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Внеклеточные везикулы представляют собой макромолекулярные комплексы, продуцируемые
практически всеми типами эукариотических и прокариотических клеток. Согласно современным
представлениям, они позволяют клеткам обмениваться информацией, регулировать активность
друг друга и координировать свои действия в процессах развития организма, поддержания гомео-
стаза, регенерации тканей и пр. Внеклеточные везикулы обладают рядом уникальных свойств: спо-
собностью накапливать определенные типы белков и нуклеиновых кислот, защищать их от дегра-
дации и обеспечивать их доставку в целевые клетки, что может быть использовано при создании
биомиметических подходов к терапии широкого спектра заболеваний. Состав везикул, предпочте-
ние к докингу с определенным типом клеток и, в конечном счете, их терапевтический потенциал
являются очень гибкими параметрами и в высокой степени зависят от типа и свойств культуры кле-
ток-продуцентов, а также условий культивирования. Данный обзор дает представление о состоянии
и перспективности терапевтических стратегий, предполагающих использование внеклеточных
везикул для нейропротекции и стимуляции регенерации ткани головного мозга после поврежде-
ния, а также рассматривает существующие клинические исследования с применением внеклеточ-
ных везикул в области неврологии и нейрохирургии. Особое внимание в обзоре уделено новым пер-
спективным подходам к увеличению продукции внеклеточных везикул, манипуляции их содержи-
мым и увеличению эффективности направленного докинга с целью увеличения их терапевтической
активности и специфичности.
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ВВЕДЕНИЕ

Увеличение средней продолжительности жиз-
ни коррелирует с ростом частоты встречаемости
сосудистых патологий головного мозга: острых и
хронических нарушений мозгового кровообра-
щения [1]. Ряд данных заболеваний (геморраги-
ческий инсульт) и их отсроченных последствий
(демиелинизирующие и нейродегенеративные со-
стояния) на сегодняшний день не имеют эффек-
тивной патогенетической терапии и являются не-
решенной медицинской проблемой [2, 3].

В то же время, исследования последних лет по-
казывают, что создание препаратов, способных
замедлить прогрессирование повреждения моз-
говой ткани и стимулировать ее регенерацию,
принципиально возможно [4–6]. В частности, ос-
новой для их создания могут стать нейральные
стволовые клетки (НСК) и мезенхимные стволо-
вые/стромальные клетки (МСК) или продукты
их секреции, содержащие широкий спектр био-
логически активных веществ и молекулярных
комплексов, переносимых в виде растворимых
факторов и в составе внеклеточных везикул (ВВ)
[4–6]. Множество исследований, как in vitro, так и
in vivo, демонстрируют, что компоненты секрето-
ма обладают нейропротективными и противовос-
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палительными свойствами, т.е. способны пре-
пятствовать развитию патогенетических меха-
низмов, характерных для острейшего и острого
периодов в клинике повреждений мозговой тка-
ни [7, 8]. Помимо этого, компоненты секретома
способны стимулировать восстановление на по-
дострой и хронической стадиях поврежденной
мозговой ткани, запуская процессы ангиогенеза,
нейрогенеза и активируя резидентные стволовые
клетки [9, 10].

Растворимые факторы и молекулярные ком-
плексы (прежде всего, везикулы), входящие в
состав секретома стволовых клеток, обладают
различными механизмами действия и динамикой
реализации биологического эффекта, и вследствие
этого функционально дополняют друг друга. Так,
нейротрофические факторы роста и цитокины в
составе секретома в основном обеспечивают не-
медленный эффект секретома (нейропротекция в
острейшем и остром периоде) через активацию
специфических рецепторов и сигнальных каска-
дов [11, 12], однако, продолжительность такого
эффекта невелика ввиду быстрой деградации
этих белковых молекул в очаге повреждения.
Большинство белков, входящих в состав раство-
римой фракции секретома, не способно прони-
кать через гематоэнцефалический барьер [13].

Компоненты везикулярной фракции секрето-
ма (экзосомы, микровезикулы и пр.) обладают
принципиально другим механизмом реализации
биологической активности: прежде всего, они пе-
реносят кодирующие и некодирующие регуля-
торные РНК, которые, проникая внутрь целевых
клеток, способны изменять транскрипционную
активность последних [14, 15]. Это позволяет
управлять поведением клеток и/или изменять их
свойства на достаточно длительный период вре-
мени, что необходимо для полноценной регене-
рации поврежденной ткани. Везикулы обладают
и другим важным для реализации нейропротек-
тивной активности свойством – способностью
проникать через гематоэнцефалический барьер
[16, 17], что потенциально позволяет им достигать
поврежденных клеток в очаге повреждения, даже
при внутривенном введении. Совокупность свойств
ВВ позволяет рассматривать их, как основу для
разработки перспективных лекарственных кан-
дидатов для нейропротекции и профилактики
осложнений после повреждения нервной ткани.

Более того, активное развитие молекулярно-
биологических и клеточных технологий позволя-
ет многократно усилить потенциал технологии
ВВ. Так, на сегодняшний день реальностью стали
как подходы, увеличивающие эффективность за-
грузки ВВ необходимыми молекулами и повыша-
ющие специфичность их докинга с целевыми
клетками, так и подходы к направленному изме-
нению условий культивирования клеток, усили-

вающие продукцию ВВ [18, 19]. Высокий терапев-
тический потенциал препаратов на основе ВВ,
а также взрывной рост достижений в этой обла-
сти подтолкнул нас к написанию данного обзора,
в котором мы хотим рассмотреть накопленный
опыт, перспективы и ограничения применения
таких препаратов в терапии повреждений мозго-
вой ткани.

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ: 
ПОДТИПЫ И МЕХАНИЗМЫ БИОГЕНЕЗА

Механизм передачи информации посредством
продукции и захвата ВВ является консерватив-
ным и встречается у всех живых организмов от
прокариот до высших эукариот [20]. Изначально
секреция ВВ рассматривалась лишь как способ
утилизации ненужных клетке компонентов, од-
нако сейчас их считают важнейшим способом
коммуникации между клетками. На сегодняш-
ний день известно, что ВВ переносят от клетки к
клетке в неизменном состоянии рецепторы, фак-
торы роста, липидные комплексы, нуклеиновые
кислоты (включая различные типы РНК), делая
возможной одновременную передачу нескольких
различных типов сигнальных молекул в нативном
виде [20–22].

Морфологически ВВ представляют собой по-
крытые билипидной мембраной полые пузырьки
[23, 24]. Их классификация в настоящее время ба-
зируется на биогенезе, размере и биологических
функциях (табл. 1). Основываясь на этих пара-
метрах, выделяют множество типов ВВ [20, 25].
Однако в терапевтическом применении важней-
шими уже долгое время остаются следующие
два основных класса: экзосомы и микровезикулы
[25, 26].

В отличие от микровезикул, которые имеют
размеры 100–1000 нм и “отпочковываются” не-
посредственно от плазматической мембраны, экзо-
сомы имеют существенно меньший размер (около
50–150 нм) и синтезируются в эндолизосомаль-
ном компартменте, также называемом компарт-
ментом мультивезикулярных телец (multivesicular
endosomes, MVBs) [27]. Биогенез экзосом приня-
то сейчас разделять на несколько параллельных
независимых путей, в частности, ESCRT (endoso-
mal sorting complex required for transport)-зависи-
мый механизм и ESCRT-независимый путь, за-
действующий тетраспанины [20, 28].

ВВ разных типов не имеют уникальных специ-
фических маркеров, поскольку все маркеры, пред-
ложенные на данный момент для идентификации,
могут быть в той или иной степени экспонирова-
ны как на экзосомах, так и на микровезикулах.
Выделение и очистка ВВ может быть выполнена
различными методами, включая такие как уль-
трацентрифугирование, ультрафильтрация, цен-
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трифугирование в градиенте сахарозы, иммуно-
преципитация, высокоэффективная жидкостная
хроматография и другие [29]. Разнообразие мето-
дов выделения ВВ, отсутствие специфических
маркеров и стандартных протоколов по выделе-
нию, приводит к получению “смешанных” фрак-
ций и появлению проблемы правильной интер-
претации результатов. Поскольку на сегодняш-
ний день не представляется возможным 100%
четкое разделение фракции ВВ на экзосомы и
мультивезикулярные тельца, во многих статьях
термин “внеклеточные везикулы” используется
для обозначения обоих типов.

МЕХАНИЗМЫ СОРТИРОВКИ 
БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ 

ВО ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ

Содержимое ВВ варьирует в зависимости от их
типа, свойств и условий культивирования кле-
ток-продуцентов [30]. Необходимым условием
создания препаратов на основе ВВ является раз-
работка подходов к получению терапевтически
значимых количеств ВВ с относительно постоян-
ным составом по ключевым активным (действу-
ющим) молекулам. Большáя часть содержимого
ВВ оказывается в них посредством отшнуровыва-
ния участка цитоплазмы и, соответственно, может
включать практически любой из компонентов
цитоплазмы [31]. Таким образом, во ВВ попадают
цитоплазматические белки, мРНК и некодирую-
щие РНК, однако существует ряд природных ме-
ханизмов, которые обогащают содержимое ВВ
(прежде всего, это касается экзосом) определен-
ными типами белков и РНК. Изучение данных
механизмов, поиск подходов к манипуляции ими
и разработка новых биомиметических подходов с

высокой вероятностью позволят приблизить со-
здание целого ряда препаратов для коррекции
острых и хронических патологий нервной си-
стемы.

Как и следует из названия при ESCRT-опосре-
дованном механизме образования экзосом клю-
чевую роль в направленной сортировке белков в
везикулы выполняют компоненты системы ESCRT
(ESCRT-0/-I/-II/-III), которые, идентифицируя
меченные белки, стягивают их в формирующиеся
экзосомы [32, 33]. Существует множество указа-
ний на то, что основным способом мечения сор-
тируемых белков являются их пост-трансляцион-
ные модификации (ПТМ), при этом большое
количество белков-участников системы ESCRT
(порядка 20) и их уникальные свойства позволя-
ют системе ESCRT распознавать широкий спектр
ПТМ [34]. Так, компоненты ESCRT-0/-I/-II
распознают белки, убиквитинилированные по
остатку Lys-63 [35]. Данный тип убиквитинили-
рования осуществляют убиквитинлигазы семей-
ства Nedd4, распознающие сигнальную пептид-
ную последовательность PPxY [36]. SUMOилиро-
вание белков, т.е. их конъюгация с белком SUMO
(Small Ubiquitin-like Modifier) посредством SUMO-
конъюгирующих ферментов (например, UBC9),
также является одним из способов мечения бел-
ков, подлежащих сортировке в экзосомы [37].
Предполагают, что ключевую роль в сортировке
SUMOилированных белков в формирующиеся ВВ
выполняют компоненты ESCRT-III [38]. Одним
из белков, который транспортируется в экзосомы
по данному механизму является гетерогенный
ядерный нуклеопротеин hnRNPA2B1, который
считается ключевым участником направленного
транспорта микроРНК и днРНК (длинных неко-
дирующих РНК) во ВВ [39].

Таблица 1. Характеристика основных типов ВВ [22, 25]

Тип везикул Характеристики

происхождение размер, нм маркеры содержимое

Экзосомы

Эндолизосомальный путь; 
интралюминальное отпоч-
ковывание в мультивезику-

лярном компартменте 
и слияние частиц с плазма-

тической мембраной

50–150

Тетраспанины (напр. 
TSPAN29 и TSPAN30), 

ESCRT, PDCD6IP, 
TSG101, флотилин

мРНК, миРНК 
цитоплазматические 
и мембранные белки, 
включая рецепторы 
и МНС молекулы

Микровезикулы

Клеточная мембрана, 
отпочковывание напрямую 

от плазматической 
мембраны

100–1000 Интегрины, селек-
тины, CD40 лиганд

мРНК, миРНК цито-
плазматические 

и мембранные белки, 
включая рецепторы

Апоптотические 
везикулы и тельца

Клеточная мембрана; 
в процессе пузырения 
клеток, вступивших 

в апоптоз

100–5000 Значительное количе-
ство фосфатидилсерина

Любые фрагменты 
клеток, включая 

фрагменты 
клеточных органелл
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Сигналом к сортировке белков в экзосомы мо-
гут служить и другие виды ПТМ: фосфорилирова-
ние (с участием сериновых, тирозиновых и трео-
ниновых киназ) [40], N-гликозилирование остат-
ками маннозы и полилактозы (осуществляется
ферментами семейства N-ацетилглюкозаминил-
трансфераз) [41] и, по-видимому, цитруллиниро-
вание остатков аргинина (осуществляет фермент
пептидил-аргинин-дезаминаза) [42].

Строгого доказательства роли цитруллиниро-
вания белков в мечении их для системы ESCRT
нет, однако в пользу этого косвенно свидетель-
ствует высокое содержание таких белков во ВВ
(фибронектин, α2-микроглобулин, фибриноген,
отдельные цепи иммуноглобулинов) [43]. Стоит
отметить, что ни один из видов ПТМ белков, под-
лежащих сортировке во ВВ, не является универ-
сальным – эффект такой модификации во мно-
гом определяется ее характером (например, убик-
витинилирование по остаткам Lys-46 или -63),
свойствами белка-мишени, типом клеток и соот-
ношением в ней отдельных компонентов системы
ESCRT [40–44]. Система сортировки содержимо-
го ВВ является тонко настроенным механизмом и
многое в ее функционировании и регуляции пока
остается неясным.

В ряде случаев активная сортировка белков во
ВВ может играть и негативную роль, опосредуя
загрузку во ВВ патогенных молекул, что приводит
к диссеминации патогена и способствует более
быстрому прогрессированию заболевания. Так,
было показано, что Nedd4-зависимое убиквити-
нилирование является необходимым условием
сортировки вирусных белков (ретровирусов и ви-
руса Эпштейн–Барра) во ВВ [45], SUMOилирова-
ние играет важную роль в везикул-опосредованной
диссеминации α-Синуклеина и прогрессирова-
нии болезни Паркинсона [46], а фосфорилирова-
ние Tau-белка по остатку Thr-1801 способствует
его упаковке в формирующиеся экзосомы и уско-
ряет течение болезни Альцгеймера [47].

Помимо ПТМ сортировка отдельных белков
во ВВ может определяться наличием у них опре-
деленных белковых доменов: WW-домен и Coiled
coil-домен [44]. Механизм сортировки таких бел-
ков, по-видимому, обусловлен их белок-белко-
выми взаимодействиями с ПТМ-мечеными бел-
ками с последующим транспортом образовав-
шихся комплексов в везикулы.

Существует и ESCRT-независимый путь фор-
мирования ВВ, в котором задействованы тет-
распанины, сфинголипиды и церамиды, однако
механизм его функционирования пока не пол-
ностью понятен. Показано, что тетраспанины
способны формировать в мембране “островки”
(участки повышенной со-локализации), вызывая
искривление поверхности мембраны, а связанные с
ними белки цитоскелета способствуют смыка-

нию краев и отпочковыванию экзосом [48]. Было
показано, что важную роль в латеральном взаи-
модействии тетраспанинов играют их ПТМ: паль-
митолеирование и миристилирование [48, 49].
Что касается загрузки ВВ, образующихся по
ESCRT-независимому механизму, то она, по-ви-
димому, обусловлена способностью тетраспани-
нов взаимодействовать с мембранными белками
и белками цитоскелета с последующей их со-ло-
кализацией в экзосомы [48]. При этом было по-
казано, что моно- и полиубиквитинилирование
сортируемых белков увеличивает вероятность их
упаковки в экзосомы. Каждый из тетраспанинов
обладает сродством к определенному спектру
белков, что и обеспечивает вариабельность соста-
ва таких экзосом в зависимости от типа клеток-
продуцентов и их физиологического состояния.

Для сортировки кодирующих и регуляторных
РНК в экзосомы было показано несколько меха-
низмов, большинство из которых включает ко-
транспорт с РНК-связывающим белком (белки
семейства hnRNP, YBX1, белки аргонавты Ago2
и др.) [39, 44]. Так, белки hnRNPA1 и hnRNPA2B1
способны распознавать и связывать молекулы
РНК, содержащие GAGAG/GGAG-последова-
тельности, соответственно [50, 51]. В ряде работ
было также установлено, что существуют и аль-
тернативные механизмы транспорта микроРНК в
экзосомы, обусловленные аденилированием или
уридинилированием (в зависимости от типа кле-
ток-продуцентов) 3'-конца микроРНК, а также
активностью нейтральной сфингомиелиназы 2 и
продукцией церамида, однако детали функцио-
нирования этих механизмов изучены недостаточ-
но [44].

ОПЫТ ПРИМЕНЕНИЯ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ 
ВЕЗИКУЛ И ПРЕПАРАТОВ НА ИХ ОСНОВЕ 

ДЛЯ КОРРЕКЦИИ ПОВРЕЖДЕНИЙ ЦНС
В нервной системе ВВ являются важными

участниками межклеточной коммуникации и иг-
рают важную роль в поддержании и восстановле-
нии нейронных функций [52, 53]. С бурным тех-
нологическим развитием ВВ стали использовать
для расширения терапевтических возможностей,
например, для адресной доставки лекарств [54, 55].
В контексте систем доставки клиническое одоб-
рение получили и некоторые хорошо зарекомен-
довавшие себя синтетические наноструктуры, та-
кие как липосомы [56]. Однако важно уточнить,
что их терапевтические эффекты оказались огра-
ничены из-за активации систем врожденного им-
мунитета и быстрого выведения из крови [57].
В сравнении с синтетическими системами до-
ставки лекарств, ВВ представляют собой более
сложную и биосовместимую форму доставки и
менее иммуногенны, а различные поверхностные
мембранные молекулы ВВ позволяют им преодо-
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левать гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) и
адресно доставлять свое содержимое к клеткам-
мишеням [58–60]. Указанные свойства ВВ де-
монстрируют их огромный терапевтический по-
тенциал при лечении заболеваний центральной
нервной системы (ЦНС).

Патофизиологические механизмы, лежащие
в основе неврологических заболеваний достаточ-
но сложны и некоторые из них еще предстоит
досконально изучить. Важной особенностью па-
тологий головного мозга является то, что, в це-
лом, для них характерны одни и те же патогенети-
ческие/патофизиологические звенья, а различия
в клинической картине по большей части обу-
словлены преобладанием того или иного патоло-
гического процесса или процессов, областью и
объемом повреждения. Так, для острых повре-
ждений головного мозга (инсульты, травмы го-
ловного мозга, острые интоксикации и инфекци-
онные болезни) ключевыми звеньями патогенеза
являются ишемическое, глутамат-опосредован-
ное и гемоглобин-опосредованное повреждение
нейронов, нарушение гематоэнцефалического
барьера и нейровоспаление, которые вкупе при-
водят ко вторичному повреждению мозговой тка-
ни и расширению первичного очага повреждения
[61, 62]. При хроническом повреждении (нейро-
дегенеративные и демиелинизирующие заболева-
ния) в патогенезе преобладают играют нейровос-
паление и ишемическое повреждение мозговой
ткани [63]. Общность патогенетических механиз-
мов, лежащих в основе острых и хронических по-
вреждений головного мозга, позволяет предполо-
жить, что лекарственный кандидат, обладающий
комплексным действием и препятствующий раз-
витию таких патологических процессов, может
оказаться действенным универсальным средством
для лечения широкого спектра повреждений моз-
говой ткани и профилактики возможных ослож-
нений.

Первоначально для стимуляции нейропротек-
ции и стимуляции процессов регенерации в нерв-
ной ткани после повреждения были предложены
методы клеточной терапии, в том числе, с исполь-
зованием МСК [64, 65]. МСК благодаря своей па-
ракринной активности регулируют иммунный
ответ, индуцируют ангиогенез и обеспечивают
трофическую поддержку поврежденных нейро-
нов, обеспечивая восстановление и регенерацию
нервной ткани, поэтому они были исследованы в
качестве потенциальных терапевтических аген-
тов для лечения широкого спектра неврологиче-
ских нарушений [66].

Безопасность при внутривенном введении
МСК была подтверждена в клинических испыта-
ниях, но терапевтический эффект данного вида
клеточной терапии в группах пациентов оказался
ограничен [67, 68]. Так, например, после систем-

ного введения большинство стволовых клеток за-
держиваются в капиллярах или периферических
органах, таких как легкие, печень и селезенка [69].
Существуют и другие ограничения клеточной те-
рапии (в первую очередь, низкая выживаемость
трансплантированных клеток, снижение их реге-
нераторного потенциала при пассировании in vitro,
возможные иммунологические осложнения,
сложность хранения и т.д.), большинство из ко-
торых могут быть преодолены заменой клеточной
терапии на бесклеточную, основу которой со-
ставляют факторы роста/цитокины и ВВ, проду-
цируемые клетками, в частности МСК.

Следует отметить, что ВВ, содержащие широ-
кий набор нейропротективных и прорегенератор-
ных молекул, могут продуцировать не только
МСК. Недавние исследования показали, что ВВ,
полученные из НСК, вводимые как в пределах,
так и вне терапевтического окна тромболизиса,
приводили к значительному уменьшению объема
ишемического повреждения мозга, демонстрируя
лучшие терапевтические эффекты в сравнении с
ВВ, выделенными из МСК [70]. Модифициро-
ванные ВВ НСК, “нагруженные” трийодтирони-
ном (важным фактором для развития олигоденд-
роцитов) стимулировали ремиелинизацию при
экспериментальном аутоиммунном энцефаломи-
елите в модели рассеянного склероза на живот-
ных [71]. Кроме того, был разработан инъекцион-
ный гидрогель на основе гиалуроновой кислоты
для доставки ВВ НСК в головной мозг после ин-
сульта [72]. Однако, учитывая этические и мето-
дические вопросы, связанные с выделением НСК,
данные клетки не являются оптимальным выбо-
ром в качестве источника терапевтических ВВ.
Получение НСК из индуцированных плюрипотент-
ных стволовых клеток (иНСК) могло бы стать ре-
шением данной проблемы, но массовое произ-
водство иНСК-ВВ для клинического использо-
вания все еще является нетривиальной задачей.
По-видимому, одним из наиболее доступных ис-
точников ВВ для терапии мозговой ткани после
повреждения являются МСК, выделенные из
костного мозга, жировой ткани или пупочного
канатика.

В широком спектре исследований был показан
нейропротекторный эффект ВВ МСК на различ-
ных доклинических моделях неврологических
нарушений [73–75]. Полученные в ходе этих ис-
следований данные создали предпосылки для
клинических исследований (КИ) препаратов на
основе ВВ МСК. Так, на данный момент зареги-
стрированы КИ терапевтических средств на ос-
нове ВВ для коррекции следующих неврологиче-
ских расстройств: NCT04388982 (болезнь Альц-
геймера), NCT03384433 (цереброваскулярные
расстройства) и NCT05490173 (нарушения разви-
тия нервной системы). В этих КИ использовались
ВВ, выделенные из МСК разных тканей, и при-
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менялись разные пути введения: для лечения бо-
лезни Альцгеймера использовались МСК жиро-
вой ткани (интраназальный путь введения), в то
время как для терапии цереброваскулярных нару-
шений – МСК костного мозга (внутривенный
путь введения). В КИ NCT03384433 (церебровас-
кулярные расстройства) был применен подход
генной терапии – использовались ВВ аллогенных
МСК, трансфицированные miR-124. Согласно
данным ресурса Clinicaltrials.gov, продолжается
набор в группы исследования и полученные в хо-
де КИ результаты пока закрыты.

ПЕРСПЕКТИВЫ, ВОЗМОЖНОСТИ 
И ОГРАНИЧЕНИЯ ПРИМЕНЕНИЯ 

ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ 
И ПРЕПАРАТОВ НА ИХ ОСНОВЕ

Состав и терапевтические свойства везикул за-
висят от свойств культуры клеток-продуцентов и
условий культивирования. Идеальными источни-
ками ВВ для стимуляции восстановления ЦНС
кажутся НСК или клетки глии ввиду их высокого
потенциала к нейрогенной дифференцировке и
поддержанию ниши НСК [76–78]. Однако ввиду
существующих этических и медицинских ограни-
чений при получении данных типов клеток высока
потребность в альтернативных источниках столо-
вых клеток с аналогичным регенераторным по-
тенциалом. Перспективными источниками счи-
таются МСК, индуцированные плюрипотентные
стволовые клетки (иПСК) или их производные.
Было показано, что ВВ из этих источников обла-
дают сходным регенеративным действием на
мозг, при этом могут быть получены путем мини-
мально инвазивных процедур [79–81]. В экспери-
ментальных статьях и обзорах последних лет ак-
тивно проводятся сравнения клеток различных
источников, однако четкого консенсуса по дан-
ному вопросу на сегодняшний день не существует
[82, 83].

Помимо тканевого источника немаловажным
является и “качество” ниши клеток-продуцентов
ВВ. Показано, что при выделении из “повре-
жденной” ниши клетки могут иметь т.н. “активи-
рованное” состояние и кардинально изменять со-
став своего секретома [84-86]. Так, например,
показано, что ВВ из МСК, выделенных из нор-
мальной или опухолевой ниши имеют противо-
положный эффект на развитие опухоли, ингиби-
руя или стимулируя его, соответственно [85].
В составе ВВ, выделенных из клеток мозга мыши
после моделирования его травматического повре-
ждения, экспрессия миРНК-212 снижалась, в то
время как миРНК-21, миРНК-146, миРНК-7а и
миРНК-7b значительно увеличивались по срав-
нению с ВВ от контрольных клеток, что может
приводить к активации микроглии [86].

Другим важным фактором, влияющим на ка-
чество получаемых ВВ, является возраст донора,
от которого получены клетки-продуценты. Пока-
зано, что ВВ от клеток, выделенных из тканей
взрослых и молодых пациентов, по-разному вли-
яют на регенерацию. Например, ВВ из старых
тканей хуже поглощаются клетками-реципиента-
ми [87], имеют сниженную способность к регуля-
ции иммунного ответа [88,89] и дифференциров-
ки клеток [90,91]. Также известно, что по мере
старения нейроны демонстрируют снижение сво-
ей способности к микро- и макроаутофагии, что
приводит к накоплению больших мультивезику-
лярных телец, заполненных везикулами, большей
продукции ВВ такими нейронами, при этом как
это влияет на состав ВВ не установлено [92].

Подходы к усилению продукции везикул. Совре-
менная терапия зачастую предполагает повтор-
ное введение высоких доз ВВ. Поэтому ключевы-
ми при работе с клетками-продуцентами ВВ на
сегодняшний день являются методы, позволяю-
щие количественно увеличивать секрецию ВВ
клетками. Известным является тот факт, что до-
бавление ряда веществ к культурам клеток-про-
дуцентов приводит к увеличению секреции ВВ.
Так, ранее в нашем коллективе было показано,
что добавление фактора роста, полученного из
тромбоцитов (PDGF-BB) [93], в культуральную
среду МСК стимулирует секрецию ВВ этими
клетками и увеличивает их ангиогенные свой-
ства. Активация Src сигнального пути также спо-
собствует образованию везикул в компартменте
мультивезикулярных телец, что приводит к уси-
лению секреции экзосом [94]. Ряд препаратов, та-
ких как метформин, гепараназа или уролитин А и
В потенциально могут способствовать биогенезу
и секреции экзосом [95–97]. Существуют данные
о том, что культивирование МСК в присутствии
экстракта нормального или ишемизированного
мозга крысы в сравнении с контрольной средой,
содержащей ДМЕМ и фетальную бычью сыво-
ротку, приводило к увеличению секреции мик-
роРНК, связанных с нейрогенезом (миРНК-134,
миРНК-137 и миРНК-184), а ВВ, полученные та-
ким способом обладали более выраженными ней-
ропротективными свойствами по сравнению с ВВ
от МСК, культивированных в контрольной среде
[98, 99].

Другим широко используемым подходом для
увеличения секреторной активности клеток яв-
ляется 3D-культивирование в виде сфероидов как
на гидрофобных покрытиях, так и в специальных
U-образных планшетах или в биореакторах [100–
102]. В ряде работ было показано, что культиви-
рование МСК в виде сфероидов приводит не
только к увеличению количества секретируемых
ВВ, но и к повышению в них содержания нейро-
протекторных, противовоспалительных и антиа-
поптотических факторов по сравнению с ВВ, по-
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лученными от 2D-адгезивных монослойных куль-
тур МСК [103]. Протеомный анализ ВВ-МСК
также подтверждает, что 3D-культивирование
МСК увеличивает секрецию ряда важнейших
нейропротективных молекул, включая BDNF,
VEGF, NGF, IGF-1, а также микроРНК-16. Пока-
зано, что секретом таких клеток увеличивает уро-
вень пролиферации НСК и стимулирует их диф-
ференцировку в нейроны in vivo и in vitro [104, 105].

Активно разрабатываемым направлением яв-
ляется управление секрецией ВВ через белки, во-
влеченные в их биогенез [106, 107]. Так, гипер-
экспрессия адаптероподобного белка KIBRA,
стабилизирующего белок Rab27a, приводит к уве-
личению секреции ВВ в клетках mouse hippocam-
pal neuronal cell line (HT22) [108], а подавление
белка Rab35 в олигодендроцитах приводит к внут-
риклеточному накоплению эндосомальных вези-
кул, что нарушает докинг MBV и секрецию экзо-
сом [107].

Экспериментально было установлено, что ги-
перэкспрессия белков комплекса ESCRT, таких
как TSG101, и Alix не приводит к увеличению сек-
реции экзосом (30–100 нм), в отличии от гипер-
экспрессии CD9 в ряде клеток, в частности в ли-
нии клеток нейробластомы человека SH-SY5Y
[109]. В другом исследовании было показано, что
трансфекция клеток-продуцентов трицистрон-
ным плазмидным вектором, обеспечивающим
комбинированную экспрессию металлоредукта-
зы STEAP3 (Six-Transmembrane Epithelial Antigen
of Prostate 3), синдекана-4 (SDC4) и фрагмента
l-аспартатоксидазы (NadB), приводила к увели-
чению продукции ВВ различными типами клеток
примерно в 15–40 раз [110]. Трансплантация та-
ких клеток-продуцентов мышам, моделирующим
болезнь Паркинсона, снижала у последних про-
явления 6-оксидопамин-индуцированного ней-
ровоспаления [110].

Управление уровнем отдельных днРНК также
рассматривается как один из подходов к увеличе-
нию продукции ВВ. Так, было показано, что
днРНК Plasmacytoma Variant Translocation 1 (PVT1)
и HOX transcript antisense RNA (HOTAIR) активно
вовлечены в регуляцию секреции ВВ, а гиперэкс-
прессия данных днРНК способны приводить к
увеличению секреции ВВ путем стимулирования
VAMP3-Rab опосредованной транспортировки
мультивезикулярных тел (MVB) к плазматиче-
ской мембране, их докингу и слиянию с плазма-
тической мембраной [111, 112].

С целью усиления продукции ВВ также разра-
батываются подходы физического воздействия на
клетки, а ряд из них, предположительно, позво-
лит манипулировать продукцией ВВ локально да-
же в живом организме. К таким воздействиям
относятся низкоинтенсивное лазерное облуче-
ние (low-level laser irradiation (LLLI) [113], гамма-

ионизирующее излучение [114], обработка элек-
трическим током низкой мощности и т.д. Пред-
положительно, данные воздействия приводят к
активации апоптоза и/или аутофагии, что в свою
очередь активирует ряд белков, вовлеченных в
биогенез ВВ – Alix, Rab27a, Rab27b, TSPA8 и
CD63 [113, 114]. Оксидативный стресс [115], гипо-
ксия [116], культивирование в биореакторах [117]
или на жестком матриксе [118] также являются
факторами, способными приводить к увеличе-
нию секреции ВВ.

Впрочем, следует отметить, что в большинстве
таких работ не обсуждается изменение состава
ВВ, и как следствие, возможное изменение их те-
рапевтического потенциала. Поэтому большин-
ство описанных выше способов стимуляции про-
дукции ВВ требуют дальнейшей тщательной про-
верки. Вероятно, некоторые из предложенных
подходов существенно не изменяют состав ВВ
[119], в то время как при других такие изменения
могут быть весьма существенными [120, 121].

Генетическая модификация клеточной линии-
продуцента с целью направленной загрузки внекле-
точных везикул и усиления их направленного до-
кинга. ВВ являются продуктом биологического
происхождения и поэтому характеризуются ши-
рокой вариабельностью своего состава и содер-
жимого, а также обладают ограниченной специ-
фичностью, а в ряде случаев и недостаточной
эффективностью [20, 31]. Современные генноин-
женерные подходы позволяют преодолеть эти
ограничения, сделав препараты на основе ВВ бо-
лее эффективными, стандартными по составу и
коммерчески доступными.

Так, понимание механизмов сортировки со-
держимого во ВВ, открывает возможность увели-
чивать эффективность упаковки в них необходи-
мых белков, кодирующих и регуляторных РНК,
как для исследовательских целей, так и с целью
разработки высокоэффективных и специфичных
лекарственных препаратов. Практически все эти
подходы предполагают внесение в первичную по-
следовательность белка или РНК сайтов, распо-
знаваемых системой сортировки. Так, было пока-
зано, что внесение WW-домена способствует за-
грузке необходимых белков во ВВ (M2 белок
вируса гриппа А, Cre-рекомбиназа, др.) [122, 123].
Внесение GGAG-мотива в последовательность
микроРНК увеличивает ее содержание в экзосо-
мах клеток-продуцентов [124]. Любопытный
подход к упаковке мРНК во ВВ был предложен
И.В. Зубаревым и коллегами [125]. Он базируется
на способности ряда белков, в том числе и белков
вирусного происхождения (ARC и PEG10 белки
эукариот, Nef и Gag белки ВИЧ-1), локализован-
ных в экзосомах, связывать определенные РНК
последовательности.
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Генноинженерные подходы могут позволить
увеличить специфичность ВВ и увеличить эф-
фективность их докинга с целевым типом клеток.
Поскольку слияние ВВ с клетками во многом
определяется белок-белковыми (или лиганд-ре-
цепторными) взаимодействиями, то, экспресси-
руя на поверхности ВВ соответствующие белки,
можно попытаться управлять эффективностью и
специфичностью данного процесса. Принципи-
альная возможность этого подтверждается нали-
чием аналогичных природных механизмов, бла-
годаря которым ВВ проникают в целевые клетки
(ICAM1-Интегрины, Лектин-Протеогликаны, gD-
Nectin1, gHgL-EphA2 и т.д.) [125, 126], а также ря-
дом успешных экспериментальных разработок.
Так, на in vivo модели было показано, что экс-
прессия на поверхности ВВ заякоренной молеку-
лы EGF или ее аналога полипептида GE11
(YHWYGYTPQNVI), способного распознавать
EGFR, позволяет более специфично и эффектив-
но доставлять экзосомы, содержащие лекар-
ственный препарат, в ткани EGFR-экспрессиру-
ющей опухоли [127]. Экзосомы, экспрессирующие
трансмембранный домен экзосома-специфичного
белка Lamp2b, сшитый с кардиомиоцит-специ-
фичным пептидом WLSEAGPVVTVRALRGTGSW,
более эффективно накапливались в миокарде и
защищали кардиомиоциты от гибели в экспери-
ментальной модели инфаркта миокарда крыс [128].
Потенциально аналогичные подходы можно ис-
пользовать для коррекции и остановки патологи-
ческих процессов, протекающих в нервной ткани
после повреждения, таких как гибель нейронов,
нарушение ГЭБ, нейровоспаление и т.п.

Накопленный опыт позволяет предположить,
что комбинированная генная инженерия белков,
входящих в состав содержимого и мембран экзо-
сом, а также связывающихся с ними РНК, дает
возможность получать относительно стандартные
по своему составу препараты ВВ, содержащие вы-
сокие титры искомых РНК и белков, что может
быть использовано для стимуляции регенератив-
ных процессов и даже коррекции широкого спек-
тра наследственных патологий.

Ограничения применения внеклеточных везикул
и препаратов на их основе. ВВ и препараты на их
основе, как и любой инструмент, имеют свои
ограничения, которые необходимо выявить перед
широкомасштабной трансляцией данной техно-
логии в клиническую практику.

Серьезной проблемой применения ВВ являет-
ся нестабильность их терапевтического эффекта.
Так, в ряде исследований было показано, что ВВ
МСК могут как стимулировать процессы ангио-
генеза, так и проявлять антиангиогенные эффек-
ты в провоспалительном микроокружении [129,
130]. Такая нестабильность терапевтического эф-
фекта ВВ может быть обусловлена множеством

причин, включая источник МСК, возраст и здо-
ровье донора, методы культивирования и конди-
ционирования и т.п. Другой возможной причи-
ной нестабильности терапевтических эффектов
ВВ МСК является их гетерогенность. В недавнем
исследовании авторами рекомендована общая
стратегия оптимизации процесса выделения МСК
для получения более качественных и однородных
по составу ВВ МСК [131, 132]: выбор оптималь-
ных субпопуляций ВВ из везикулярной фракции
секретома МСК для лечения различных заболева-
ний предположительно повысит стабильность их
терапевтических эффектов. С другой стороны,
понимание материальных основ данной гетеро-
генности и ее использование может открыть еще
больше возможностей для терапии ряда патоло-
гий, а стабильности состава фракции ВВ МСК
возможно достичь путем подбора условий и при-
менением стандартизированных протоколов для
выделения, культивирования и кондиционирова-
ния культур МСК. Следует отметить, что научное
сообщество уделяет достаточно внимания вопро-
сам стандартизации подходов к получению, ха-
рактеристике и использованию ВВ, так, Между-
народным обществом по изучению внеклеточных
везикул разработаны рекомендации по мини-
мальным требованиям, которые должны предъ-
являться к описанию ВВ в контексте научного ис-
следования [124].

Помимо упомянутых выше проблем масшта-
бирования данной технологии и стандартизации
состава ВВ, которые отчасти могут быть решены с
использованием современных методов культиви-
рования клеток, генной инженерии или химиче-
ских технологий, необходимо помнить о возможных
иммунологических и онкологических осложне-
ниях применения такого рода препаратов. Посколь-
ку ВВ содержат молекулы, участвующие в имму-
нологических процессах (комплексы MHC I/II,
ко-стимуляторные молекулы CD80, CD86 и CD40,
молекулы адгезии ICAM-1, FasL и др.) [20–22], а
также молекулы, стимулирующие процессы реге-
нерации (заякоренные на мембране факторы ро-
ста, их мРНК, прорегенеративные и антиапопто-
тические микроРНК и т.д.), существует вероят-
ность того, что введение ВВ может стимулировать
развитие иммунных реакций или стимулировать
прогрессию и метастазирование существующих
опухолей [20–22, 85]. Причем степень выражен-
ности такого эффекта может зависеть от источни-
ка ВВ, их дозы, способа и кратности введения [5,
133]. Это следует учитывать при планировании
доклинических и клинических испытаний таких
препаратов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Совокупность накопленных данных позволяет

утверждать, что внеклеточные везикулы (несмотря
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на ряд существующих ограничений) являются
действенным и относительно безопасным инстру-
ментом для коррекции генетической программы
клеток и тканей, как для стимуляции регенератив-
ных процессов, так и для лечения наследствен-
ных патологий. Прежде всего это обусловлено
биомиметической природой данных продуктов.
Широкие возможности оптимизации специфич-
ности и терапевтической активности внеклеточных
везикул делают их практически безальтернатив-
ной платформой для создания широкого спектра
биологических лекарственных препаратов (в том
числе и для лечения заболеваний нервной систе-
мы) уже в ближайшем будущем.
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State-of-the-Art: the Use of Extracellular Vesicles and Preparations Based on Them 
for Neuroprotection and Stimulation of Brain Tissue Regeneration after Injury

N. A. Basalovaa, b, S. S. Dzhauarib, Yu. A. Yurshevb, A. L. Primakb, 
A. Yu. Efimenkoa, b, V. A. Tkachuka, b, and M. N. Karagyaura, b

aInstitute for Regenerative Medicine, Medical Research and Education Center, 
Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

bFaculty of Medicine, Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

Extracellular vesicles are macromolecular complexes produced by virtually all types of eukaryotic and pro-
karyotic cells. According to modern concepts, they allow cells to exchange information, regulate each other’s
activity and coordinate their actions during the complex processes of development, maintaining homeostasis,
tissue regeneration, etc. Extracellular vesicles have a number of unique properties: the ability to accumulate
certain types of proteins and nucleic acids, protect them from degradation and ensure their delivery to target
cells, which can be used to create biomimetic approaches to the therapy of a wide range of diseases. The com-
position of vesicles, the preference for docking with a particular cell type, and ultimately their therapeutic po-
tential are very f lexible parameters and are highly dependent on the type and properties of the producer cell
culture, as well as cultivation conditions. This review gives an idea of the state and prospects of the therapeutic
strategies implied the application of extracellular vesicles for neuroprotection and stimulation of brain tissue
regeneration after injury, and also considers existing clinical studies which use extracellular vesicles in the
field of neurology and neurosurgery. Particular attention in the review is given to new promising approaches
to increasing the production of extracellular vesicles, manipulating their contents, and increasing the effi-
ciency of targeted docking in order to increase their therapeutic activity and specificity.

Keywords: extracellular vesicles, ESCRT, neuroprotection, neuroinflammation, mesenchymal stromal cells, neu-
ral stem cells
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