями и флуо-
ресцентным CD63 [107]. Более того, возможен и
межвидовой обмен ВВ – между мышиными клет-
ками и человеческими [5]. Тем не менее, нельзя
исключить возможность существования специ-
фического механизма захвата, обусловленного
типом клетки и субпопуляцией ВВ. CD47, ассо-
циированный с интегринами белок, который за-
щищает клетки от фагоцитоза, часто можно обна-
ружить на поверхности ВВ, что увеличивает
время их циркуляции в крови и защищает от фа-
гоцитоза моноцитами и макрофагами [108]. Та-
ким образом, возможно наведение ВВ может
быть достигнуто по механизму отрицательной се-
лекции. Идентификация других подобных ком-
понентов на разных типах ВВ может дать возмож-
ность разработки новых моделей и способов при-
менения ВВ.

Второй шаг – точка входа в клетку-акцептор.
Большинство исследований свидетельствуют об
интернализации ВВ, однако происходит ли это
неспецифическим путем (макро или микропино-
цитоз) или посредством специфического рецеп-
тор-зависимого взаимодействия, неясно. Пред-
полагается роль различных молекул на поверх-
ности ВВ и клеток-акцепторов – интегринов,
лектинов/протеогликанов, Т-клеточных имму-
ноглобулинов и муцин домен-содержащего белка 4
(Tim4) – в процессе поглощения, а, значит, они
могут влиять и на специфичность наведения [7,
109, 110]. Однако ни один из этих компонентов не
является достаточным и необходимым условием
для поглощения ВВ. Различные субпопуляции
ВВ несут на своей поверхности одинаковые по-
верхностные белки и, вероятно, один из них игра-
ет роль лиганда для рецептора, обеспечивающего
интернализацию, аналогично механизму захвата
липопротеинов низкой плотности [111].

Третий – и последний – шаг заключается в до-
ставке содержимого ВВ в клетку-акцептор. Пер-
вый очевидный вариант – слияние ВВ с плазма-
тической мембраной. Этот путь наиболее вероя-
тен для эктосом, которые способны переносить
ДНК [112], поскольку они имеют слишком боль-
шой размер, чтобы быть интернализированными,

а также очень близкий по свойствам состав мем-
браны. Однако большинство публикаций на эту
тему свидетельствуют об интернализации ВВ пе-
ред высвобождением груза. В таком случае ВВ
сначала оказывается в составе эндосомы, а слия-
ние их мембран происходит в процессе снижения
pH [113]. Также описаны некоторые неожидан-
ные механизмы доставки груза, например, напря-
мую в ядро путем слияния с ними содержащих ВВ
эндосом [114, 115].

ПОВЕРХНОСТНЫЕ БЕЛКИ ЭКЗОСОМ 
(ПРОТЕОСТЕММА, ЭПИПРОТЕОМ)

На поверхности экзосом располагаются белки
разных функциональных классов, они могут быть
интегральными или периферическими. Инте-
гральные белки могут иметь несколько трансмем-
бранных доменов, а периферические белки взаи-
модействуют с поверхностью мембраны путем
нековалентных взаимодействий с интегральными
белками или электростатического взаимодей-
ствия с гидрофильными головками фосфолипи-
дов наружного слоя мембраны. Всю совокуп-
ность периферических поверхностных белков
для удобства стоило бы назвать одним словом,
например, протеостемма (т.е. белковая коро-
на). В целом, поверхностные белки экзосом –
это тетраспанины (CD9, CD63, CD81) [116] белки
транспорта/слияния (аннексин, флотиллин, Rab
ГТФ-азы), антиген презентирующие белки, ин-
тегрины, молекулы клеточной адгезии, рецепто-
ры (рецепторы ростовых факторов, цитокинов,
сигнальных путей, липопротеинов [117]), шапе-
ронины, гепарин-связывающие белки, фермен-
ты, факторы свертывания крови, белки связыва-
ющие нуклеиновые кислоты и иммуноглобулины
[118, 119]. Поверхностные белки отражают приро-
ду и состояние клетки-донора, а также позволяют
различать субпопуляции ВВ [119, 120]. Среди мар-
керов экзосом клеток нервной системы достаточ-
но широко изучены NCAM и L1CAM (CD171)
(для нейронов) и GLAST (для астроцитов) [121–
123]. Известно, что рецептор-опосредованный
трансцитоз экзосом через ГЭБ зависит от трех ти-
пов рецепторов: рецептора трансферрина, рецеп-
тора инсулина и рецептора липопротеинов низ-
кой плотности – которые находятся на апикаль-
ной мембране эндотелиоцитов, обращенной в
просвет капилляров [36].

Поверхностные и внутренние белки экзосом
различаются по составу: поверхностные белки на
51.1% состоят из цитоплазматических белков и
на 16.8% из ядерных белков (вдвое больше, чем
внутренние белки – 8.3%). Предполагается, что
поверхностные белки на экзосомах выполняют те
же функции, которые они выполняют на плазма-
тической мембране клеток, особенно если их
ориентация относительно мембраны совпадает
[124]. Однако было показано, что почти треть по-
верхностных белков экзосом имеют обратную
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ориентацию, по сравнению с белками плазмати-
ческой мембраны. Это может значительно влиять
на результаты широко используемых методов им-
мунной маркировки (антительные микрочипы,
конфокальная иммунофлуоресценция, проточ-
ная цитометрия и др.) и искажать их. Кроме того,
определение поверхностных белков затрудняется
их гидрофобностью, гетерогенностью и относи-
тельно малой представленностью, по сравнению
с внутренними белками, что приводит к их вытес-
нению из общей протеомной картины.

В настоящее время наиболее надежное опре-
деление поверхностных белков достигается путем
масс-спектрометрии [125]. Предложено несколь-
ко способов пробоподготовки для обогащения
фракции мембранных белков в пробах для прове-
дения масс-спектрометрии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Секреция внеклеточных везикул является эво-
люционно древним, наблюдаемым как у эукариот,
так и у бактерий и архей, механизмом, который
тесно взаимосвязан со многими другими фунда-
ментальными процессами в клетке. Все процессы
биогенеза ВВ строго и на многих уровнях регули-
руются. В настоящее время наибольшее внима-
ние научного сообщества приковано к малым
внеклеточным везикулам, в частности к экзосо-
мам, благодаря их уникальным свойствам, кото-
рые делают экзосомы многообещающим предме-
том для изучения в качестве диагностического и
терапевтического агента. Можно даже говорить о
выделении отдельного направления современной
биологии – везикуломике.

Несмотря на то, что машинерия биогенеза
мВВ во многом пересекается с компонентами хо-
рошо известных процессов и в последние годы
появляется множество исследований, проливаю-
щих свет на те или иные аспекты биологии вези-
кул, нам по-прежнему мало известно о строго
специфических для них структурных и функцио-
нальных детерминантах, особенностях разных
популяций везикул и везикул разного клеточного
происхождения. Для того, чтобы лучше понять
функции мВВ, мы считаем совершенно необхо-
димым идентификацию их структурных детерми-
нант, обусловливающих реализацию физиологи-
ческого ответа в клетках-акцепторах.
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Structural Determinants of Small Extracellular Vesicles (Exosomes)
and Their Role in Biological Functions

A. M. Tourchinetsa and A. A. Yakovleva, b

aScientific and Practical Psychoneurological Center named after Z.P. Solovyov DZM, Moscow, Russia
bInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology RAS, Moscow, Russia

Extracellular vesicles (EVs) are a new and actively developing area of modern experimental and theoretical
biology, which attracts researchers primarily by the possibility of using EVs as diagnostic biomarkers and ther-
apeutic agents. Currently, the greatest amount of data has been accumulated on small extracellular vesicles
(sEVs) – exosomes, vesicles of endosomal origin, and ectosomes (previously known as microvesicles), which
are the product of direct budding from the plasma membrane. In this review, we address the major steps in
the biogenesis of exosomes and ectosomes, the major processes of intracellular membrane trafficking, and
signaling involving sEVs. The role of the sEVs in the physiology and pathophysiology of the nervous system
is also discussed, as well as many promising aspects of the study of sEVs biology.

Keywords: extracellular vesicles, small extracellular vesicles, exosomes, ESCRT, SNARE, Rab-GTPase, signal-
ing, endolysosomal system, multivesicular body, membrane trafficking, intercellular communications



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (Adobe RGB \0501998\051)
  /CalCMYKProfile (Photoshop 5 Default CMYK)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize false
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /BleedOffset [
        14.173230
        14.173230
        14.173230
        14.173230
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /ClipComplexRegions true
        /ConvertStrokesToOutlines false
        /ConvertTextToOutlines false
        /GradientResolution 300
        /LineArtTextResolution 1200
        /PresetName ([High Resolution])
        /PresetSelector /HighResolution
        /RasterVectorBalance 1
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.000 842.000]
>> setpagedevice


