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Цели и задачи
Ключевой задачей журнала является создание площадки для освещения и диалога 
об основных достижениях, проблемах и задачах регенеративной биомедицины, а также 
обобщение современных представлений о фундаментальных механизмах регенерации 
тканей и органов.

Концепция журнала предусматривает всестороннее освещение вопросов, связанных 
с выяснением механизмов регенерации и обновления тканей, а также с возможностью 
разработки и практического применения подходов регенеративной биомедицины. Важным 
аспектом также является формирование и развитие этой отрасли науки как самостоятельного 
направления на стыке физиологии, клеточной биологии, биологии развития, биохимии 
и наук о материалах.
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Аннотация
На протяжении всей жизни клеточные компоненты тканей и органов нуждаются в свое
временном обновлении и восстановлении после серьезных повреждений. Эту функцию 
выполняют стволовые клетки, которые во взрослом организме регулируются специфи-
ческим микроокружением, называемым нишей стволовых клеток. Нарушение функции 
ниши может приводить к утрате целостности и дисфункции ткани. Показано, однако, 
что ниша стволовой клетки способна к  частичному восстановлению. Значительный 
вклад в  этот процесс вносят мультипотентные мезенхимные стволовые/стромальные 
клетки (МСК), которые обнаружены в различных нишах тканеспецифичных стволовых 
клеток, где они участвуют в поддержании и восстановлении поврежденных ниш, пред-
положительно за счет секреции широкого спектра факторов, комплекс которых называ-
ется секретомом, вовлеченных в регуляцию репарации и регенерации тканей. Исполь-
зование секретома клеток, в частности МСК, в качестве продуктов для регенеративной 
медицины лежит в основе активно развивающегося нового направления клеточной те-
рапии, так называемой «клеточной терапии без клеток» (cell-free cell therapy).
Недавно в  РФ было впервые инициировано регуляторное клиническое исследование 
оригинального биологического лекарственного препарата «МедиРег»® на основе секре-
тома МСК человека, разработанного и произведенного в МГУ имени М.В. Ломоносова, 
который предназначен для лечения тяжелых нарушений сперматогенеза за счет сти-
муляции восстановления поврежденной ниши сперматогониальных стволовых клеток. 
В  данном коротком сообщении на примере препарата «МедиРег»® обсуждаются клю-
чевые особенности разработки и  доклинических исследований биологических препа-
ратов на основе секретома МСК человека и перспективы их трансляции в клиническую 
практику.

Ключевые слова: регенеративная медицина, ниша стволовых клеток, мезенхимные 
стромальные клетки, секретом, клинические исследования, мужское бесплодие

© � Ефименко А.Ю., 2024
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Abstract
Throughout life, the cellular components of tissues and organs require timely renewal and re-
pair following significant damage. This function is carried out by stem cells, which in adult 
organisms are regulated by a specialized microenvironment known as the stem cell niche. Dys-
function of the niche can lead to loss of tissue integrity and impaired function. However, it has 
been demonstrated that the stem cell niche is capable of partial recovery. A significant contri-
bution to this process is made by multipotent mesenchymal stem/stromal cells (MSCs), which 
are found in various tissue-specific stem cell niches, where they participate in maintaining and 
repairing damaged niches, presumably through the secretion of a wide range of factors collec-
tively referred to as the secretome, which are involved in regulating tissue repair and regenera-
tion. The use of the cell secretome, particularly that of MSCs, as regenerative medicine products 
underlies an emerging field of cell therapy known as “cell-free cell therapy”.
Recently, the first regulatory clinical trial of an original biological drug, “MediReg”®, based on the 
secretome of human MSCs was initiated in the Russian Federation. Developed and manufactured 
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at Lomonosov Moscow State University, this drug is intended to treat severe impairments of sper-
matogenesis by stimulating the recovery of the damaged spermatogonial stem cell niche. In this 
brief communication, using “MediReg”® as an example, we discuss the key aspects of the develop-
ment and preclinical studies of biological drugs based on the secretome of human MSCs, as well as 
the prospects for their translation into clinical practice.

Keywords: regenerative medicine, stem cell niche, mesenchymal stromal cells, secretome, 
clinical trials, male infertility
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Список сокращений:
МСК — мезенхимные стволовые/стромальные клетки

ССК — сперматогониальные стволовые клетки

FDA — Food and Drug Agency

Важнейшим достижением современной ме-
дицинской науки стало формирование нового 
направления  — регенеративной биомедици-
ны, которая ставит перед собой задачу поиска 
эффективных подходов к  продлению актив-
ной жизни и восстановлению здоровья челове-
ка за счет воссоздания структур и  управления 
обновлением клеток и  регенерацией тканей 
в  его организме. В  этих процессах ключевую 
роль играют постнатальные стволовые клетки. 
Накопленные к  настоящему времени данные 
показывают, что физиологические функции 
стволовых клеток регулируются специализи-
рованным микроокружением, которое вклю-
чает в себя различные клеточные и молекуляр-
ные компоненты и  получило название «ниша 
стволовой клетки»  [1, 2]. Нарушение функции 
ниши может приводить к  утрате целостности 
и  дисфункции ткани, поэтому умение управ-

лять процессами восстановления и  поддержа-
ния ниши является перспективным подходом 
к лечению многих серьезных патологий. В раз-
личных нишах тканеспецифичных стволовых 
клеток обнаружены мультипотентные мезен-
химные стволовые/стромальные клетки (МСК), 
и показано, что они являются важными участ-
никами регуляции функционирования ниш, 
предположительно за счет секреции широкого 
спектра факторов  [3]. Согласно накопленным 
данным секретом МСК представляет собой 
композицию биологически активных молекул, 
среди которых несколько сотен белков и  пеп-
тидов, идентифицированных как белки внекле-
точного матрикса, цито- и хемокины, факторы 
роста различных семейств, а  также молекулы, 
включая биологически активные липиды, ко-
дирующие и некодирующие регуляторные РНК, 
содержащиеся в составе внеклеточных везикул. 
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Эти компоненты участвуют в  регуляции фун-
кций стволовых клеток и  их ниш, воспаления, 
ангио- и нейрогенеза, метаболических реакций, 
что опосредует влияние МСК на процессы репа-
рации и регенерации тканей [1–3].

Благодаря эффектам своего секретома при вве-
дении в организм МСК демонстрируют способ-
ность стимулировать регенеративные процессы 
в  тканях даже при низком уровне приживле-
ния [4]. Похожие эффекты наблюдались в случае 
использования и других типов клеток для тера-
пии различных заболеваний, что легло в осно-
ву развития нового направления клеточной 
терапии, так называемой «клеточной терапии 
без клеток» (cell-free therapy). Введение секрето-
ма или его отдельных фракций позволяет вос-
произвести положительные эффекты и  в то же 
время избежать ряда рисков, связанных с  кле-
точной терапией, например потенциальной 
канцерогенности или воспалительного ответа 
организма на введенные клетки [5].

В зарубежных странах и в РФ подходы бескле-
точной терапии получают все большее распро-
странение. С учетом накопленного опыта в МГУ 
имени М.В. Ломоносова на базе Медицинского 
научно-образовательного центра была созда-
на технологическая платформа для разработ-
ки биологических лекарственных препаратов 
для стимуляции регенерации тканей, которая 
включает в себя комплекс технологических ре-
шений по получению препаратов на основе ком-
понентов секретома МСК человека для решения 
широкого спектра клинических задач  [6]. Био-
логические препараты, разрабатываемые на ос-
нове созданной платформы, являются мульти-
таргентными и  плеойтропными по механизму 
действия, который включает в себя ряд эффек-
тов, направленных на запуск генетических про-
грамм клеточного обновления и  восстановле-
ния тканей. Поскольку секретом МСК человека 
представляет собой композицию множества 
биологически активных веществ, различных 
по структуре и механизму действия, установить 
все молекулярные мишени для таких препара-
тов не представляется возможным, однако дан-
ные научных исследований позволяют назвать 
основные компоненты секретома, обладающие 
терапевтическим эффектом, и  обосновать их 
мишени [7, 8].

В качестве первого биологического лекарствен-
ного препарата, разработанного на базе этой 

платформы, был создан оригинальный препарат 
«МедиРег»® на основе секретома МСК человека 
для лечения тяжелых нарушений сперматоге-
неза, сопровождающихся развитием мужского 
бесплодия необструктивного генеза. Проблема 
бесплодия затрагивает от 8  до 17% пар в  мире, 
причем мужской фактор является основной 
или единственной причиной примерно у  50% 
пар, а 10% из этого количества пациентов имеют 
крайне тяжелые варианты нарушений в виде азо-
оспермии, криптозооспермии, тяжелой олигоа-
стенотератозооспермии  [9]. По степени тяжести 
неблагоприятных социальных последствий ВОЗ 
поставила проблему мужского бесплодия сразу 
вслед за проблемами онкологических и сердеч-
но-сосудистых заболеваний. По данным различ-
ных исследований от 15 до 50% случаев мужского 
бесплодия определяются как идиопатические [9, 
10]. В связи с невозможностью точного установ-
ления этиологии в этом случае терапевтические 
подходы включают вспомогательные репродук-
тивные технологии или эмпирическое лечение, 
например применение гормональной терапии 
или антиоксидантов. Современные методы ле-
чения мужского бесплодия, включая вспомога-
тельные репродуктивные технологии, обладают 
сравнительной эффективностью не выше 30%. 
Таким образом, очевидна необходимость поиска 
новых, более эффективных и  безопасных тера-
певтических подходов к лечению мужского бес-
плодия [11].

Накопленные данные указывают на решающий 
вклад нарушений в  работе ниши сперматого-
ниальных стволовых клеток (CCК) в  патогенез 
идиопатического мужского бесплодия, в  связи 
с  этим перспективной терапевтической стра-
тегией является терапия, которая сможет при-
вести к  восполнению и/или поддержанию ми-
кроокружения ССК в  семенниках  [12, 13]. МСК 
представляют собой многообещающий тера-
певтический инструмент для решения этой за-
дачи. Так, было показано, что применение МСК 
приводило к восстановлению продукции спер-
матозоидов посредством воздействия на компо-
ненты микроокружения CCК, такие как клетки 
Лейдига и  клетки Сертоли  [14]. Интратестику-
лярная инъекция МСК костного мозга способ-
ствовала практически полной нормализации 
сперматогенеза при бусульфан-индуцирован-
ной азооспермии у  хомяков  [15]. Аналогичные 
результаты были получены на моделях бусуль-
фан-индуцированной азооспермии и  у других 
животных [16].
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В наших исследованиях была доказана способ-
ность как МСК, так и их секретома стимулировать 
восстановление поврежденной ниши ССК. На мо-
дели экспериментального крипторхизма у  крыс 
было установлено, что локальное введение секре-
тома МСК жировой ткани человека под белочную 
оболочку яичка способствует уменьшению выра-
женности гипотрофии крипторхированных яи-
чек, восстанавливает уровень андрогенов в крови, 
оказывает выраженное стимулирующее действие 
на сперматогенез, повышая общее количество 
сперматозоидов и  их подвижную фракцию, и  в 
итоге приводит к  частичному восстановлению 
фертильности самцов. Важно отметить, что этот 
эффект был сравним с результатами, полученны-
ми при локальном введении самих МСК человека, 
однако является более безопасным по сравнению 
с  клеточной терапией  [17, 18]. Ключевым меха-
низмом восстановления сперматогенеза под дей-
ствием секретома МСК являлось поддержание 
функции поврежденных или нарушенных компо-
нентов ниши ССК [17].

Полученные данные легли в  основу proof-of-
concept исследования, демонстрирующего пер-
спективность использования секретома МСК 
для разработки биологического лекарственно-
го препарата для лечения тех случаев мужского 
бесплодия, которые связаны с  повреждением 
ниши ССК. В дальнейших доклинических иссле-
дованиях подтверждение способности субстан-
ции на основе секретома МСК человека стиму-
лировать восстановление сперматогенеза было 
получено на второй модели доксорубицин-ин-
дуцированного повреждения семенников у  мы-
шей [8]. На животных моделях были установлены 
механизмы специфической активности препа-
рата на основе секретома МСК, опосредующие 
восстановление нарушений сперматогенеза раз-
личной этиологии. На клеточных моделях были 
уточнены механизмы специфической активно-
сти ex vivo (влияние секретома МСК на жизнеспо-
собность сперматогониальных стволовых кле-
ток, миграцию клеток Сертоли, синтетическую 
активность клеток Лейдига). Проведены иссле-
дования по первичной фармакодинамике с  по-
мощью ингибиторного анализа.

Установление классических фармакокинети-
ческих параметров для комплексного биологи-
ческого препарата, исходя из локального пути 
введения, неприменимо, но на животной моде-
ли in vivo было показано отсутствие системной 
адсорбции при локальном введении. При изуче-

нии биораспределения с  рекомбинантным GFP 
выявлено, что препарат действует локально, 
преимущественно в  интерстициальном про-
странстве семенников. Учитывая комплексный 
состав биологического лекарственного средства 
на основе секретома МСК и плейотропность его 
эффектов, были разработаны подходы к  стан-
дартизации состава препарата путем установ-
ления ключевых компонентов секретома, содер-
жание которых коррелирует со специфической 
активностью препарата в  моделях нарушения 
функционирования сперматогенной ниши 
in vitro и in vivo [8]. Было теоретически и экспери-
ментально обосновано использование фактора 
роста эндотелия сосудов (VEGF) как ключево-
го фармакодинамического маркера препарата 
«МедиРег»® для восстановления сперматогене-
за при тяжелых повреждениях ниши ССК.

По данным доклинических исследований ток-
сичности препарата (изучение токсических 
свойств и  местной переносимости при одно-
кратном и  многократном применении у  крыс, 
изучение иммунотоксических свойств у  мы-
шей, изучение репродуктивной (генеративной) 
токсичности, изучения субхронической токсич-
ности, расширенной фармакологической без-
опасности и туморогенности на кроликах, в том 
числе для оценки биосовместимости и отсутст-
вия нежелательных эффектов вспомогательных 
веществ) была продемонстрирована его хоро-
шая переносимость, что дает основания отне-
сти препарат «МедиРег»® к группе малотоксич-
ных средств [19–21].

Таким образом, доклинические исследования 
биологического лекарственного препарата «Ме-
диРег»® были выполнены в  соответствии с  ме-
ждународными и  локальными нормативно-ре-
гуляторными требованиями и  включали в  себя 
исследования первичной фармакодинамики, 
фармакокинетики, специфической фармако-
логической активности, фармакологической 
безопасности (в составе токсикологических ис-
следований), субхронической токсичности, спе-
циальные исследования (местно-раздражающе-
го действия, иммунотоксичности), исследования 
репродуктивной и  онтогенетической токсично-
сти, туморогенности. В 2024 году инициированы 
также длительные исследования канцерогенной 
активности препарата на крысах (2,5 года).

Полученные результаты доклинического из-
учения эффективности и безопасности препа-
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рата «МедиРег»® вошли в  состав регистраци-
онного досье с  целью получения разрешения 
на проведение клинических исследований. 
Производство препарата осуществляется по 
запатентованной технологии на лицензиро-
ванном Научно-производственном участке 
Центра регенеративной медицины МНОИ МГУ 
имени М.В.  Ломоносова. На основании полу-
ченных данных Минздрав РФ выдал разре-
шение на клиническое исследование I/II фаз, 
которое проводится на базе Университетской 
клиники МНОИ МГУ имени М.В. Ломоносо-
ва и  направлено на изучение эффективности 
и  безопасности оригинального биологиче-
ского лекарственного препарата МедиРег® 
(Секретом мезенхимных стромальных клеток 
человека), лиофилизат для приготовления рас-
твора для инъекций, 1,0  мл/доза, для лечения 
мужского бесплодия. В  2024  году МГУ имени 
М.В.  Ломоносова получил разрешение Мин-
здрава на проведение регуляторного клини-
ческого исследования препарата «МедиРег»® 
по лечению мужского бесплодия и иницииро-
вал его в Университетской клинике МГУ.

Важно отметить, что в  настоящее время заре-
гистрированных препаратов на основе секре-
тома МСК нет, но есть опыт введения человеку 
в  рамках клинических исследований препара-
та IMMUNA (Immunis, Inc., Калифорния, США), 
разработанного на основе секретома стволовых 
клеток для лечения мышечной атрофии, ассо-
циированной со старением. На данном этапе 
препарат проходит открытые клинические ис-
следования I/IIa фаз, одобренные FDA. В иссле-
довании задействованы три когорты пациентов 
(18  участников), которым проводят внутримы-

шечные инъекции два раза в неделю на протя-
жении четырех недель. Также на стадии клини-
ческих исследований с  ускоренным режимом 
рассмотрения, одобренных FDA, находится 
препарат KPI-012, который представляет собой 
секретом МСК человека для лечения персисти-
рующего эпителиального дефекта роговицы. 
В марте 2023 года было опубликовано, что у па-
циентов первой группы (2  человека), которых 
лечили препаратом в  высокой дозе 3  ед./мл 
4 раза в день, не было выявлено серьезных не-
желательных явлений. В настоящее время про-
ходит многоцентровое рандомизированное 
исследование II фазы клинического исследова-
ния по оценке безопасности и  переносимости 
на второй когорте пациентов.

Таким образом, разработка биологических пре-
паратов на основе секретома клеток, участвую-
щих в регуляции процессов обновления и реге-
нерации тканей, вместо трансплантации самих 
клеток является перспективным направлени-
ем регенеративной медицины. Для успешной 
трансляции подобных продуктов в клиническую 
практику профессиональное сообщество и регу-
ляторные органы должны обеспечить дальней-
шее изучение механизмов действия, состава, 
вариабельности отдельных компонентов секре-
тома и их композиций, разработку технических 
и  нормативно-правовых документов, регламен-
тирующих исследования эффективности и  без-
опасности, а  также обращение таких препара-
тов. В этом смысле крайне полезным может быть 
критический анализ опыта разработки и внедре-
ния оригинальных препаратов, таких как «Меди
Рег»®, уже дошедших до стадии клинических ис-
следований.
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Аннотация
Регенеративная медицина является бурно развивающейся областью биомедицины, 
направленной на восстановление поврежденных тканей и органов. Перспективные на-
правления исследований включают создание искусственных органов, разработку биома-
териалов, персонализированную медицину при сердечно-сосудистых, нейродегенера-
тивных, онкологических заболеваниях, сахарном диабете и многих других патологиях. 
Однако существенным препятствием на пути широкого внедрения регенеративной ме-
дицины в клиническую практику являются проблемы, связанные с иммунологически-
ми реакциями, этическими вопросами и масштабированием технологий.
Использование стволовых клеток (СК), выделяемых ими органелл, в том числе малых 
внеклеточных везикул (мВВ), биологически активных соединений является альтерна-
тивным методом для лечения заболеваний, в терапии которых существующие тради-
ционные методы лечения малоэффективны. Клеточная терапия на основе мезенхи-
мальных, эмбриональных, нейральных и индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток рассматривается как перспективный подход в лечении нейродегенеративных за-
болеваний, распространенность которых растет в связи с увеличением продолжитель-
ности жизни населения. Интерес к трансплантации мВВ объясняется не только их малы-
ми размерами по сравнению с клетками, что облегчает их распространение в организме 
реципиента, но и сходством эффектов с действием материнских клеток. В данном обзо-
ре приведены экспериментальные данные по анализу использования СК и их продуктов 
для терапии и профилактики нейродегенеративных заболеваний.

Ключевые слова: мезенхимальные, эмбриональные стволовые клетки, экзосомы, сфе-
роиды, органоиды мозга, старение, нейродегенеративные заболевания
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ИПСК — индуцированные плюрипотентные стволовые клетки

КМ-МСК — мезенхимальные стволовые клетки, полученные из костного мозга

МСК — мезенхимальные стволовые клетки

НСК — нейральные стволовые клетки

ЦНС — центральная нервная система

ЭСК — эмбриональные стволовые клетки



14–32 ОБЗОРЫ И КОММЕНТАРИИ
Полтавцева Р.А. и соавт.
Стволовые клетки для терапии нейродегенерации

16 |  Регенерация органов и тканей. 2024;2(3)

Введение
Интерес к регенеративной медицине, в том чи-
сле к клеточной терапии, в лечении нейродеге-
неративных заболеваний растет, что обуслов-
лено как недостаточно эффективным лечением 
этих заболеваний, так и  увеличением их рас-
пространенности, связанной с  увеличением 
продолжительности жизни населения  [1]. К  ос-
новным нейродегенеративным заболеваниям 
относят болезнь Альцгеймера (БА), болезнь Пар-
кинсона и боковой амиотрофический склероз [1, 
2]. При БА наблюдается значительное ухудше-
ние памяти на фоне гибели нейронов, белок-
предшественник бета-амилоида расщепляется 
специфическими ферментами с  образованием 
изоформ, которые агрегируют с  образованием 
нейротоксичных олигомеров, повреждающих 
мембраны нейральных клеток, что приводит 
к когнитивным нарушениям. В процессе старе-
ния организма клетки микроглии, астроциты 
и  олигодендроциты формируют в  мозге очаги 
воспаления, что способствует развитию БА [3].

Основными структурами мозга, страдающими 
при БА, являются гиппокамп и неокортекс. В от-
личие от большинства областей мозга взрослых 
млекопитающих, зубчатая извилина гиппо-
кампа содержит нейральные стволовые клетки 
(НСК), которые обладают способностью генери-
ровать новые нейроны — процесс, называемый 
нейрогенезом. С возрастом интенсивность ней-
рогенеза падает  [2, 4], что коррелирует со сни-
жением экспрессии даблкортина (DCX) — белка, 
экспрессируемого клетками — предшественни-
ками нейронов и незрелыми нейронами в кор-
ковых структурах эмбрионов и  взрослом орга-
низме  [5]. Исследования на животных моделях 
БА и других нейродегенеративных заболеваний, 
а также при старении показывают, что целена-
правленное воздействие на нейрогенез может 
улучшить когнитивную функцию.

Болезнь Паркинсона также является хрони-
ческим нейродегенеративным заболеванием, 
являющимся результатом дисфункции экстра-
пирамидной моторной системы и  сниженной 
выработки дофамина в  черной субстанции, 
что приводит к  прогрессирующей гибели ней-
ронов  [6]. Боковой амиотрофический скле-
роз  — еще одно нейродегенеративное забо-
левание, при котором происходит поражение 
двигательных нейронов, что приводит к  па-
раличу и  последующей атрофии мышц  [7]. 
Терапия нейродегенеративных заболеваний 

традиционными методами лечения недоста-
точно эффективна  [8]. Имеющиеся препараты 
позволяют лишь замедлить прогрессирование 
болезни. В  последние десятилетия проводятся 
многочисленные исследования с  применением 
стволовых клеток и их продуктов с целью оце-
нить возможность их использования для лече-
ния нейродегенеративных заболеваний.

Значительная гибель нейронов при нейроде-
генеративных заболеваниях часто является 
необратимым процессом, например при боко-
вом амиотрофическом склерозе, приводящем 
к  гибели больного. Более перспективным на-
правлением, с  нашей точки зрения, является 
превентивная защита нейронов от гибели. Как 
правило, БА обнаруживается у  людей старше 
65 лет [9], но существует и ранняя семейная фор-
ма болезни Альцгеймера, связанная с генетиче-
скими мутациями в генах PS1, PS2 и APP [10].

Болезнь Паркинсона также чаще всего диаг-
ностируется у  пациентов старше 65  лет, а  бо-
ковой амиотрофический склероз  — в  возрасте 
58–60  лет  [11]. Последние данные показывают, 
что к  2050  году распространенность нейроде-
генеративных заболеваний удвоится в  Европе 
и утроится во всем мире [9–11].

Приведенные данные показывают, что процесс 
нейродегенерации после 60 лет уже может при-
обрести необратимую форму. Превентивное ле-
чение желательно начинать за 10–20 лет до это-
го возраста, что может предупредить развитие 
клинической формы. Однако, в настоящее вре-
мя отсутствуют препараты и методы такой пре-
вентивной терапии. СК и их продукты потенци-
ально могли бы стать основой для разработки 
такой терапии.

Наибольший интерес исследователей и врачей 
привлекают мезенхимальные стволовые клет-
ки (МСК).

Мезенхимальные стволовые клетки
МСК впервые были охарактеризованы в  конце 
1960-х годов как фибробластоподобные клетки, 
полученные из костного мозга и  обладающие 
мультипотенциалом дифференцировки и само-
обновления. Иерархически МСК представляют 
собой постнатальные негемопоэтические ство-
ловые клетки, которые могут быть выделены 
не только из костного мозга, но также из других 
тканей, например жировой ткани, ткани пла-
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центы, периферической крови, из вартонова 
студня пупочного канатика, а также из пульпы 
зуба человека [12] и других тканей.

МСК происходят из мезодермы, однако иссле-
дования показали, что МСК могут быть диффе-
ренцированы в клетки глии и нейроны, по этой 
причине исследователи полагают, что МСК 
могут служить источником нервных клеток 
для потенциальной клеточной заместительной 
и/или стимулирующей терапии при нейродеге-
неративных заболеваниях [13, 14].

Многочисленные исследования показали, что 
МСК обладают низкой иммуногенностью за счет 
сниженной экспрессии молекул МНС I  класса 
на их мембранах [15]. Однако на некоторых МСК 
уровень экспрессии может быть и  достаточно 
высоким. С другой стороны, уровень экспрессии 
MHC I класса важен в том случае, если МСК вы-
живают в организме хозяина в течение длитель-
ного времени. Многочисленные исследования 
на животных показали накопление МСК в легких 
при внутривенном введении  [16–19], где клетки 
задерживаются в капиллярах и вскоре погибают 
(рис. 1). Leibacher и  соавт. продемонстрировали 
быстрое разрушение и  апоптоз МСК, получен-
ных из костного мозга (КМ-МСК), после внутри-
венного введения мышам  [18]. Furlani и  соавт. 
выявили 25–40%-ную смертность у  мышей, ко-
торым вводили различные дозы МСК  [19]. В  то 
же время многочисленные работы демонстриру-
ют безопасность внутривенных инъекций МСК 
людям, что связано с меньшей плотностью МСК 
при пересчете на площадь капилляров  [20–22]. 
При этом бóльшая часть введенных МСК раз-
рушается в  капиллярах, что объясняет, почему 
в тканях регистрируется лишь небольшое коли-
чество МСК [23].

Нами было проведено специальное исследо-
вание по распределению МСК, нагруженных 
технецием-99m или флуоресцентным краси-
телем, после внутривенного введения крысам. 
Через сутки основная доля (70%) метки нахо-
дилась в  легких, 17% регистрировалось в  пе-
чени, 11% — в селезенке и 3% — в мочевом пу-
зыре. Через 48  ч  67% МСК оставались в  легких 
и 33% — в печени. При локальном введении МСК 
94% метки регистрировалось в  месте введения 
как через 24 часа, так и через 48 часов (рис. 1).

В ранних клинических исследованиях была 
обнаружена низкая терапевтическая эффек-

тивность МСК при внутривенном введении, 
и  дальнейшие исследования были проведены 
методами локальных, например интрамио-
кардиальных, инъекций МСК  [24] или путем 
целенаправленной доставки, например в  ар-
терию поджелудочной железы  [25]. Было обна-
ружено, что использование этих методов при-
водит к массовой гибели МСК после инъекции, 
клеточная смерть МСК была вызвана некрозом 
при механической травме или гипоксическим 
микроокружением, а  также индукцией апо
птоза МСК при контакте, например, с  клетка-
ми-киллерами и их последующим поглощением 
макрофагами.

Тем не менее в настоящее время в клинике ис-
пользуют внутривенный и/или локальный спо-
собы введения МСК. Наиболее востребован-
ными являются КМ-МСК  [26]. Так, компания 
Mesoblast производит аллогенные и  аутоло-
гичные КМ-МСК (препарат Рионсил, Rexlemes-
trocel-L), и Управление по санитарному надзору 
за качеством пищевых продуктов и медикамен-
тов (FDA) США одобрило в 2024 г. заявку компа-
нии Mesoblast на применение препарата у детей 
с острой реакцией «трансплантат против хозя-
ина», резистентных к стероидам (https://tinyurl.
com/2wj9kcrz). Компания Vericel получила сер-
тификат FDA на применение препарата КМ-МСК 
Ixmyelocel-T для лечения прогрессирующей 
сердечной недостаточности (VCEL press release, 
May 10, 2017; https://vcel.com). В настоящее время 
проходят клинические исследования примене-
ния как аллогенных, так и  аутологичных МСК 
для терапии остеоартроза коленного сустава, 
цирроза печени, ишемического инсульта и дру-
гих заболеваний [27–30]. МСК получают из вар-
тонова студня пупочного канатика, ткани пла-
центы, жировой ткани, костного мозга и могут 
вводить как локально, так и внутривенно.

Два клинических исследования оценивали 
эффект МСК терапии бокового амиотрофи-
ческого склероза. В  европейском исследова-
нии NCT02166021  оценивали способ введения, 
безопасность и  клиническую эффективность 
трансплантации МСК у  пациентов с  активным 
и  прогрессирующим рассеянным склерозом. 
Пациенты получали интратекальные или вну-
тривенные (106/кг) инъекции МСК. Продолжи-
тельность исследования составила 14  месяцев. 
Серьезных проблем, связанных с  безопасно-
стью лечения, выявлено не было. Терапия вызы-
вала кратковременный положительный эффект, 
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особенно у  пациентов с  активным течением 
заболевания. Интратекальное введение ока-
залось более эффективным, чем внутривен-
ное [31]. В близком по структуре американском 
исследовании NCT03280056  больным с  боко-
вым амиотрофическим склерозом вводили 
аутологичные КМ-МСК. Пациенты получили 
по три инъекции МСК, значительного сниже-
ния показателей нейровоспаления и  нейроде-
генерации не наблюдали  [32], что могло быть 
связано с необратимыми процессами в мозге.

В американском клиническом исследовании 
аутологичные КМ-МСК (Lomicil-B) вводили вну-
тривенно пациентам с  легкой формой БА  [33]. 
Биомаркеры и томография мозга больных пока-
зали значительное улучшение в группе Lomicil-
B по сравнению с группой плацебо. Исследова-
ние терапии легкой/средней степени тяжести 
БА с  использованием МСК из вартонова студ-
ня было проведено в  Корее (NCT03172117)  [34]. 
Больным с БА до введения клеток формировали 
резервуар Оммайя (внутрижелудочковая кате-

Рис. 1. Распределение МСК у крыс при внутривенном и подкожном введении. Крысам Wistar вводили МСК, нагружен-
ные технецием-99m (А, Б) или раствор изотопа без клеток (В, Г) внутривенно в хвостовую вену или локально подкож-
но в основание хвоста (Д, Е). Компьютерная томография проведена на 24 ч (А, В, Д) и 48 ч (Б, Г, Е). Голубой стрелкой 
отмечены легкие, красной  — печень, желтой  — почки. В  другом эксперименте крысам вводили внутривенно МСК, 
меченные PKH26 (красный), через 2 ч также внутривенно вводили крысиные IgG-FITC (зеленый), ещё через час крыс 
усыпляли, далее проводили конфокальную микроскопию криосрезов легких крыс (Ж, З). Ядра клеток дополнительно 
окрашивали красителем Хехст (синий). Показаны разрушенные МСК в легких (Ж) и фрагменты МСК при прохождении 
капилляров (З) (Фрагменты Ж, З приведены с согласия авторов статьи [16].)

Fig. 1. Distribution of MSCs in rats after intravenous and subcutaneous administration. MSCs labeled with the isotope tech-
netium-99m (А, Б) or free-of-cells isotope solution (В, Г) were administrated in Wistar rats intravenously through tail vien or 
locally subcutaneously at the tail base (Д, Е). On 24 and 48 hours (А, В, Д) and (Б, Г, Е) respectively the rats were subjected 
to the computer tomography. The lungs, liver and kidney are indicated with the blue, red and yellow arrows, respectively. 
In another experiment, rats were injected intravenously with MSCs labeled with PKH26 (red), after 2 hours they were also 
injected intravenously with rat IgG-FITC (green), after another one hour the rats were euthanized, the cryosections of lung 
were performed and subjected to the confocal microscopy (Ж, З). The cell nuclei were additionally stained with Hoechst dye 
(blue). Destroyed MSCs in the lungs (Ж) and MSC fragments passing through capillaries (З) are shown. (Images G and H are 
used with the permission of the authors [16].)

https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03280056
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терная система, которая используется для до-
ставки лекарств/клеток в спинномозговую жид-
кость) в правом боковом желудочке. После трех 
инъекций с интервалом в 4 недели аллогенных 
клеток МСК у  части больных наблюдали лихо-
радку, головную боль, тошноту, рвоту. В работе 
не сообщается об эффективности терапии.

Клиническое исследование эффективности МСК, 
введенных в желудочек мозга с использованием 
резервуара Оммайя, было проведено в  Амери-
ке больным БА, болезнью Паркинсона, боковым 
амиотрофическим склерозом, прогрессирую-
щим рассеянным склерозом, травматическим 
поражением спинного мозга и  инсультом  [35]. 
Аутологичные МСК получали из жировой тка-
ни у  пациента после липосакции. Инъекции 
повторяли каждые 2–3 месяца. Из 10 пациентов 
с  БА у  8  показатели когнитивных тестов были 
стабильными или улучшились, однако у  паци-
ентов проявились и  неблагоприятные побоч-
ные эффекты, аналогичные описанным выше. 
Особенно многообещающими были позитивные 
результаты в  группах пациентов с  рассеянным 
склерозом. Результатам клинического примене-
ния МСК при нейродегенеративных заболевани-
ях посвящены обзоры [36, 37].

Интересное исследование было выполнено вьет-
намской группой, в котором проводилась ауто-
трансплантация МСК, полученных из жировой 
ткани (внутривенно, 2 инъекции) 12 пациентам 
с сахарным диабетом, дислипидемией или ожи-
рением, имеющим повышенный уровень прово-
спалительных цитокинов в  крови  [38]. Авторы 
показали, что подобная терапия снижала по-
вышенный уровень провоспалительных цито-
кинов IL-1α, IL-1β, IL-8, IL-6 и TNF-α. В дальней-
шем повышение уровней провоспалительных 
цитокинов в  крови можно будет использовать 
как показатель для применения превентивной 
терапии с МСК.

При низкой выживаемости МСК, введенных 
внутривенно и  локально, многочисленные ис-
следования свидетельствуют о положительном 
терапевтическом эффекте при лечении нейро-
дегенеративных заболеваний. В  наших иссле-
дованиях, проведенных на мышах с  болезнью 
Альцгеймера, мы также подтвердили положи-
тельное воздействие МСК, показали восстанов-
ление пространственной памяти у  животных 
в  модели БА  [39]. Проведенные нами экспери-
менты на крысах с  моделью черепно-мозговой 

травмы также свидетельствовали, что внутри-
венная трансплантация МСК способствовала 
выживанию животных и снижению неврологи-
ческого дефицита [40].

На основании анализа большого количества 
публикаций можно сделать вывод, что разру-
шение МСК после введения не препятствует 
проявлению терапевтического эффекта  [41]. 
Возможно, продукты гибели МСК оказыва-
ют системное влияние на организм реципи-
ента. Так, при формировании микротромбов 
в  капиллярах и  тканях активируется фибри-
нолитическая система, а  в процессе апоптоза 
МСК образуются апоптотические тельца и вы-
деляются трофические факторы, способные 
оказывать иммуномодулирующее действие 
на организм [42]. Апоптоз стал рассматривать-
ся как необходимый фактор для проявления 
иммуномодулирующего эффекта и терапевти-
ческого действия трансплантируемых стволо-
вых клеток  [43]. В  частности, предполагается, 
что после попадания МСК в  периферическую 
систему кровообращения и индукции апопто-
за они быстро и неспецифически распознают-
ся и  интернализируются макрофагами (кото-
рые в  этом случае называют эффероцитами), 
что способствует приобретению ими проти-
вовоспалительного фенотипа М2  и  увеличе-
нию секреции противовоспалительных факто-
ров для подавления воспалительной реакции 
и  ускорения восстановления тканей, таким 
образом, играя инициирующую роль в  про-
явлении иммуномодулирующих эффектов 
МСК  [44, 45]. В  связи с  этим была предложена 
«бесклеточная терапия» путем введения паци-
енту мВВ, полученных от МСК, для индукции 
in vivo М2 поляризации макрофагов с целью их 
участия в восстановлении тканей и выработки 
противовоспалительных цитокинов [46].

Таким образом, представление о судьбе транс
плантированных МСК и механизме их терапев-
тического действия прошло долгий путь: от МСК 
с  их плохой выживаемостью после введения 
в  организм до современного понимания того, 
что критическим аспектом механизма их дейст-
вия являются продукты, выделяемые при раз-
рушении МСК  [47], возможно, включая и  мВВ. 
В целом общей тенденцией в применении МСК 
является внутривенное введение аутологичных 
клеток, получаемых из костного мозга или жи-
ровой ткани пациента. Однако при этом необ-
ходимо иметь в виду, что введение МСК в ряде 
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случаев связано с риском возникновения тром-
бозов, а также проблем с преодолением гемато-
энцефалического барьера.

Малые внеклеточные везикулы (экзосомы)
В качестве альтернативы МСК предложено ис-
пользовать внеклеточные везикулы. Все клет-
ки обмениваются информацией, необходимой 
для поддержания гомеостаза многоклеточных 
организмов. Так, во время инфекции иммун-
ная система активируется в ответ на гумораль-
ные факторы (цитокины, хемокины, гормоны), 
продуцируемые активированными эпители-
альными и  гемопоэтическими клетками. Ги-
дрофобные молекулы, а  также генетический 
материал (ДНК, РНК, мРНК) упаковываются 
в  мембранные везикулы. Секретируемые вези-
кулы, заключенные в  мембрану, называемые 
внеклеточными везикулами, включают экзосо-
мы, эктосомы, микровезикулы, микрочастицы, 
апоптотические тельца и другие  [48]. Наиболь-
ший интерес вызывают экзосомы (малые вне-
клеточные везикулы, мВВ) размером 30–150 нм 
в  диаметре, которые, как полагают, отвеча-
ют за «пакетный» сигналинг между клетками 
(рис. 2) [49]. По сравнению с МСК мВВ обладают 
рядом преимуществ: низкой иммуногенностью 
и  отсутствием этических проблем, возможно-

стью длительного хранения в  замороженном 
состоянии  [50]. Перспективным методом вве-
дения мВВ является интраназальный путь. Мы 
показали эффективность такого способа введе-
ния мВВ в экспериментах на мышиной модели 
БА [51], а также возможность прохождения мВВ 
через гематоэнцефалический барьер у  интакт
ных мышей (рис. 2).

Несмотря на потенциальные преимущества 
«экзосомной терапии», прогресс в  терапевти-
ческом применении мВВ в  качестве лечебного 
средства сдерживается из-за сложных для кли-
нической лаборатории методов их выделения 
и стандартизации [48]. Ультрацентрифугирова-
ние и хроматография высокого давления требу-
ют дорогостоящего оборудования и трудоемких 
операций. В  последние годы появились новые 
методы выделения мВВ: иммуноаффинные, им-
муномагнитные методы, полимерное осажде-
ние, асимметричная фильтрация, микрофлю-
идные чипы, нанолитография и  другие  [49, 50, 
52]. Отсутствие стандартных методов выделе-
ния мВВ является основным препятствием про-
ведения клинических исследований. Аналогич-
ная ситуация была и  с терапией МСК, которая 
также требовала стандартизации МСК. В  на-
стоящее время есть как сертифицированные 

Рис. 2. Общий вид мВВ в клетках, тканях и под электронным микроскопом (ТЭМ). Внеклеточные везикулы продуциру-
ются всеми клетками, имеют размер 30–150 нм в диаметре и могут проходить через гематоэнцефалический барьер. 
А — конфокальная микроскопия МСК, полученных из вартонова студня, окрашенных митохондриальным трекером 
(зеленый) и липофильным трекером (красный), ядра окрашены Хехст (синий). Б — размер мВВ в электронной микро-
скопии, шкала 200  нм. В  — конфокальная микроскопия криосреза мозга мыши через 24  ч  после интраназального 
введения 1010  мВВ, окрашенных липофильным трекером (красный), ткань окрашена митохондриальным трекером 
(зеленый), ядра — Хехст (синий). Шкала 23 мкм. (Фрагмент Б приведён с согласия авторов статьи [49].)

Fig. 2. Small extracellular vesicles (sEVs) in cells, tissue and under transmission electron microscope (TEM). sEVs (e.g., ex-
osomes) generated by cells are 30–150 nm in diameter and can pass through the blood–brain barrier. А — confocal micros-
copy of Wharton jelly-derived MSCs stained with mitochondrial tracker (green) and lipophilic tracker (red), nuclei stained 
with Hoechst (blue). Б —TEM-photo of sEVs, scale bar 200 nm. В — confocal microscopy of a cryosection of mouse brain 
24 h after intranasal administration of 1010 sEVs stained with a lipophilic tracker (red), tissue stained with a mitochondrial 
tracker (green), nuclei — Hoechst (blue). Scale bar 23 µm; (Fragments Б with the permission authors of [49].)
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лаборатории, получающие МСК, так и стандар-
тизованные протоколы, используемые в  ряде 
клинических исследований.

Терапия нейродегенеративных заболеваний с по-
мощью мВВ, несомненно, требует многократных 
введений. Способ введения влияет на биора-
спределение, терапевтическую эффективность 
и  краткосрочные/долгосрочные биологические 
эффекты. В  настоящее время основные способы 
введения мВВ для лечения нейродегенератив-
ных заболеваний: внутривенное, интраназаль-
ное, пероральное, реже стереотаксическая инъ-
екция [53, 54]. При внутривенной инъекции мВВ 
мышам APP/PS1 значительно улучшалась способ-
ность к обучению и запоминанию, снижалось от-
ложение амилоидов, а  также нормализовывался 
уровень воспалительных цитокинов в крови [55]. 
Эффект мВВ при интраназальном введении был 
показан нами в модели БА у бульбэктомирован-
ных мышей с  выраженным нарушением про-
странственной памяти [51]. Аналогичные данные 
были получены Peng и  соавт. в  модели болезни 
Паркинсона [56]. Несмотря на то что пероральное 
введение хорошо воспринимается пациентами, 
оно редко используется в  научных исследова
ниях [57].

В пилотном исследовании на семи пациентах 
с  пневмонией, вызванной COVID-19, показано, 
что введение мВВ не вызывало аллергических 
реакций и других побочных явлений и способ-
ствовало уменьшению интенсивности пораже-
ний легких и  сокращению продолжительности 
госпитализации при легких формах пневмо-
нии  [58]. В  настоящее время интенсивно про-
водятся исследования по стандартизации мВВ, 
их таргетной доставке в структуры мозга и ана-
лизу механизмов их эффектов, что необходимо 
для разработки новых методов терапии нейро-
дегенеративных заболеваний [59–62].

Механизмы нейропротективного действия 
МСК и мВВ
Первоначально полагали, что эффективность 
МСК связана со способностью к  направлен-
ной миграции в  патологический очаг и  заме-
щении погибших и  видоизмененных клеток. 
В  последнее время лечебный эффект МСК свя-
зывают с  их паракринной и  системной актив-
ностью, что проявляется в  выделении целого 
ряда биологически активных соединений, та-
ких как нейротрофический фактор глиального 
происхождения — GDNF, фактор роста нервов — 

NGF и нейротрофический фактор мозга — BDNF, 
что способствует локальному подавлению пато-
логического процесса  [63–65]. Трансплантация 
МСК животным с  моделями БА оказывала по-
ложительное неврологическое воздействие  [66, 
67] в результате индукции пролиферации эндо-
генных нейральных клеток-предшественников 
и усиления их дифференцировки в нейроны [67], 
а также благодаря стимуляции роста нейритов 
и интенсификации синаптогенеза на фоне сни-
жения апоптоза и  подавления уровня свобод-
ных радикалов, что приводит к  уменьшению 
воспаления  [68–70]. Недавние исследования 
показали наличие у МСК системных эффектов, 
в  частности, проявляющихся в  поддержании 
гомеостаза мозга  [71, 72]. Помимо отмеченно-
го выше общего иммуномодулирующего эф-
фекта, вызванного поляризацией макрофагов, 
в  отношении МСК, выделенных из вартонова 
студня пупочного канатика человека, известно, 
что они могут регулировать секрецию GDF-15, 
играющего ключевую роль в  иммуносупрес-
сии, нейропротекции и  регуляции роста кле-
ток, а  также усиливать способность микрогли-
альных клеток к  клиренсу бета-амилоида  [73]. 
Эти МСК оказались относительно безопасными 
и  эффективными нейропротекторами и  имму-
номодуляторами  [74–77]. Помимо свободных 
биологически активных веществ, МСК выделя-
ют в  среду везикулы и  экзосомы, содержащие 
различные цитокины, ангиогенные факторы 
и даже митохондрии [72, 78], которые попадают 
в клетки реципиента через механизм эндоцито-
за, щелевые и межклеточные контакты класси-
ческого типа [79–81] или благодаря образованию 
наноканалов от МСК к клеткам реципиента [82].

Установлено, что МСК могут восстанавливать 
когнитивные способности и  память  [83], что 
было подтверждено и  в наших исследованиях 
при трансплантации фетальных нейрональных 
прогениторов и  МСК, выделенных из костного 
мозга или вартонова студня пупочного канатика, 
на память ольфакторно-бульбэктомированных 
(ОБЭ) животных — модели спорадической формы 
БА [39, 84]. Позитивный эффект МСК может быть 
обусловлен активацией микроглии и  очисткой 
мозговой ткани от патологических амилоидных 
бляшек, а  также снижением амилоидогенного 
процессинга амилоидного белка— предшествен-
ника АРР, подавлением апоптоза нейронов и ак-
тивацией нейрогенеза [85, 86]. В наших исследо-
ваниях также была обнаружена способность МСК 
к  дифференцированию в  астроциты и  нейроны 
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в  зависимости от условий кокультивирования 
с  гиппокампальной культурой мышей 5XFAD, 
моделирующей нейродегенеративный процесс 
в мозге при БА [87, 88].

Таким образом, терапия на основе МСК может 
иметь многообещающие перспективы. Однако 
во избежание неблагоприятных побочных эф-
фектов трансплантации необходимо детально 
исследовать характер и  последствия взаимного 
влияния донорских клеток и тканей реципиента. 
В  наших экспериментах по кокультивированию 
МСК и культуры клеток гиппокампа трансгенных 
5XFAD мышей была показана возможность повы-
шать выживаемость МСК под влиянием прими-
рующего действия стресс-белков YB-1  и  HSP70, 
обладающих выраженным нейропротективным 
эффектом [89, 90].

Механизм нейропротективного и  нейрореге-
неративного эффектов мВВ остается не до кон-
ца выясненным. Действие мВВ может зависеть 
от дозы и длительности терапии, а также от со-
става, соотношения белков, аминокислот и нук-
леотидов, присутствующих в  них микроРНК 
и  других биологически активных соединений, 
которые не обязательно являются полностью 
идентичными по своему составу родительским 
МСК. Эффекты экзосом зависят как от типа 
реципиентных клеток, так и  от особенностей 
клеточных моделей, на которых испытывается 
действие экзосом, и  даже их источников. Как 
уже указывалось выше, экзосомы оказались эф-
фективны в разнообразных моделях нейродеге-
неративных заболеваний, включая и БА [91, 92], 
возможно, благодаря их синергичному дейст-
вию на метаболизм, нейровоспаление и мигра-
цию нейрональных предшественников, а также 
ангио-, нейро- и синаптогенез [93].

Детальные исследования молекулярно-клеточ-
ных механизмов эффектов мВВ были проведены 
с использованием клеточных моделей различных 
патологий. Было установлено, что при кокульти-
вировании с  экзосомами повышается выживае-
мость клеток в  культуре гиппокампа трансген-
ных мышей 5XFAD  — модели семейной формы 
БА. С  использованием флуоресцентно мечен-
ных экзосом была установлена их способность 
колокализоваться с  астроцитами, микрогли-
ей, олигодендроцитами и  в меньшей степени 
с нейронами [94, 95]. В опытах in vivo на модели 
травмы мозга у крыс была показана способность 
трансплантированных в мозг экзосом вызывать 

функциональное восстановление на фоне подав-
ления нейровоспаления и апоптоза, но усиления 
нейрогенеза. При этом отмечено скопление экзо-
сом в месте травмы [95].

Интересной особенностью экзосом оказалась 
их способность снижать уровень бета-амилои-
да и  интенсивность фосфорилирования белка-
тау — основных нейротоксических соединений, 
вызывающих гибель нейронов при БА. Одним 
из механизмов очистки мозга от бета-амило-
ида является активность фермента неприли-
зина, вызывающего деградацию токсичного 
белка [96]. Наряду с другими эндопептидазами 
неприлизин содержится в экзосомах, но снижен 
при БА  [97, 98]. В  других исследованиях была 
установлена возможность связывания бета-
амилоида с  мВВ благодаря присутствию на их 
мембранах сфингомиелина [99], с последующей 
интернализацией этого комплекса в микроглию 
и его фагоцитоза [100]. Оказалось, что экзосомы 
способны оказывать антиоксидантное действие 
благодаря присутствию в  их составе фермента 
каталазы [93].

В условиях ишемии трансплантация экзосом 
вызывает увеличение аксональной плотности 
и иммунопозитивности к синаптофизину в пре-
синаптических окончаниях в  области пораже-
ния на фоне стимуляции ангио- и нейрогенеза 
у крыс [101]. Наконец, оказалось, что позитивное 
действие экзосом на поведенческие проявления 
БА может быть обусловлено их прямым влияни-
ем на экспрессию генов, связанных с обучением 
и памятью, и этот эффект может быть обуслов-
лен их взаимодействием с митохондриями, ха-
рактеризующимися дисфункцией при БА  [102]. 
В этой связи важно отметить, что 10,3% в белко-
вом содержании в экзосомах приходится на ми-
тохондриальные белки [103].

Все приведенные выше данные, несомненно, 
свидетельствуют о  высоком терапевтическом 
потенциале мВВ, малый размер которых, на-
ряду с низкой иммуногенностью, является не-
оспоримым преимуществом этих клеточных 
органелл [104].

Клеточные агрегаты
Развитие методов «хирургической импланта-
ции» клеток в головной мозг является еще одним 
из подходов к  терапии нейродегенеративных 
заболеваний  [105, 106]. Ранее в  наших работах 
при анализе неокортекса плодов человека было 
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установлено, что нейральные стволовые и проге-
ниторные клетки при культивировании активно 
пролиферируют, образуя клеточные свободно 
плавающие сфероиды  — нейросферы, клетки 
которых обладали способностью к  спонтанной 
и  направленной дифференцировке в  зависимо-
сти от условий культивирования [107, 108].

Международным консорциумом в  рамках кли-
нического исследования I  фазы (NCT03282760, 
EudraCT2015-004855-37) была получена клеточ-
ная линия ACT hNSC 03/14b, обогащенная НСК. 
Аллогенные фетальные НСК человека, введен-
ные в  желудочки мозга, в  сочетании с  имму-
носупрессией вызывали торможение прогрес-
сирования рассеянного склероза без видимых 
серьезных осложнений  [109]. Другим примером 
является имплантация островков Лангерганса 
поджелудочной железы, содержащих бета-клет-
ки, вырабатывающие инсулин. Из-за ограни-
ченного количества донорской ткани делаются 
попытки ксенотрансплантации от свиньи чело-
веку [110–112]. Китайская группа исследователей 
получила 3D-кластеры аутологичных химиче-
ски индуцированных плюрипотентных стволо-
вых клеток (ИПСК) бета-клеток, которые ввели 
под переднюю прямую мышцу живота пациенту 
с диабетом I типа. Наблюдение в течение года по-
казало эффективность такой терапии [113].

Основными источниками клеток для генера-
ции таких органоидов являются эмбриональ-
ные стволовые клетки (ЭСК) и ИПСК. ЭСК мозга 
человека получают из внутренней клеточной 
массы бластоцисты на ранней стадии разви-
тия эмбриона и  поддерживают в  культуре in 
vitro. ИПСК генерируют из соматических клеток, 
в основном из кожи или крови, перепрограмми-
руя их в  эмбриональное состояние путем вве-
дения специфических факторов транскрипции 
плюрипотентности. Особенностью таких кле-
ток является их способность самопроизвольно 
формировать небольшие трехмерные (3D) орга-
ноиды, которые можно поддерживать в течение 
многих лет [114–116]. Органоиды из ИПСК мозга 
получили различные названия, например ней-
ральные (мозговые или церебральные) органои-
ды или химероиды — органоиды из нейральных 
клеток, полученные от нескольких доноров, 
которые развивались в «розетки»  — структу-
ры. Показано, что органоиды мозга челове-
ка, созданные в  культуре из эмбриональных 
или ИПСК, могут структурно и функционально 
взаимодействовать с  травмированным мозгом 

крысы, а также реагировать на визуальные сти-
мулы [117].

Трансплантация церебральных органоидов вос-
станавливает инфарктную зону коры и  нару-
шенную функцию после смоделированного ин-
сульта у мышей [118]. Интересным результатом 
этой работы является то, что трансплантация 
диссоциированных клеток не восстанавливала 
поврежденную ткань. По-видимому, органои-
ды, а  не диссоциированные клетки, способны 
выживать в  инфарктной зоне, что может быть 
связано с высокой самоорганизующейся струк-
турой органоидов и способностью к самообнов-
лению. Более того, церебральные органоиды 
по-разному дифференцируются в  инфарктном 
ядре и  периинфарктных областях. В  целом 
было показано, что трансплантированные це-
ребральные органоиды способны восстанавли-
вать инфарктную кору после инсульта, посы-
лая аксонные проекции на большие расстояния 
к отдаленным целевым объектам мозга и интег-
рируясь в нейронные цепи хозяина, тем самым 
восстанавливая нарушенную сенсомоторную 
функцию. 

Согласно данным, представлены в  журнале  Na-
ture в 2025 году, в настоящее время проводится 
более 100 клинических исследований с примене-
нием стволовых клеток для лечения онкологиче-
ских заболеваний, диабета и нейродегенератив-
ных расстройств, таких как болезнь Паркинсона. 
Такой масштабный объем клинических иссле-
дований может стать поворотным моментом 
в  определении ближайших перспектив клеточ-
ной терапии [119].

Заключение
     Применение МСК, обладающих большим по-
тенциалом в регенеративной медицине для ле-
чения широкого спектра заболеваний, является 
перспективным направлением в терапии. В на-
стоящее время несколько препаратов на основе 
аллогенных мезенхимальных стволовых клеток 
одобрены регулирующими органами, включая 
FDA, для клинического применения для отдель-
ных показаний. Большое количество текущих 
клинических исследований посвящены изуче-
нию возможности применения МСК для терапии 
ряда заболеваний, в  том числе нейродегенера-
тивных. В клинической практике используются 
как аутологичные МСК, например полученные 
из жировой ткани или костного мозга, так и ал-
логенные, полученные от молодых здоровых 

http://clinicaltrials.gov/show/NCT03282760
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доноров. Проблемы, связанные с низкой прижи-
ваемостью МСК, риском тромбозов, ограничен-
ной эффективностью, требуют дополнительных 
исследований, но одновременно стимулиру-
ют поиск альтернативных продуктов, таких 
как внеклеточные везикулы.  Исследования воз-
можности применения мВВ находятся на ста-
дии доклинических исследований, что связано 
с  необходимостью стандартизации их получе-
ния. К  преимуществам мВВ относятся: малый 
размер, отсутствие иммуногенности, наличие 
молекул адгезии на поверхности, способность 
преодолевать ГЭБ. мВВ можно «нагружать» 
ноотропными препаратами, что позволяет по-
высить эффективность терапии на их основе. 

Хирургическая трансплантация органоидов, 
полученных из модифицированных МСК, от-
крывает путь к  более эффективной терапии, 
однако её сложность и  высокая стоимость мо-
гут ограничить широкое применение. Резуль-
таты исследований по применению МСК и мВВ 
внутривенно и  интраназально, включая дан-
ные, полученные нашим коллективом, указы-
вают на большие перспективы данного подхода 
для терапии нейродегенеративных заболева-
ний.  Масштабные клинические исследования 
стволовых клеток, проводимые в  последние 
годы, в лечении ряда заболеваний, в том числе 
нейродегенеративных, подтверждают широкие 
перспективы клеточной терапии.
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Аннотация
T-кадгерин (также в литературе используются названия cadherin 13, H-cadherin (heart) 
и  белок, кодируемый геном CDH13) является многофункциональным белком, играю-
щим ключевую роль в  регуляции метаболизма, адипогенеза и  канцерогенеза. В  обзо-
ре приведены и сформулированы современные представления о структуре и функциях 
T-кадгерина, его взаимодействии с лигандами, адипонектином и липопротеинами низ-
кой плотности (ЛНП). Особое внимание уделено анализу роли T-кадгерина в адипоген-
ной дифференцировке мезенхимальных стромальных/стволовых клеток (МСК), а также 
влиянию T-кадгерина на процессы накопления липидов и поддержания метаболическо-
го гомеостаза. Высказано предположение о том, что T-кадгерин может выступать в ка-
честве сенсора метаболических сигналов, регулируя баланс между адипогенезом и ак-
тивацией стволовых/прогениторных клеток, что важно для поддержания клеточного 
гомеостаза жировой ткани.
В контексте онкологических заболеваний T-кадгерин функционирует как потенциаль-
ный опухолевый супрессор. Потеря экспрессии T-кадгерина характерна для многих ти-
пов рака, включая рак молочной железы, легких и колоректальный рак. Снижение уров-
ня T-кадгерина может быть связано с гиперметилированием промотора гена CDH13 или 
потерей гетерозиготности. T-кадгерин может также опосредовать защитное действие 
адипонектина, который обладает онкосупрессивными свойствами. Нарушение баланса 
между адипонектином и ЛНП при ожирении и метаболическом синдроме может способ-
ствовать развитию онкологических заболеваний.
Таким образом, T-кадгерин может опосредовать взаимосвязь процессов ожирения 
и канцерогенеза. Способность T-кадгерина регулировать адипогенез и взаимодейство-
вать с лигандами, влияющими на метаболизм в целом, делает его перспективной ми-
шенью для дальнейших исследований. Понимание молекулярных механизмов участия 
T-кадгерина в этих процессах может открыть новые подходы к лечению ожирения и свя-
занных с ним онкологических заболеваний.

Ключевые слова: ожирение, рак, адипонектин, T-кадгерин, мезенхимальные стро-
мальные/стволовые клетки, адипогенез
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Abstract
T-cadherin (also known as cadherin 13, H-cadherin (heart), and CDH13) is a multifunctional 
protein that plays a key role in metabolism regulation, adipogenesis, and carcinogenesis. The 
review presents current perspectives on the structure and functions of T-cadherin, interaction 
with its well-known ligands (adiponectin, and low-density lipoproteins (LDL)). Special atten-
tion is given to analysing the role of T-cadherin in adipogenic differentiation of mesenchymal 
stromal/stem cells (MSCs), as well as its effects on lipid accumulation and the maintenance of 
metabolic homeostasis. It is suggested that T-cadherin may act as a sensor of metabolic signals, 
regulating the balance between adipogenesis and the activation of stem/progenitor cells, which 
is crucial for maintaining cellular homeostasis in adipose tissue.
In the context of oncological diseases, T-cadherin functions as a potential tumor suppressor. Loss of 
T-cadherin expression is a hallmark of many cancers, including breast, lung, and colorectal cancer. 
Reduced levels of T-cadherin are associated with hypermethylation of the CDH13 gene promoter or 
loss of heterozygosity in the CDH13 gene region. T-cadherin may also mediate the protective effects 
of adiponectin, which has oncosuppressive properties. Imbalances between adiponectin and LDL 
in obesity and metabolic syndrome may contribute to the development of oncological diseases.
Thus, T-cadherin may mediate the link between obesity and carcinogenesis. Its ability to regu-
late adipogenesis and interact with ligands affecting overall metabolism, makes this protein 
a  promising target for further research. Understanding the molecular mechanisms mediated 
by T-cadherin may open new avenues to treatment of obesity and related oncological diseases.
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Введение
Ожирение является важным общепризнанным 
фактором риска развития онкологических за-
болеваний. Для некоторых типов рака установ-
лена непосредственная связь с ожирением, на-
пример для рака эндометрия, аденокарциномы 
пищевода, колоректального рака, постменопау-
зального рака молочной железы, рака простаты 
и почек, а также для лейкемии, лимфом, множе-
ственной миеломы, злокачественной меланомы 
и опухолей щитовидной железы [1]. В литерату-
ре обсуждаются гипотезы, объясняющие такую 
взаимосвязь, однако конкретные механизмы, 
лежащие в основе, остаются не ясны. Известно, 
что для опухолевых клеток характерна актива-
ция процессов поглощения холестерина за счет 
усиленного эндоцитоза, опосредованного ре-
цептором Гольдштейна  — Брауна (ЛНП рецеп-
тор)  [2; 3], а также активный внутриклеточный 
синтез холестерина. Биосинтетический путь 
холестерина рассматривается как перспектив-
ная терапевтическая мишень в онкологии, и ряд 
ингибиторов уже продемонстрировал эффек-
тивность при подавлении опухолевого роста, 
включая колоректальный рак и  рак поджелу-
дочной железы [2].

Помимо рецептора Гольдштейна  — Брауна, 
описан ряд других рецепторов, участвующих 
в  регуляции клеточного метаболизма, в  том 
числе и  T-кадгерин  [4]. На сегодняшний день 
T-кадгерин рассматривается как многофункци-
ональная молекула, играющая двойную роль: 
с  одной стороны, T-кадгерин участвует в  го-
мофильной межклеточной адгезии, с другой — 
в передаче внутриклеточных сигналов.

T-кадгерин: структура и функции
Исходно T-кадгерин был идентифицирован 
как молекула межклеточной адгезии  [5], отно-
сящаяся к  семейству «классических» кадгери-
нов. Кадгерины представляют собой большое 
семейство молекул межклеточной адгезии, экс
прессированных практически во всех органах 
и  тканях и  обеспечивающих их структурную 
организацию и  целостность  [6]. Внеклеточ-
ная часть T-кадгерина содержит пять харак-
терных для «классических» кадгеринов доме-
нов, но, в отличие от них, T-кадгерин не имеет 
трансмембранного и  цитоплазматического до-
менов и заякорен на мембране через гликозил-
фосфатидилинозитольный (ГФИ) якорь. Т-кад-
герин располагается в участках плазматической 
мембраны (липидных плотах или рафтах)  [7]. 

В силу своих структурных особенностей Т-кад-
герин способен опосредовать лишь слабую го-
мофильную адгезию. На сегодняшний день 
Т-кадгерин скорее рассматривается как рецеп-
тор, регулирующий внутриклеточные сигналь-
ные каскады  [4]. T-кадгерин функционирует 
как рецептор двух важнейших метаболических 
лигандов  — адипонектина и  липопротеинов 
низкой плотности (ЛНП), которые, по нашей 
гипотезе, могут конкурировать за связывание 
с  Т-кадгерином  [4]. Адипонектин продуциру-
ется в  основном белыми адипоцитами жиро-
вой ткани и  действует системно. Он обладает 
ярко выраженными протективными свойства-
ми и оказывает противовоспалительные, анти-
пролиферативные и антиатерогенные эффекты 
в организме, а также оказывает онкосупрессив-
ное действие [8].

Известно, что в  крови человека концентрации 
циркулирующего высокомолекулярного адипо-
нектина (~170 нмоль/л) и ЛНП (~180 нмоль/л) зна-
чительно превышают величины констант дис-
социации комплекса Т-кадгерина с  данными 
лигандами. Для высокомолекулярного адипо-
нектина эта величина составляет ≤1 нмоль/л [4, 
9], а для ЛНП она больше почти на порядок и со-
ставляет ~12 нмоль/л [4]. Это означает, что у здо-
ровых доноров Т-кадгерин в  сосудах должен 
быть преимущественно связан с  адипонекти-
ном. Однако при метаболическом синдроме 
и ожирении концентрация адипонектина в кро-
ви резко снижается  [10], а ЛНП повышается  [4], 
и в такой ситуации Т-кадгерин будет оккупиро-
ван в  основном ЛНП, что может нивелировать 
защитные эффекты адипонектина. Высокий 
уровень ЛНП в  крови приводит к  накоплению 
ЛНП в сосудистой стенке и ассоциируется с по-
вышенным риском развития атеросклероза.

Роль T-кадгерина в адипогенезе
Наши недавно опубликованные данные ука-
зывают на то, что T-кадгерин участвует в  ре-
гуляции адипоцитарной дифференцировки 
мезенхимальных стромальных/стволовых кле-
ток (МСК) из жировой ткани  [11]. Т-кадгерин 
экспрессируется в  субпопуляции недиффе-
ренцированных МСК из жировой ткани чело-
века и  мыши, которые также экспрессируют 
маркеры стволовых клеток, и уровень экспрес-
сии Т-кадгерина падает при индукции адипо-
генеза  [4, 11]. В  нашей лаборатории было про-
ведено исследование на мышах, дефицитных 
по T-кадгерину (Cdh13∆Exon3  mice), показавшее, 
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что МСК, не экспрессирующие полноразмерный 
T-кадгерин, обладают более высоким и  выра-
женным адипогенным потенциалом  [12]. МСК 
из жировой ткани Cdh13∆Exon3  мышей демон-
стрировали повышенный уровень экспрессии 
главных мастер-генов  — регуляторов адипоге-
неза: PPARγ и  CEBPα  [13, 14]. Кроме того, такие 
МСК после индукции адипоцитарной диффе-
ренцировки в течение 10 дней имели увеличен-
ную способность секретировать в  среду куль-
тивирования адипонектин и  лептин (маркеры 
дифференцированных адипоцитов) и  легче 
дифференцировались в зрелые адипоциты с ха-
рактерным накоплением крупных липидных 
капель (по данным фазово-контрастной микро-
скопии и  специфическому окрашиванию c  ис-
пользованием флуоресцентного красителя ней-
тральных липидов Nile Red) [15, 16].

Далее для выявления функциональных особен-
ностей T-кадгерина как рецептора адипонек-
тина и  ЛНП мы провели сравнительный ана-
лиз, оценивая влияние ЛНП и  адипонектина 
на адипогенную дифференцировку МСК в зави-
симости от экспрессии в  них T-кадгерина. Во-
первых, наши результаты выявили противопо-
ложные эффекты этих двух лигандов. В то время 
как добавление ЛНП стимулировало адипоци-
тарную дифференцировку контрольных кле-
ток, присутствие адипонектина в среде культи-
вирования подавляло адипогенез. Во-вторых, 
в  отсутствие полноразмерного Т-кадгерина 
специфическое действие ЛНП и  адипонектина 
на адипогенез было более явно выражено. На-
личие полноразмерного T-кадгерина на плаз-
матической мембране снижало влияние ЛНП 
на способность клеток к накоплению липидных 
капель по сравнению с  клетками, дефицит-
ными по Т-кадгерину (из Cdh13∆Exon3  мышей). 
Аналогичным образом в  МСК, дефицитных 
по T-кадгерину, отмечалась повышенная чувст-
вительность к подавляющему действию адипо-
нектина.

Таким образом, T-кадгерин действует как фак-
тор, регулирующий процессы адипоцитарной 
дифференцировки и  опосредующий действие 
метаболических лигандов на процесс накопле-
ния липидных капель. В контексте полученных 
данных было сделано предположение о  том, 
что T-кадгерин может играть роль сенсора ме-
таболических сигналов (ЛНП и  адипонектина), 
регулируя процессы адипогенеза в зависимости 
от изменяющихся физиологических условий 

за счет контроля дифференцировки стволовых/
прогениторных клеток в зрелые адипоциты [15].

T-кадгерин при онкологических заболеваниях
За последние 30  лет накопилось значитель-
ное количество данных, подтверждающих, 
что потеря экспрессии T-кадгерина характер-
на для самых различных типов онкологиче-
ских заболеваний. Ген CDH13, кодирующий 
белок T-кадгерин, расположен на хромосоме 
16q24  в  области, для которой особенно харак-
терна потеря гетерозиготности при различ-
ных солидных опухолях. Снижение экспрессии 
T-кадгерина, вызванное либо аллельной поте-
рей хромосомных участков 16q24.1–q24.2, либо 
гиперметилированием промотора гена CDH13, 
было выявлено при таких патологиях у человека, 
как карцинома молочной железы и легких, аде-
нома гипофиза, злокачественные B-клеточные 
лимфомы и назофарингеальная карцинома [16–
20]. При остеосаркоме [21], раке яичников и эн-
дометрия  [22, 23], а  также при раке желчного 
пузыря  [24] снижение экспрессии T-кадгерина 
было ассоциировано со злокачественным фено-
типом и прогрессией заболевания. В литературе 
было высказано предположение, что T-кадгерин 
функционирует как опухолевый супрессор. В то 
же время до сих пор достоверно не выявлены 
конкретные молекулярные или клеточные ме-
ханизмы участия Т-кадгерина в озлокачествле-
нии клеток или опухолевой прогрессии.

На сегодняшний день очевидно, что циркулиру-
ющие гормоны и факторы роста могут напрямую 
влиять на рост опухолей или косвенно изменять 
стромальное микроокружение в  опухолевом 
узле (фибробласты, иммунные или сосудистые 
клетки), тем самым способствуя опухолевой 
прогрессии и  метастазированию  [25]. Напри-
мер, значительное внимание в онкологических 
исследованиях было уделено адипонектину. 
В ряде публикаций была отмечена взаимосвязь 
между снижением адипонектина в плазме кро-
ви и  риском развития онкологических заболе-
ваний, ассоциированных с ожирением, а также 
высокой смертностью таких больных [26].

Наиболее часто низкий уровень адипонектина 
в  плазме крови коррелирует с  возникновением 
рака пищеварительной системы (аденокарцино-
ма пищевода, рак желудка, печени и колоректаль-
ный рак) и  гормонально-зависимыми видами 
рака (постменопаузальный рак молочной железы, 
эндометрия и  простаты)  [26–29]. Исследования 
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на клеточных линиях колоректального рака под-
твердили роль адипонектина в подавлении роста 
опухолевых клеток: в клеточных линиях HCT116, 
HT29 и LoVo адипонектин ингибировал пролифе-
рацию, миграцию и  клоногенность путем моду-
ляции клеточного метаболизма и регуляции кле-
точного цикла [30, 31].

В то же время ряд других исследований по-
ставил под сомнение концепцию, согласно ко-
торой адипонектин может функционировать 
в  качестве опухолевого супрессора. Например, 
высокий уровень адипонектина ассоциирован 
с повышенным риском рака печени у пациентов 
с хроническим гепатитом C [32]. Кроме того, по-
вышенный уровень адипонектина был зареги-
стрирован при раке поджелудочной железы [33].

Отмеченные противоречия в  отношения роли 
адипонектина при онкологических заболеваниях, 
возможно, обусловлены различными клеточными 
и  биохимическими механизмами. Адипонектин 
может оказывать как положительное, так и отри-
цательное влияние на опухолевую трансформа-
цию и малигнизацию в силу того, что не столько 
уровень адипонектина в  плазме крови оказыва-
ется принципиально важен, сколько экспрессия 
его рецепторов на поверхности клеток, опосре-
дующих сигнальные эффекты этого адипокина. 
Так, было показано, что рецепторы адипонектина 
AdipoR1 и AdipoR2 экспрессируются на плазмати-
ческой мембране как в  образцах толстой кишки 
в норме, так и при колоректальном раке у челове-
ка [34]. Однако при онкологических заболеваниях 
уровень этих рецепторов повышается, что пред-
полагает наличие компенсаторного механизма 
увеличения экспрессии рецепторов адипонекти-
на в ответ на снижение его концентрации в плаз-
ме крови [35].

В свете исследований, продемонстрировавших 
корреляцию между метилированием промото-
ра CDH13  и  повышенным риском возникнове-
ния колоректального рака, наши представле-
ния о  механизмах участия адипонектина и  его 
рецепторов в  значительной степени измени-
лись за последнее время. Было обнаружено, 
что именно аберрантное метилирование промо-
тора CDH13, приводящее к снижению экспрессии 
T-кадгерина, является потенциальным диагно-
стическим биомаркером для раннего выявления 
колоректального рака  [36]. Наши недавно полу-
ченные с  помощью биоинформационного ана-
лиза данные секвенирования РНК на одиночных 

клетках (single-cell RNA sequencing, scRNA-seq) 
в  сочетании с  иммуногистохимическим (ИГХ) 
окрашиванием образцов тканей кишечника че-
ловека в норме и при колоректальном раке позво-
лили нам идентифицировать клетки, экспресси-
рующие T-кадгерин (по нашим оригинальным 
данным, находящимся в процессе публикации). 
В  нормальной ткани T-кадгерин преимущест-
венно экспрессировался в  МСК и  эндотелиаль-
ных клетках. Однако в тканях колоректального 
рака экспрессия T-кадгерина была значительно 
снижена или практически отсутствовала и обна-
руживалась только в  эндотелии. Примечатель-
но, что клетки, экспрессирующие T-кадгерин, 
и  клетки, экспрессирующие ADIPOR1/ADIPOR2 
(рецепторы адипонектина), или ЛНП-рецептор, 
не колокализовались при ИГХ окрашивании 
и  относились к  разным субпопуляциям и  кле-
точным типам при биоинформационном ана-
лизе. Эти данные позволяют высказать пред-
положение о  том, что МСК, экспрессирующие 
Т-кадгерин, выполняют уникальную функцию 
и, возможно, обеспечивают необходимую регу-
ляцию и  защиту от онкологической трансфор-
мации клеток, тем самым обеспечивая протек-
тивные эффекты адипонектина.

Заключение
На сегодняшний день, чтобы систематизиро-
вать многообразие предполагаемых функций 
T-кадгерина, мы предлагаем концепцию мо-
лекулярного хаба. Во-первых, T-кадгерин экс
прессируется в  компартменте стволовых/про-
гениторных клеток и  регулирует адипогенную 
дифференцировку МСК в зрелые адипоциты, се-
кретирующие адипонектин. Это, в свою очередь, 
влияет на системную концентрацию этого ади-
покина в плазме крови. Во-вторых, T-кадгерин 
функционирует как сенсор уровня важнейших 
лигандов, специфическим рецептором которых 
он является, — ЛНП и адипонектина, обеспечи-
вая механизм обратной связи и регулируя ади-
погенную дифференцировку МСК в адипоциты. 
В-третьих, T-кадгерин может выполнять роль 
специфического рецептора для адипонектина, 
опосредуя его защитное действие и предотвра-
щая злокачественные новообразования. Сдвиг 
равновесия между содержанием лигандов 
Т-кадгерина, ЛНП и адипонектином может при-
водить к  дисбалансу процессов пролиферации 
и дифференцировки стволовых/прогениторных 
клеток. Таким образом, T-кадгерин может яв-
ляться тем самым недостающим звеном, связы-
вающим процессы канцерогенеза и ожирения.
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Аннотация
В данной работе мы исследовали изменения гормональной регуляции стволовых клеток 
жировой ткани человека при старении и то, как эти изменения ассоциированы с адипоген-
ной дифференцировкой этих клеток. В качестве объекта изучения гормональной регуля-
ции использовали постнатальные стволовые клетки жировой ткани — мультипотентные 
мезенхимные стромальные клетки (МСК). Мы показали, что как МСК с  индуцирован-
ным репликативным старением, так и  МСК, полученные от пожилых доноров, облада-
ют сниженным адипогенным потенциалом, также у  этих клеток нарушены механизмы 
регуляции адипогенной дифференцировки при действии норадреналина и  серотонина. 
Изучение внутриклеточных сигнальных каскадов позволило установить, что при старении 
в МСК проявляется пониженная активация как цАМФ-зависимых, так и фосфоинозитид/
кальций-зависимых сигнальных каскадов. Кальциевые ответы на стимуляцию норадрена-
лином и серотонином оказались отложенными во времени в МСК с индуцированным ре-
пликативным старением. Таким образом, старение приводит к снижению регуляторного 
воздействия гормонов-регуляторов на адипогенную дифференцировку МСК человека.
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Abstract
In this work, we studied how hormonal regulation of human adipose tissue stem cells changes dur-
ing aging and how changes in hormonal regulation are associated with adipogenic differentiation 
of these cells. Postnatal adipose tissue stem cells — multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs), 
were used as an object for studying hormonal regulation. We showed that both MSCs with induced 
replicative senescence and MSCs obtained from elderly donors have a reduced adipogenic potential. 
These cells have impaired mechanisms of regulation of adipogenic differentiation under noradrena-
line and serotonin. The study of intracellular signaling cascades allowed us to establish that during 
senescence, MSCs exhibit reduced activation of both cAMP-dependent and phosphoinositide/calci-
um-dependent signaling cascades. Moreover, calcium responses to the addition of these hormones 
were delayed in time in MSCs with induced replicative aging. Thus, senescence leads to a decrease in 
the regulatory effect of hormones on the adipogenic differentiation of human MSCs.

Keywords: multipotent mesenchymal stromal cells, adipogenic differentiation, noradrenaline, 
serotonin, intracellular signaling, senescence
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Alteration of aged MSC hormone regulation

Список сокращений:
МСК — мультипотентные мезенхимные стромальные клетки

IBMX — изобутиметилксантин

Введение
В последние десятилетия метаболические бо-
лезни, ассоциированные с  нарушениями фун-
кционального состояния жировой ткани, прио-
брели характер пандемий. Проблема ожирения 
получила крайне широкое распространение 
во многих странах мира, в том числе и в России. 
Ожирение приводит к развитию таких тяжелей-
ших и во многих случаях неизлечимых заболе-
ваний, как сахарный диабет 2-го типа и  мета-
болический синдром, серьезных заболеваний 
дыхательных путей, в том числе бронхиальной 
астмы, заболеваний органов пищеварения, на-
рушений половой и  репродуктивной функций. 
Кроме того, при ожирении резко повышается 
вероятность возникновения некоторых видов 
раковых заболеваний [1, 2]. Недостаток жировой 
ткани также ведет к  крайне негативным мета-
болическим последствиям в  связи с  недоста-
точной продукцией гормонов жировой ткани — 
адипокинов и дистрофией висцерального жира 
и связанными с ней нарушениями в работе вну-
тренних органов.

Поддержание здорового состояния жировой 
ткани осуществляется за счет баланса между 
процессами липолиза и липогенеза, а также об-
новления клеток жировой ткани. Липидный ба-
ланс регулируется гормонами и  паракринными 
факторами, действующими на адипоциты. Клю-
чевую роль в поддержании гомеостаза жировой 
ткани играют резидентные мезенхимные ство-
ловые/стромальные клетки (МСК) [3, 4]. С одной 
стороны, МСК выполняют регуляторную фун-
кцию, управляя процессами репарации и  реге-
нерации путем паракринной секреции факторов 
роста, цитокинов и других биологически актив-
ных молекул [5, 6]. С другой — МСК под действием 
специфических стимулов вступают в адипоген-
ную дифференцировку, что приводит к стабиль-
ному и медленному обновлению жировой ткани, 
в  процессе которой примерно 10% адипоцитов 
заменяется на новые каждый год [7].

МСК, являясь важными регуляторами фун-
кционирования ткани, сами подвержены стро-
гой нейрогуморальной регуляции. МСК непо-

средственно контактируют с симпатическими 
нейронами, образуя с ними подобие синапсов, 
и, располагаясь периваскулярно, восприни-
мают гормональный фон организма [8]. Таким 
образом, под управлением гормонов, цирку-
лирующих в крови, и нейромедиаторов симпа-
тической нервной системы МСК осуществляют 
локальную регуляцию ключевых физиологи-
ческих функций жировой ткани или сами диф-
ференцируются в компоненты этой ткани.

Гормон и  нейромедиатор норадреналин явля-
ется ключевым регулятором функциональной 
активности МСК, которые экспрессируют все 
основные изоформы адренорецепторов, различ-
ные субтипы α1-, α2- и  β-адренорецепторов  [9, 
10], непосредственно взаимодействуют с  сим-
патическими нейронами и  способны отвечать 
на катехоламины в  крови  [8]. Норадреналин 
усиливает расщепление липидов в  адипоци-
тах, подавляет адипогенную дифференцировку 
МСК, индуцирует превращение белых адипоци-
тов и МСК в бежевые адипоциты, которые, рас-
щепляя жир, производят в организме тепло [11]. 
Серотонин в периферических тканях выступает 
в  качестве гормона и  паракринного фактора. 
Бóльшая часть серотонина, синтезируемого вне 
мозга, производится энтерохромаффинными 
клетками кишечника и выделяется в кровь. Да-
лее часть серотонина накапливается тромбоци-
тами в секреторных гранулах, а часть — дейст-
вует как гормон, регулируя клетки-мишени [12]. 
Как мы ранее показали, МСК экспрессируют 
функционально активные рецепторы серотони-
на, в  частности 5-HT2b, 5-HT6  и  5-HT7  [13, 14]. 
Серотонин действует на функциональную ак-
тивность МСК схожим с инсулином образом. Се-
ротонин усиливает накопление жировых капель 
в  зрелых адипоцитах, подавляет адипогенную 
дифференцировку МСК, превращение адипо-
цитов и МСК в бежевые адипоциты  [15]. Таким 
образом, норадреналин с  одной стороны и  се-
ротонин с другой являются гормонами-антаго-
нистами на функциональном уровне для МСК. 
Точный баланс регуляторной активности раз-
личных гормонов — регуляторов функциональ-
ной активности МСК, а  также, что не менее 
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важно, адекватного реагирования клеток-ми-
шеней на них является залогом здорового фун-
кционирования жировой ткани.

Одним из основных факторов, приводящих 
к нарушению гомеостаза жировой ткани, явля-
ется клеточное старение, или сенесценция. Под 
этим термином в  первую очередь понимается 
так называемое «репликативное старение», ха-
рактеризующееся прогрессирующей утратой 
клетками способности к  делению, а  также со-
пряженное с нарушением основных клеточных 
функций  [16]. Считается, что ведущим про-
цессом, определяющим прогрессию клеточ-
ного старения, является остановка деления 
клеток [17, 18]. В связи с этим именно МСК, обес-
печивающие обновление жировой ткани за счет 
регулярного деления, в первую очередь подвер-
жены старению. Накопление сенесцентных при-
знаков в  МСК ведет к  значительному наруше-
нию как паракринной активности этих клеток, 
так и их дифференцировочного потенциала [19]. 
В  нашей лаборатории ранее было показано, 
что старение МСК может нарушать продукцию 
ими ангиогенных факторов  [20]. Ослабление 
регуляторной и  регенеративной функции МСК 
приводит к  нарушению в  функционировании 
всей ткани и  может обуславливать развитие 
ряда патологий, ассоциированных с  возра-
стом [21].

Материалы и методы
Выделение и культивирование МСК
Образцы подкожной жировой ткани для выде-
ления МСК забирали во время проведения хи-
рургических операций согласно разрешению ло-
кального этического комитета МНОИ МГУ имени 
М.В. Ломоносова (№ 4 от 04.06.2018) при условии 
подписания пациентом добровольного инфор-
мированного согласия. Популяцию стволовых 
клеток жировой ткани МСК мы выделяли из под-
кожной жировой ткани, взятой из области жи-
вота или области бедренного сустава здоровых 
доноров разного возраста. Образцы забирали 
в  виде биоптата. Критерием исключения слу-
жило наличие в  анамнезе ожирения, хрониче-
ских сердечно-сосудистых заболеваний, диабета 
или инфекционных заболеваний. МСК выделяли 
согласно ранее описанному протоколу  [22, 23]. 
Кроме того, использовали иммортализованные 
МСК линии ASC-52Telo (ATCC).

МСК культивировали на чашках Петри для ад-
гезионных культур в полной среде роста (ДМЕМ 

с низким содержанием глюкозы 1 г/л («ПанЭко», 
Россия), 10% фетальной бычьей сыворотки (Hy-
Clone, США), 1% раствора антибиотика-антими-
котика (HyClone, США)) в инкубаторе при 37 °С 
и  с 5% CO2. МСК пассировали с  помощью рас-
творов Версена и  трипсина («ПанЭко», Россия). 
Первичную культуру МСК культивировали и ис-
пользовали в экспериментах в течение 7-го пас-
сажа, за исключением случаев намеренного 
получения репликативно старых клеток. Часть 
клеточных культур замораживали для возмож-
ности повторной работы с  этой же культурой 
в дальнейшем при необходимости.

Получение сенесцентных МСК
Для получения сенесцентных МСК мы исполь- 
зовали два альтернативных подхода (рис. 1А, 
В). В  одном из них мы забирали жировую 
ткань от доноров разного возраста: в  первую 
группу входили доноры в возрасте 20–40 лет, 
во вторую группу  — доноры старше 70  лет 
в другом — мы культивировали клетки в тече-
ние продолжительного времени (до 10–12 пас-
сажей).

Адипогенная дифференцировка МСК
Для оценки клеточных эффектов гормонов  — 
регуляторов адипогенной дифференцировки 
мы регистрировали процесс дифференцировки 
в  динамике. Адипогенную дифференцировку 
индуцировали при помощи дифференцировоч-
ной смеси, состоящей из инсулина (10  нг/мл, 
Sigma, США), ингибитора фосфодиэстеразы 
изобутиметилксантина (IBMX, 0,5  мМ, Abcam, 
США) и глюкокортикоида дексаметазона (1 мкМ, 
Sigma, США), добавленных в  полную среду ро-
ста (см. раздел «Выделение и  культивирование 
МСК»). На протяжении дифференцировки диф-
ференцировочную среду обновляли каждые 
3–4  дня, в  ней содержались все компоненты 
дифференцировочного коктейля. Норадрена-
лином и серотонином мы обрабатывали клетки 
в  течение 1  часа перед запуском адипогенной 
дифференцировки, после чего клетки отмы-
вались от гормонов. Сама дифференцировка 
проходила в отсутствие действующих норадре-
налина и  серотонина. Жировые капли хорошо 
видны в проходящем свете при использовании 
фазово-контрастной микроскопии. Благодаря 
этому процесс дифференцировки можно на-
блюдать под микроскопом без дополнитель-
ной окраски клеточных структур. В  то же вре-
мя мы подтвердили, что капли, наблюдаемые 
нами, действительно являются жировыми 
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каплями в цитоплазме. Для этого мы дополни-
тельно окрашивали их при помощи специфиче-
ского красителя нейтральных жиров OilRed O 
(данные не приведены). Долю дифференциро-
ванных клеток считали как отношение числа 
клеток, содержащих жировые капли, в поле зре-
ния микроскопа, к общему числу клеток в дан-
ном поле зрения. Для статистической обработки 
брали не менее 3 полей зрения в каждом экспе-
рименте. На протяжении разных дней наблюде-
ния использовали для подсчета случайные поля 
зрения.

Определение уровня цАМФ  
при помощи иммуноферментного анализа
Для определения уровня цАМФ мы проводили 
иммунофлуоресцентный анализ с  помощью 
cAMP Direct Immunoassay Kit (ab138880) по прото-
колу производителя. За сутки до эксперимента 
клетки рассаживали с плотностью 3×104–106 на 
лунку в  96-луночный планшет. Используя 
100 мкМ cAMP standarts, разводили стандарты 
в  различных концентрациях для построения 
калибровочной прямой. Проводили полную 
аспирацию среды роста в  чашках. Добавля-
ли 100  мкл Cell lysis buffer на лунку. Оставля-
ли на 10  минут при комнатной температуре. 
Центрифугировали в течение 5 минут при 4 оС 
на высокой скорости для удаления нераствори-
мого материала. Собирали и перемещали в но-
вую пробирку, после чего убирали на лед. Затем 
добавляли пробы и  стандарты в  96-луночный 
планшет, после чего оставляли на 5–10  минут 
при комнатной температуре. Готовили раствор 
цАМФ, коньюгированного с пероксидазой хре-
на, 1× HRP-cAMP working solution путем разбав-
ления 50× стокового HRP-cAMP раствора в Assay 
buffer. Перемешивали и оставляли на льду. До-
бавляли 25 мкл приготовленного раствора в ка-
ждую лунку. Инкубировали течение 2-х  часов 
при комнатной температуре на шейкере. Аспи
рировали содержимое лунок. Далее промы-
вали 4 раза 1× раствором для промывки (Wash 
solution) 200  мкл на лунку. Подготавливали 
раствор красителя AbRed working solution путем 
разбавления 50  мкл 200х AbRed stock solution 
и 11,5 мкл пероксида водорода в 10 мл Substrate 
Buffer. Добавляли 100 мкл AbRed working solution 
в каждую лунку. Инкубировали при комнатной 
температуре 10 минут в темном месте. Измеря-
ли флуоресценцию (Ex/Em = 540/590 nm) и ви-
зуализировали результаты с  помощью план-
шетного ридера с  флуоресцентным модулем 
PerkinElmer EnVision (США).

Регистрация активности протеинкиназы А 
на уровне единичных клеток при помощи 
генетически кодируемого биосенсора PKA-SPARK
Для регистрации активации протеинкиназы  А 
с  помощью биосенсора PKA-Spark мы использо-
вали трансдуцированные биосенсором иммор-
тализованные МСК, описанные нами ранее  [24]. 
Используемая культура клеток была получена 
на основе коммерчески доступной линии им-
мортализованных МСК человека ASC52-telo. Эти 
клетки постоянно экспрессируют биосенсор 
в результате лентивирусной трансдукции. Клет-
ки высаживали в 24- или 48-луночных планше-
тах при низкой плотности, чтобы предотвратить 
межклеточные коммуникации во время визуа-
лизации сигнала. Перед началом эксперимента 
ростовую среду меняли на сбалансированный со-
левой раствор Хенкса («ПанЭко», Россия) с 20 мМ 
ХЕПЕС (HyClone, Logan, UT, США). Для анализа 
функциональной активности на клетки воздей-
ствовали 1  μМ норадреналина (Abcam, США), 
10  μМ серотонина (Abcam, США), 1  μМ актива-
тора аденилатциклаз форсколина (Abcam, США) 
или 100  μМ прямого активатора протеинкина-
зы А 6-Bnz-cAMP (Biolog, Германия). Активацию 
протеинкиназы А измеряли в отдельных клетках 
с помощью инвертированного флуоресцентного 
микроскопа Nikon Eclipse Ti, оснащенного объ-
ективом CFI Plan Fluor DLL 10X/0.3 (Nikon, Япо-
ния) и  цифровой охлаждаемой монохромной 
CCD-камерой Nikon DS-Qi1 (Nikon, Япония). Для 
увеличения количества анализируемых клеток 
использовали одновременное измерение 6×6 по-
лей зрения в  режиме Large Image. Видеозаписи 
анализировали с  помощью программ NIS-Ele-
ments (Nikon) и ImageJ (NIH, Bethesda, MD, США). 
В  связи с  тем что для регистрации активации 
протеинкиназы А необходимо, чтобы биосенсор 
PKA-Spark экспрессировался в  клетках на высо-
ком уровне  [24], в  данном эксперименте анали-
зировали только МСК, экспрессирующие PKA-
Spark на уровне, превышающем установленный 
порог. Сигнал PKA-Spark рассчитывали как сум-
му площадей всех флуоресцентных капель после 
вычитания фона с помощью инструмента «Roll-
ing-ball» (программа ImageJ, Bethesda, MD, США).

Регистрация внутриклеточной кальциевой 
сигнализации на уровне одиночных клеток
Кальциевые ответы МСК на гормоны регистри-
ровали на уровне одиночных клеток. За 1 день 
до эксперимента клетки высаживали на 48-лу-
ночный планшет в  плотности 15–30% от мо-
нослоя. Такая плотность посадки обусловлена 
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необходимостью анализа чувствительности 
к норадреналину отдельных клеток. В монослое 
МСК образуют щелевые контакты, что способ-
ствует перетеканию ионов и вторичных посред-
ников и  распространению воспринимаемого 
сигнала на соседние клетки [25, 26]. Клеточные 
ответы МСК на норадреналин и серотонин опре-
деляли по изменению концентрации кальция 
в клетках. Для этого клетки окрашивали с помо-
щью проникающего через мембрану красителя 
Fluo-8  AM, который после отщепления ацето-
метиловых групп становится чувствительным 
к  изменениям внутриклеточного уровня каль-
ция (Abcam, Великобритания, ab142773). Чтобы 
снизить уровень аутофлуоресценции среды, 
перед окрашиванием клетки промывали 3 раза 
с помощью 0,3 мл раствора Хэнкса. Затем добав-
ляли Fluo-8  AM в  концентрации 4×10-6  моль/л 
в растворе Хэнкса с 20 мМ ХЕПЕС. Клетки окра-
шивали в течение 1 часа в инкубаторе при 37 °С 
и  5% CO2. Флуоресценцию клеток регистриро-
вали с  помощью инвертированного флуорес-
центного микроскопа Nikon Eclipse Ti2, осна-
щенного объективом CFI Plan Fluor DLL 10X/0.3 
(Nikon, Япония) и  sCMOS камерой Photometrics 
Kinetix (Teledyne Photometrics, США). Для ре-
гистрации кальциевых ответов на добавление 
норадреналина на уровне одиночных клеток 
сначала записывали базальную активность кле-
ток в течение 5–10 минут. Затем, не останавли-
вая записи фильма, прямо под микроскопом до-
бавляли к клеткам раствор гормона в 2-кратной 
концентрации и в объеме, равном объему среды 
над клетками, для эффективного перемешива-
ния сред. Далее записывали фильм в  течение 
необходимого времени (обычно дополнительно 
10–15  мин). Изменение концентрации внутри-
клеточного кальция детектировали индивиду-
ально в  каждой клетке по изменению интен-
сивности флуоресценции Fluo-8  относительно 
состояния той же клетки перед добавлением 
гормона с помощью программного обеспечения 
NIS-Elements (Nikon, Япония).

Статистический анализ
Статистический анализ полученных результа-
тов проводили с использованием программно-
го обеспечения SigmaPlot 12.5 (Systat Software 
Inc., США). Нормальность распределения дан-
ных оценивали с помощью критерия Шапиро — 
Уилка. Результаты представляли как среднее 
значение ± стандартная ошибка среднего. Для 
сравнения нормально распределенных данных 
использовали t-критерий Стьюдента для двух 

независимых групп. Для ненормально распре-
деленных данных использовали тест Манна  — 
Уитни для двух независимых групп. Сравнение 
трех и  более независимых групп выполняли 
с  помощью однофакторного дисперсионного 
анализа (One-way ANOVA). Чтобы определить, 
какие именно пары средних значений статисти-
чески значимо различаются, использовали тест 
Даннета. Статистическую значимость опреде-
ляли как значение р < 0,05*.

Результаты и их обсуждение
В данной работе мы исследовали, как изменя-
ется гормональная регуляция стволовых кле-
ток жировой ткани человека при старении и как 
эти изменения ассоциированы с  адипогенной 
дифференцировкой МСК. При старении, соглас
но литературным данным, меняется морфоло-
гия МСК, происходят хромосомные аберрации 
и  индуцируется клеточное старение  [27, 28]. 
Как видно на рисунке 1Г, Д, клетки, полученные 
от пожилого донора, имеют сильно измененную 
морфологию. Они оказываются существенно бо-
лее распластанными, в цитоплазме появляются 
высококонтрастные включения, клетки медлен-
нее растут и  у них в  большей степени развито 
контактное торможение, о  чем свидетельствует 
то, что клетки не наползают друг на друга, а рав-
номерно заполняют свободное пространство. 
В то же время известно, что способность к фор-
мированию клеточных пластов является важной 
чертой, характерной для МСК, которая в насто-
ящее время используется в некоторых подходах 
регенеративной медицины  [29]. Таким образом, 
МСК при старении изменяют как морфологию, 
так и функциональный фенотип.

Адипогенная дифференцировка МСК
На рисунке 2  показана скорость адипогенной 
дифференцировки МСК, оцененная по появле-
нию клеток с  липидными включениями в  ци-
топлазме. Как видно на рисунке 2А, старение 
клеток, как хронологическое, так и репликатив-
ное, снижает эффективность и  скорость ади-
погенной дифференцировки. На рисунках 2Б–Г 
показано влияние старения клеток на регуля-
торное воздействие норадреналина и  серото-
нина на адипогенную дифференцировку МСК. 
Видно, что не только снижается эффективность 
дифференцировки нестимулированных кле-
ток, но и  пропадает регуляторное воздействие 
этих гормонов. При этом выявляется заметная 
гетерогенность функциональных свойств МСК, 
выделенных от разных доноров. В связи с этим 
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при усреднении абсолютных значений числа 
дифференцированных клеток в  поле зрения 
микроскопа возникает очень большая вариа-
бельность результатов. В МСК ранних пассажей, 
полученных от молодых доноров, серотонин 
и  норадреналин оказывают заметное и  зако-
номерное влияние на адипогенную дифферен-

цировку: норадреналин подавляет ее, а серото-
нин — усиливает. В то же время в состарившихся 
клетках, как полученных путем репликативного 
старения, так и в клетках, полученных от пожи-
лых доноров, регуляторное действие норадре-
налина и серотонина либо пропадает, либо ста-
новится неоднозначным и непредсказуемым.

Рис. 1. А–В. Описание методик получения клеток, ассоциируемых с молодыми и «старыми» МСК: А — молодые МСК 
выделяли из жировой ткани пациентов 20–40 лет без хронических заболеваний; Б — МСК пожилых доноров выделя-
ли из жировой ткани пациентов старше 70 лет; В — дополнительно использовали модель репликативного старения, 
при которой клетки культивировали до 10–12 пассажей; Г–Д: микрофотографии МСК 3-го пассажа, полученных от мо-
лодого (Г) и пожилого (Д) доноров, в проходящем свете (масштабный отрезок 20 мкм)

Fig. 1. A-В. Description of the methods for obtaining cells associated with young and senescent MSCs: A — young MSCs were 
isolated from the adipose tissue of patients 20–40 years old without chronic diseases; Б — MSCs from elderly donors were 
isolated from the adipose tissue of patients over 70 years old; В — A replicative aging model was additionally used, in which 
the cells were cultured for up to 10–12 passages. Г–Д. Microphotographs of passage 3 MSCs obtained from young (Г) and 
elderly (Д) donors in phase contrast (scale bar 20 μm)
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Рис. 2. Влияние норадреналина и серотонина на динамику адипогенной дифференцировки МСК: А — динамика ади-
погенной дифференцировки в контрольных условиях МСК, полученных от молодых пациентов, на ранних пассажах 
(оранжевая кривая, «Молодой, ранний пассаж»), МСК, полученных от пожилых пациентов, (голубая кривая, «Пожилой) 
и МСК, полученных от молодых пациентов, на поздних пассажах (фиолетовая кривая, «Молодой, поздний пассаж»); 
Б  — динамика адипогенной дифференцировки МСК, полученных от молодых пациентов, в  контрольных условиях 
(синяя кривая), после обработки 1  μМ норадреналина (бордовая кривая) или 10  μМ серотонина (зеленая кривая); 
В — динамика адипогенной дифференцировки МСК, полученных от молодых пациентов, репликативно состаренных 
(поздний пассаж). Концентрации добавленных гормонов и цветовая кодировка графиков те же; Г — динамика адипо-
генной дифференцировки МСК, полученных от пожилых пациентов. Концентрации добавленных гормонов и цветовая 
кодировка графиков те же. Данные представлены как среднее ± ст. ош. ср., n = 4–9, * p < 0,05 относительно молодых 
МСК в А и относительно контрольных условий в Б. Сравнение трех независимых групп выполняли с помощью одно-
факторного дисперсионного анализа с последующим применением теста Даннета. Для получения результатов в ка-
ждой группе использовали МСК, выделенные от 2–4 различных доноров 

Fig. 2. Effect of noradrenaline and serotonin on the dynamics of adipogenic differentiation of MSCs: A — dynamics of adipo-
genic differentiation in control conditions of MSCs obtained from young patients at early passages (orange curve, «Young, 
early passage»), MSCs obtained from elderly patients (blue curve, «Elderly») and MSCs obtained from young patients at late 
passages (purple curve, «Young, late passage»); Б — dynamics of adipogenic differentiation of MSCs obtained from young 
patients under control conditions (blue curve), after treatment with 1 μM noradrenaline (burgundy curve) or 10 μM serotonin 
(green curve); B — dynamics of adipogenic differentiation of MSCs obtained from young patients, replicatively aged (late 
passage). The concentrations of added hormones and the color coding of the graphs were the same; Г — the dynamics of 
adipogenic differentiation of MSCs obtained from elderly patients. The concentrations of added hormones and the color 
coding of the graphs were the same. Data are presented as mean ± standard deviation, n = 4–9, * p < 0.05 relative to young 
MSCs in A and relative to control conditions in Б. Comparison of three independent groups was performed using one-way 
ANOVA followed by Dunnett’s test. To obtain the results, MSCs isolated from 2–4 different donors were used in each group
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Измерение сигнализации в МСК
Для выяснения того, какие из сигнальных ка-
скадов, активируемых гормонами  — модуля-
торами адипогенной дифференцировки МСК, 
норадреналином и  серотонином, изменяются 
при клеточном старении, мы проанализировали 
ключевые сигнальные каскады, запускаемые ре-
цепторами этих гормонов. Различные изоформы 
семидоменных рецепторов норадреналина и се-
ротонина могут быть ассоциированы с сигналь-
ными каскадами, приводящими либо к  увели-
чению уровня внутриклеточного кальция, либо 
к  изменению уровня внутриклеточного цАМФ. 
МСК представляют собой гетерогенную популя-
цию клеток [30]. Как мы ранее установили на при-
мере норадреналина, не все клетки в популяции 
МСК единообразно отвечают на действие это-
го гормона. Несмотря на то что адренергиче-
ские рецепторы экспрессируются практически 
на всех отдельных клетках популяции МСК, 
функционально активными оказываются ре-
цепторы лишь в 7% клеток [9, 10]. Клетки, не от-
вечающие на норадреналин, тем не менее спо-
собны отвечать на другие гормоны  [13]. В связи 
с этим измерение сигнальных процессов в МСК 
крайне желательно производить на уровне оди-
ночных клеток.

цАМФ-зависимая сигнализация
Бета-адренорецепторы, а  также 4, 6  и  7-я  изо-
формы серотониновых рецепторов (HTR4, HTR6, 
HTR7) ассоциированы с  тримерным Gs-белком, 
который активирует аденилатциклазу и  син-
тез цАМФ. Одной из ключевых сигнальных ми-
шеней цАМФ является протеинкиназа А. Ак-
тивность этого сигнального каскада в  данной 
работе мы регистрировали на двух уровнях. Во-
первых, при помощи иммуноферментного ана-
лиза мы определили, как изменяется уровень 
цАМФ после стимуляции клеток гормонами се-
ротонином и  норадреналином. Мы выяснили, 
что в  МСК, полученных от молодых доноров, 
на ранних пассажах в  ответ на норадреналин 
и серотонин повышается внутриклеточный уро-
вень цАМФ (рис. 3). При этом в клетках, подвер-
женных клеточному старению, как репликатив-
ному, так и хронологическому, повышения цАМФ 
не происходит. Более того, в клетках, полученных 
от пожилых доноров, наблюдается тенденция 
к снижению уровня цАМФ, что может свидетель-
ствовать о  преимущественной активации аль-
фа2-адренорецепторов, ассоциированных с  Gi-
тримерным белком, подавляющим активацию 
аденилатциклазы. Таким образом, при клеточ-
ном старении возникают нарушения активации 

Рис. 3. Измерение уровня цАМФ в  молодых и  старых МСК после воздействия норадреналина и  серотонина. Дан-
ные нормированы на значения цАМФ, определенные для того же донора в контрольных условиях. N = 3, cреднее ± 
ст.  ош.  ср., * р < 0,05. Сравнение трех независимых групп выполняли с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа с последующим применением теста Даннета. Для получения результатов в каждой группе использовали МСК, 
выделенные от 2 различных доноров 

Fig. 3. Measurement of cAMP levels in young and senescent MSCs after exposure to noradrenaline and serotonin. Data 
were normalized to cAMP values measured for the same donor under control conditions. N = 3, mean ± standard deviation, 
* p < 0.05. Three independent groups were compared using one-way ANOVA followed by Dunnett’s test. MSCs isolated from 
2 different donors were used in each group to obtain results
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аденилатциклазной системы в ответ на действие 
как серотонина, так и норадреналина.

Наблюдаемые нарушения цАМФ-зависимой 
сигнализации могут быть следствием измене-
ния паттерна экспрессии рецепторов к  изуча-
емым гормонам, или же может происходить 
нарушение передачи внутриклеточного сиг-
нала. Для проверки второй гипотезы мы реги-
стрировали активацию протеинкиназы А в от-
вет на действие норадреналина и  серотонина 

на уровне одиночных клеток. Для этого мы ис-
пользовали флуоресцентный генетически ко-
дируемый биосенсор PKA-Spark, который чув-
ствителен к  активации протеинкиназы А. 
Биосенсор PKA-Spark содержит в своем составе 
пептидную последовательность, которую спе-
цифически фосфорилирует протеинкиназа А. 
При фосфорилировании молекулы биосенсора 
подвергаются олигомеризации, сигнал флу-
оресцентного белка обратимо меняет лока-
лизацию в  цитоплазме, собираясь в  агрегаты, 

Рис. 4. Регистрация активации протеинкиназы А в МСК жировой ткани человека с помощью биосенсора PKA-Spark: 
А–В. Репрезентативные изображения клеток иммортализованных МСК линии ASC52-telo в контрольных условиях (А) 
и в ответ на добавление серотонина (Б) и норадреналина (В). Клетки последовательно были простимулированы сна-
чала серотонином, потом норадреналином. Г — статистическая обработка результатов измерения активации протеин-
киназы А в ответ на действие норадреналина, серотонина, активатора аденилатциклаз форсколина (1 μМ) и прямого 
активатора протеинкиназы А 6-Bnz-cAMP (100 μМ). N = 3, cреднее ± ст. ош. ср., * р < 0,05. Для сравнения двух групп 
с ненормально распределенными данными использовали тест Манна — Уитни для двух независимых групп 

Fig. 4. Registration of protein kinase A activation in human adipose-derived MSCs using the PKA-Spark biosensor: A–Б. Represent-
ative images of immortalized ASC52-telo MSC cells under control conditions (A) and in response to the addition of serotonin (Б) 
and noradrenaline (В). The cells were sequentially stimulated with serotonin and noradrenaline. Г — statistical analysis of the 
results of measuring protein kinase A activation in response to noradrenaline, serotonin, the adenylate cyclase activator forskolin 
(1 μM), and the direct activator of protein kinase A 6-Bnz-cAMP (100 μM). N = 3, mean ± SEM, * p < 0.05. The Mann–Whitney test 
for two independent groups was used to compare two groups with non-normally distributed data
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тем самым позволяя наблюдать за активацией 
протеинкиназы А [31].

Мы определили функциональную гетероген-
ность цАМФ-зависимых ответов МСК, полу-
ченных от молодых доноров, и  клеток с  инду-
цированным репликативным старением. МСК, 
полученные от пожилых пациентов, подверга-
лись вирусной трансдукции существенно хуже, 
чем молодые МСК. Кроме того, попытка получе-
ния репликативно старых МСК из клеток, в ко-
торых был экспрессирован биосенсор, также 
не увенчалось успехом, поскольку экспрессия 
биосенсора подавлялась в МСК по мере их куль-
тивирования. В качестве компромиссной моде-
ли клеток с репликативным старением мы взяли 
иммортализованные МСК, которые, как мы ра-
нее описали, по ряду направлений проявляют 
признаки репликативного старения, несмотря 
на экспрессию в них теломеразы [32, 33].

Как показано на рисунке 4, молодые МСК от-
вечают повышением внутриклеточного уровня 
кальция и  на норадреналин, и  на серотонин. 
Доля клеток популяции, отвечающих на нор
адреналин, в репликативно старых клетках бо-
лее чем в  два раза ниже, чем в  молодых МСК. 
Более того, на серотонин репликативно старые 
клетки не отвечают вовсе. Как мы ранее пока-
зали, в популяции МСК присутствует гетероген-
ность по чувствительности к цАМФ-зависимым 
гормонам, связанная с  различной экспрессией 
аденилатциклазы  [24]. Более чем в  половине 
клеток популяции не экспрессируется ни одна 
из 10  изоформ аденилатциклазы  [24]. Такие 
клетки не демонстрировали ответ на активатор 
аденилатциклаз форсколин, но отвечали на пря-
мой активатор протеинкиназы А негидролизуе-
мый аналог цАМФ 6-Bnz-cAMP. По  сравнению 
с  МСК ранних пассажей репликативно старые 
МСК проявляли существенно более слабый 
ответ на форсколин и, что более важно, пока-
зывали небольшое число клеток, отвечающих 
на 6-Bnz-cAMP. Это, по-видимому, означает, 
что бóльшая часть репликативно старых клеток 
лишена не только функциональной аденилат-
циклазы, но еще и протеинкиназы А.

Кальциевая сигнализация
Помимо цАМФ-зависимых сигнальных каска-
дов, норадреналин и  серотонин активируют 
также кальциевую сигнализацию. Альфа1-адре-
норецепторы и серотониновые 5HTR2 рецепто-
ры, экспрессирующиеся в МСК, ассоциированы 

с  Gq-тримерным белком, который запускает 
фосфоинозитидный обмен, синтез IP3  и  вы-
ход кальция из внутриклеточных депо  [10, 34]. 
Кроме того, Gi-ассоциированные семидомен-
ные рецепторы могут активировать кальцие-
вую сигнализацию посредством активации βγ-
субъединиц (при этом запускается как выход 
кальция из внутриклеточных депо при актива-
ции фосфолипазы С, так и  вход кальция извне 
за счет βγ-зависимой активации кальциевых ка-
налов плазматической мембраны).

Изменение внутриклеточного уровня кальция 
мы регистрировали с помощью флуоресцентного 
кальциевого зонда Fluo8. Как показано на рисун-
ке 5А, не все клетки отвечали на норадреналин 
кальциевой сигнализацией. Доля функциональ-
но активных клеток составляла порядка 40%. 
При этом если на поздних пассажах МСК моло-
дых доноров чувствительность к  норадрена-
лину существенно не изменялась, то в  клетках, 
полученных от пожилых доноров, она имела 
тенденцию к снижению. Рисунок 5Б показывает 
кальций-зависимые ответы МСК на добавление 
серотонина. Как видно, при индукции старения 
клеток происходит снижение доли клеток, отве-
чающих изменением внутриклеточной концен-
трации кальция на действие серотонина.

Стоит отметить, что при репликативном старе-
нии клеток увеличивалось время, проходящее 
от момента добавления гормона до развития 
кальциевого ответа (рис. 5В, Г). В  клетках, по-
лученных от пожилых доноров, время развития 
кальциевого сигнала после добавления как нор
адреналина, так и  серотонина не увеличива-
лось, но проявлялась тенденция к возрастанию 
продолжительности кальциевого сигнала. 
Увеличение продолжительности кальциевого 
сигнала может быть связано с нарушением ме-
ханизмов терминации кальциевого сигнала, на-
пример десенситизации рецептора.

Таким образом, при старении МСК снижа-
ется чувствительность клеток к  норадрена-
лину и  серотонину при проведении сигнала 
как цАМФ-зависимыми сигнальными путями, 
так и  Са2+-зависимыми. Установленные изме-
нения в  механизмах гормональной регуляции 
МСК в  процессе клеточного старения могут 
обуславливать нарушения функционирования 
всей жировой ткани, что, в  свою очередь, мо-
жет приводить к  ожирению или к  дистрофии 
жировой ткани.
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Аннотация
Формирование тканевого эквивалента на основе инъекционной формы микродиспер-
сного скаффолда — микрочастиц децеллюляризованного хряща свиньи (ДецХс) — пред-
ставляется перспективной технологией для восстановления дефектов хрящевой ткани. 
Целью данной работы было получение и сравнительное исследование тканеинженерной 
конструкции (ТИК) на основе микрочастиц ДецХс и мезенхимальных стромальных кле-
ток (МСК) в статических условиях и в перфузионном биореакторе. Материалы и методы. 
Процесс децеллюляризации включал циклы замораживания и оттаивания (-196...+37 °C), 
использование поверхностно-активных веществ (Triton X-100 и додецилсульфат натрия), 
а  также обработку ДНКазой. Морфология поверхности и  ближайшего подповерхност-
ного слоя образцов была исследована с помощью сканирующей электронной микроско-
пии. Каждая ТИК состояла из 5×105 МСК и 5 мг ДецХс. Результаты. Установлено, что по 
сравнению со статическими условиями культивирование МСК на микрочастицах ДецХс 
в  перфузионном биореакторе в  течение 14  суток позволяет увеличить пролифератив-
ную активность клеток с последующей хондрогенной дифференцировкой, о чем говорит 
способность клеточной компоненты ТИК синтезировать внеклеточный матрикс (ВКМ), 
гистохимический анализ которого выявил наличие коллагена и  гликозаминогликанов 
(ГАГ). Заключение. Показана возможность формирования ТИК хряща на основе ДецХс 
и МСК в условиях 3D-культивирования как в статических условиях, так и в перфузионном 
биореакторе. Культивирование МСК на ДецХс в условиях потока при скорости 1 мм/мин 
способствовало увеличению пролиферативной активности клеток по сравнению со ста-
тическими условиями, а  также поддерживало способность клеток синтезировать ВКМ, 
гистохимический анализ которого выявил наличие общего коллагена и  ГАГ, что может 
являться подтверждением хондрогенной дифференцировки МСК.

Ключевые слова: проточный биореактор, хрящевая ткань, тканевая инженерия
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Abstract
The formation of a tissue equivalent based on injectable form of microdispersed scaffold — mi-
croparticles of decellularized porcine cartilage (DecCp) — seems to be a promising technology 
for repairing cartilage tissue defects. The aim of this work was to obtain and comparatively 
study a  tissue-engineering construct (TEC) based on DecCp microparticles and mesenchy-
mal stromal cells (MSCs) under static conditions and in perfusion bioreactor. Materials and 
methods. The decellularization process included freeze-thaw cycles (-196 °C...+37 °C), the 
use of surfactants (Triton X-100  and sodium dodecyl sulfate), as well as DNase treatment. 
The morphology of the surface and the nearest subsurface layer of the samples was studied 
using scanning electron microscopy. Each TEC consisted of 5×105 MSCs and 5 mg DecCp. Re-
sults. It was found that, compared with static conditions, the cultivation of MSCs on DecCp 
microparticles in a perfusion bioreactor for 14 days allows increasing the proliferative activity 
of cells with subsequent chondrogenic differentiation, as evidenced by the ability of the cel-
lular component of cartilage to synthesize extracellular matrix (ECM), characteristic of carti-
lage tissue, histochemical analysis of which revealed the presence of collagen and glycosami-
noglycans (GAG). Conclusion. The possibility of forming cartilage TECs based on DecCp and 
MSCs under 3D cultivation conditions both under static conditions and in a perfusion biore-
actor was shown. Cultivation of MSCs on DecCp under flow conditions at a rate of 0.5 ml/min 
contributed to an increase in cell proliferative activity compared with static conditions, and 
also supported the ability of cells to synthesize ECM, characteristic of cartilage tissue, his-
tochemical analysis of which revealed the presence of total collagen and GAG, which may be 
evidence of chondrogenic differentiation of MSCs.

Keywords: flow bioreactor, cartilage tissue, tissue engineering.
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1. Введение
Гиалиновый суставной хрящ  — это соедини-
тельная ткань, основными функциями которой 
являются амортизация при нагрузках и обеспе-
чение гладкой поверхности сустава для облег-
чения подвижности. Суставной хрящ состоит 
из внеклеточного матрикса (ВКМ), основными 
компонентами которого являются различные 
типы коллагена и протеогликаны, и высокоспе-
циализированных резидентных клеток  — хон-
дроцитов, которые составляют всего от 1  до 
5% объема хрящевой ткани и активно участву-
ют в  поддержании динамического равновесия 
между синтезом и катаболизмом ВКМ [1, 2].

Коллаген составляет приблизительно 60% сухо-
го веса гиалинового хряща, являясь основным 
белком в  составе ВКМ. Особенно важен колла-
ген II типа, составляющий 90% всего коллаге-
на, поскольку его взаимодействие с  другими 
белками и  протеогликанами напрямую влияет 
на поддержание физиологического гомеостаза 
и обеспечение фиксации хондроцитов, молекул 
ВКМ и  факторов роста. Коллаген II типа также 
является важной сигнальной молекулой, кото-
рая может регулировать пролиферацию, мета-
болизм и дифференцировку хондроцитов [3, 4].

В отличие от большинства тканей, в суставном 
хряще отсутствуют кровеносные сосуды, кроме 
того, хондроциты имеют низкий пролифератив-
ный потенциал, поэтому способность хрящевой 
ткани к регенерации ограничена [1, 5].

Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) 
представляются многообещающим клеточ-
ным материалом для восстановления дефектов 
суставного хряща, так как по своей природе 
они способны дифференцироваться в  различ-
ные мезенхимальные ткани, включая хряще-
вую. С  другой стороны, терапевтический эф-
фект МСК при внутрисуставном введении 
основан на паракринной секреции широкого 
спектра цитокинов и  факторов роста, кото-
рые стимулируют пролиферацию хондроцитов 
и синтез ВКМ, предотвращают апоптоз клеток 

и  воспаление. Кроме того, иммуномодулиру-
ющие свойства МСК предоставляют возмож-
ность использования аллогенных клеток [6].

Для доставки и  удержания МСК в  области де-
фекта хрящевой ткани, а  также для обеспече-
ния жизнедеятельности клеток на достаточ-
ный для запуска процессов восстановления 
срок используются биорезорбируемые скаф-
фолды (матриксы, клеточные носители), сре-
ди которых чаще всего применяются материа-
лы на основе коллагена  [7]. В настоящее время 
перспективными представляются также ма-
триксы, полученные путем децеллюляриза-
ции исходных тканей и  органов  [8]. Процедура 
децеллюляризации обеспечивает разрушение 
и удаление клеток и клеточного детрита с мак-
симальным сохранением состава ВКМ (основ-
ным компонентом которого является коллаген), 
белки которого, в  отличие от клеток, не несут 
антигенов, вызывающих реакцию отторжения, 
благодаря молекулярному эволюционному кон-
серватизму  [9]. В  связи с  этим перспективной 
выглядит технология получения тканеинже-
нерных конструкций (ТИК) хряща, основанных 
на коллагенсодержащих микрочастицах децел-
люляризованного хряща свиньи (ДецХс). Этап 
микронизации ДецХс позволяет увеличить пло-
щадь контакта матрикса со средой при сохране-
нии его общего объема, что улучшает адгезию 
и  пролиферацию клеток. В  настоящее время 
в клинической практике активно используются 
децеллюляризованные кожа, мочевой пузырь, 
тонкая кишка и  сердечный клапан свиньи, од-
нако хрящевые ткани пока не применяются.

Для улучшения качества ТИК, формирующихся 
in vitro, необходимо как можно точнее воспроиз-
вести биохимические и биомеханические стиму-
лы, обеспечивающие жизнедеятельность клеток 
в  организме  [10]. Для этого применяют метод 
формирования ТИК в перфузионном биореакто-
ре, который моделирует естественные условия 
для клеток, обеспечивая не только питание, тран-
спорт газов к ним и выведение метаболических 
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продуктов благодаря постоянной замене куль-
турной среды, но и запускают физиологические 
сигналы механотрансдукции [11, 12].

Целью данной работы было получение и  срав-
нительное изучение ТИК хряща на основе ми-
крочастиц ДецХс и МСК в статических условиях 
и в перфузионном биореакторе.

2. Материалы и методы
2.1. Децеллюляризация хрящевой ткани
Бедренные и коленные суставы свиней были по-
лучены на бойне (АПК ПРОМАГРО, Россия). Для 
получения микрочастиц хряща свиньи приме-
няли метод криопомола с использованием кри-
омельницы CryoMill (Retch, Германия). Децел-
люляризацию ткани проводили в соответствии 
с методикой, опубликованной ранее [13]. Высо-
кая плотность ткани и отсутствие пор в сустав-
ном хряще определили включение в  процесс 
децеллюляризации стадии микронизации ис-
ходной ткани, а также использование трех ци-
клов замораживания/оттаивания (-196...+37 °C) 
в дополнение к обработке поверхностно-актив-
ными веществами (три смены раствора, вклю-
чающего 0,1% додецилсульфата натрия и Triton 
X-100 (1, 2, 3% соответственно) (все  — Sigma-
Aldrich, США)) и инкубацией в растворе ДНКазы 
I типа («СайСторЛаб», Россия).

Диаметр микрочастиц ДецХс определяли с  ис-
пользованием лазерного дифракционного ана-
лизатора размеров частиц SALD-7101 (Shimadzu, 
Япония).

2.2. Сканирующая электронная микроскопия 
(СЭМ)
Морфологию поверхности и ближайшего подпо-
верхностного слоя образцов исследовали с  по-
мощью СЭМ с  использованием лантаноидного 
контрастирования BioREE («Глаукон», Россия), 
который позволяет наблюдать незафиксирован-
ные биологические образцы в  режиме низкого 
вакуума после выдерживания их в  насыщен-
ном растворе редкоземельного металла. Дан-
ный метод позволяет максимально сохранить 
исходное состояние исследуемого объекта бла-
годаря отсутствию повреждающей процедуры 
пробоподготовки, а  изображение, полученное 
в  режиме детектирования обратно рассеянных 
электронов, позволяет контрастировать каль-
ций и  фосфоросодержащие структуры. Наблю-
дения проводились с использованием сканиру-
ющего электронного микроскопа EVO LS10 (Carl 

Zeiss, Германия) в режиме низкого вакуума (EP, 
70 Па) при ускоряющем напряжении 20 кВ.

2.3. Определение содержания ДНК
Количественную оценку содержания ДНК в образ-
цах исходной ткани и  ДецХс проводили с  при-
менением набора для выделения ДНК DNeasy 
Blood&Tissue Kit (QIAGEN, Германия) согласно ин-
струкции производителя. Для исследования бра-
ли навеску 10 мг исходного хряща (n = 3) или ДецХс 
(n = 3). Для количественного определения двухце-
почечной ДНК использовали набор с флуоресцен-
тным красителем Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay 
Kits and dsDNA Reagents (Invitrogen, США) в соот-
ветствии с инструкцией производителя. Для под-
счета количества ДНК в  образцах использовали 
планшетный спектрофлуориметр Tecan Spark 
10M (Tecan Trading, Швейцария) при длине волны 
520 нм.

2.4. Формирование ТИК хряща
Образцы жировой ткани массой 3–5 г (n = 3) по-
лучены с информированного письменного согла-
сия здоровых доноров во время трансплантации 
печени под общим наркозом. Исследование про-
ведено в соответствии с руководящими принци-
пами Хельсинкской декларации и  одобрено Ло-
кальным этическим комитетом при ФГБУ «НМИЦ 
ТИО им. акад. В.И. Шумакова» Минздрава России 
(15 ноября 2019 г., протокол № 151119-1/1e).

Ткань инкубировали в  0,1% растворе коллаге-
назы I  типа при температуре +37 °C в  течение 
20 минут. После выделения МСК культивирова-
ли в питательной среде DMEM/F12 (1:1) с добав-
лением 10% фетальной сыворотки крупного ро-
гатого скота, 100 ед/мл пенициллина, 100 мкг/мл 
стрептомицина сульфата и  2  мм L-глютамина 
(все — Gibco, США). В эксперименте использова-
ли клетки 3-го пассажа.

Была исследована возможность образования 
в биореакторе ТИК хряща из микрочастиц ДецХс, 
нагруженных МСК. Для проведения эксперимен-
тов по культивированию 5×105 МСК на 5 мг ДецХс 
в  условиях потока использовали модифициро-
ванную версию перфузионного биореактора, 
схема которого показана на рисунке 1 [14].

Скорость потока культуральной среды состав-
ляла 1  мм/мин. Первые сутки эксперимента 
в системе циркулировала полная ростовая сре-
да, которую затем заменяли на хондрогенную 
дифференцировочную среду в  объеме 110  мл. 
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Дифференцировочная среда включала DMEM 
с  высоким содержанием глюкозы (Gibco, США), 
10% ITS+ (Corning, США), 1% пируват натрия 
(Sigma-Aldrich, США), 0,25% аскорбат-2-фосфа-
та (Sigma-Aldrich, США), 100  нМ дексаметазона 
(Sigma-Aldrich, США), 0,002% TGF-β1 (PeproTech, 
США) и  1% пенициллин-стрептомицин-глута-
мин (Gibco, США). Замену среды осуществля-
ли каждые 7  суток. На 14-е  сутки культураль-
ные камеры с  ТИК извлекали из биореактора. 
Для  сравнения аналогичные ТИК культивиро-
вали в статических условиях.

2.5. Определение жизнеспособности клеток
Оценку жизнеспособности клеток в составе ТИК 
исследовали на 14-е сутки культивирования ме-
тодом флуоресцентного окрашивания с  приме-
нением комплекса красителей LIVE/DEAD Cell 
Viability Assays (Thermo Fisher Scientific, США) 
и микроскопа Leica DMi8 Thunder (Leica Microsys-
tems, ФРГ).

2.6. Гистологическое исследование
Образцы фиксировали в 10% растворе формали-
на и заливали в парафин. Срезы окрашивали ге-
матоксилином и эозином, альциановым синим 

на гликозаминогликаны (ГАГ) и по методу Мас-
сона на коллаген. Анализ и съемку полученных 
препаратов проводили с  помощью микроскопа 
Nikon Eclipse Ti (Nikon, Япония). Для определе-
ния количества клеток на единицу площади 
скаффолда в  ТИК, полученных в  статических 
и динамических условиях при культивировании 
МСК на микрочастицах ДецХс, на микрофотог-
рафиях гистологических препаратов ТИК под-
считывали количество окрашенных гематокси-
лином ядер и с использованием программного 
обеспечения для анализа изображений ImageJ 
(National Institutes of Health, США) измеряли 
площадь скаффолда. Для подсчета использова-
ли 15 репрезентативных микрофотографий.

3. Результаты и обсуждение
3.1. Характеристика микрочастиц ДецХс
Значительная часть лакун на поверхности ми-
крочастиц ДецХс, средний диаметр которых 
не превышал 220  мкм (рис. 2А), была свобод-
на от клеток (рис. 2Б). Количественный анализ 
ДНК показал значительную степень удаления 
ДНК из ткани (p < 0,05): содержание ДНК снизи-
лось с 366,95 ± 3,0 нг/мг ткани до 9,1 ± 1,1 нг/мг 
ткани.

Рис. 1. Схема разработанного перфузионного биореактора. Создано с помощью BioRender.com

Fig. 1. The scheme of the developed perfusion bioreactor. Created with BioRender.com
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3.2. Культивирование ТИК в перфузионном 
биореакторе
Как видно на рисунках 3А и  3Б, основная мас-
са клеток на поверхности микрочастиц ДецХс 
была жизнеспособна. Тем не менее небольшое 
количество мертвых клеток наблюдали в обоих 
образцах. Отметим, что доля мертвых клеток 
на поверхности ТИК, полученной при культи-
вировании в  биореакторе, была меньше, чем 
при культивировании в  статических условиях, 
что может быть связано с  наиболее эффектив-
ной доставкой питательных веществ и  газов 
вглубь конструкции.

Заметим, что клетки прикреплялись ко всем 
микрочастицам ДецХс равномерно, но в случае 
с ТИК, сформированных в условиях биореакто-
ра, мы наблюдали более высокий уровень про-
лиферации клеток.

На 14  сутки культивирования было отмечено 
образование крупных конгломератов во всех 
образцах, представляющих собой микрочасти-
цы ДецХс, соединенные клетками и наработан-
ным ими ВКМ (рис. 4). На поверхности ДецХс 
визуализировался рост фибробластоподобных 
клеток, а соотношение количества клеток к пло-
щади скаффолда в  ТИК при культивировании 
в  биореакторе (рис. 4Б, Г, Е) было выше, чем 
в статических условиях (рис. 4А, В, Д). Количе-
ство клеток на единицу площади скаффолда, 
рассчитанное с  использованием программы 
ImageJ, для образца, полученного в  биореак-
торе, было в 7 раз выше по сравнению с образ-
цом, культивированным в  статических усло-
виях (0,020  ±  0,004  и  0,003  ±  0,001  клеток/мкм² 
для образцов, полученных в перфузионном био
реакторе и  в  статических условиях, соответст-
венно).

Рис. 2. Микрочастицы ДецХс: A — распределение частиц по размерам, Б — СЭМ

Fig. 2. DecCp microparticles. A — particle size distribution, B — SEM. Scale bar 10 µm. Original images (photos).

Рис. 3. Жизнеспособность МСК при культивировании на тканеспецифическом скаффолде из ДецХс в хондрогенной 
дифференцировочной среде в течение 14 суток: А — в статических условиях; Б — в проточном биореакторе при ско-
рости потока 1 мм/мин. Окрашивание витальным красителем Live/Dead

Fig. 3. Viability of MSCs during cultivation on a tissue–specific scaffold from DecCp in a chondrogenic differentiation me-
dium for 14 days: A — under static conditions, B — in a flowing bioreactor at a flow rate of 1 mm/min. Live/Dead. ×100. 
Original images (photos)
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Формирование ВКМ наблюдали во всех изучен-
ных образцах на фоне клеточной пролифера-
ции. В ТИК, сформированной в биореакторе, ви-
зуализировались участки, в которых объем ВКМ 
значительно превышал содержание клеток (рис. 
4Б, Г, Е). В ВКМ всех образцов визуализировали 
синие коллагеновые волокна (рис. 4В, Г). При 
этом ВКМ равномерно окрашивался альциано-
вым синим на ГАГ (рис. 4Д, Е). Полученные ре-
зультаты указывают на дифференцировку МСК 
в составе ТИК в хондрогенном направлении. Это 
может быть связано с  улучшенным транспор-
том питательных веществ и  кислорода, а  так-

же с удалением метаболитов, что способствует 
созданию более благоприятной микросреды 
для клеточного роста и дифференцировки. До-
полнительно перфузия может активировать ме-
ханорецепторы МСК, что, в  свою очередь, спо-
собствует их дифференцировке в  хондроциты 
и повышает продукцию ВКМ. Внешний вид по-
лученных ТИК представлен на рисунках 4Ж, З.

Следует отметить, что основным эксперимен-
тально определенным отличием ТИК, полу-
ченным в  условиях динамического культиви-
рования, была активная пролиферация клеток 

Рис. 4. Формирование ТИК хряща при культивировании МСК на тканеспецифическом скаффолде из ДецХс в хондро-
генной дифференцировочной среде в течение 14 суток: А, В, Д, Ж — в статических условиях, Б, Г, Е, З — в перфузион-
ном биореакторе при скорости потока 1 мм/мин. А, Б — окраска гематоксилином и эозином, В, Г — окраска по методу 
Массона на коллаген, Д, Е — окраска альциановым синим на ГАГ. Ж, З — внешний вид ТИК

Fig. 4. Formation of cartilage TEC during MSCs cultivation on a tissue–specific scaffold from DecCp in a chondrogenic dif-
ferentiation medium for 14 days: А, В, Д, Ж — under static conditions, Б, Г, Е, З — in a perfusion bioreactor at a flow rate of 
1 mm/min. A, Б — hematoxylin and eosin staining, В, Г –Masson’s staining on collagen, Д, Е — alcian blue staining on GAG. 
Scale bar 100 µm. Ж, З — the appearance of the TEC. Original images (photos)
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при сохранении способности синтезировать 
ВКМ, богатый коллагеном, и ГАГ.

Также усиленный рост клеток и  колонизацию 
скаффолда наблюдали Theodoridis et al. при хон-
дрогенной дифференцировке МСК жировой тка-
ни человека [15]. Однако «разрастание» клеточ-
ной массы сопровождалось увеличением числа 
мертвых клеток. Авторы предположили, что это 
наблюдение может быть связано с высоким на-
пряжением сдвига, создаваемым потоком жид-
кости  [15]. Ту же гипотезу выдвинули Kock 
et  al., объясняя снижение хондрогенеза в  ТИК, 
включающей МСК костного мозга (КМ) и пори-
стый поликапролактон, в результате перфузии, 
что выражалось в снижении синтеза ГАГ [16].

С другой стороны, во многих исследованиях 
было продемонстрировано, что динамическое 
культивирование также может способствовать 
хондрогенной дифференцировке [17–20]. Напри-
мер, было показано, что эмбриональные МСК 
при культивировании на губке из фиброина шел-
ка в условиях перфузии не только пролифериро-
вали, но и образовывали больше ГАГ и коллагена 
в ВКМ. При этом авторы подчеркнули необходи-
мость предварительной оптимизации параме-
тров динамического культивирования.

В качестве параметров оценки Tiğli et al. пред-
лагают подсчитывать объем клеточной массы 
и наработанного ВКМ в ТИК хряща [18]. Показа-
но, что МСК КМ синтезировали в 1,8 раза больше 
ГАГ в  ВКМ при культивировании на пористом 
поликапролактоне в условиях потока, при этом 
экспрессия генов, ответственных за хондро-
генную дифференцировку (Col II, ACAN, Sox9) 
в ТИК, образованной в биореакторе, также была 
выше  [20]. Усиление хондрогенеза, характери-
зующееся возрастанием секреции коллагена 
и ГАГ, наблюдали при динамическом культиви-
ровании ТИК, представляющей собой хондро-

циты, инкапсулированные в агарозном геле [19]. 
На 21-е сутки увеличение секреции ГАГ при сни-
жении содержания ДНК наблюдали Shulz et  al. 
в  схожей ТИК хряща  [17]. Описанные противо-
речивые исследования подчеркивают важность 
выбора условий культивирования для успешной 
разработки ТИК.

Таким образом, полученные результаты ука-
зывают на необходимость продолжения разра-
ботки технологии формирования ТИК хряща 
на основе ДецХс и  МСК жировой ткани чело-
века, которая должна включать: оптимизацию 
режима потока, количественную оценку каче-
ства ТИК (количество наработанного клетками 
коллагена и ГАГ), а также изучение экспрессии 
специфических маркеров хондрогенеза, таких 
как коллаген I альфа 1 (COL1A1), коллаген II аль-
фа 1 (COL2A1), аггрекан (ACAN). В  любом слу-
чае, проведенные исследования подтверждают 
перспективность применения перфузионных 
технологий для повышения эффективности 
и качества создаваемых ТИК для целей регене-
ративной медицины, что может существенно 
повлиять в будущем на клинические результа-
ты в лечении заболеваний опорно-двигательно-
го аппарата.

4. Заключение
Показана возможность формирования ТИК 
хряща на основе ДецХс и  МСК в  условиях 
3D-культивировани как в  статических услови-
ях, так и  в перфузионном биореакторе. Куль-
тивирование МСК на ДецХс в  условиях потока 
при скорости 1  мм/мин способствовало уве-
личению пролиферативной активности кле-
ток по сравнению со статическими условиями, 
а также поддерживало способность клеток син-
тезировать ВКМ, гистохимический анализ ко-
торого выявил наличие общего коллагена и ГАГ, 
что может являться подтверждением хондро-
генной дифференцировки МСК.
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