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Р  езюме. Мезенхимальные стволовые клетки, а также продукты на их основе являются 
эффективным инструментом в лечении ряда заболеваний благодаря влиянию на процесс 
репарации тканей. В последние годы накапливается все больше данных о том, что терапев-
тический эффект мезенхимальных стволовых клеток реализуется не самими клетками,  а их 
секретомом. Секретом представляет собой комбинацию везикулярной и невезикулярной 
фракции, которую секретируют клетки, в том числе мезенхимальные стволовые клетки. 
Доклинические исследования с использованием моделей заболеваний in vitro и in vivo про-
демонстрировали многообещающие результаты применения малых внеклеточных везикул, 
выделенных из стволовых клеток, включая мезенхимальные стволовые клетки: снижение 
окислительного стресса, усиление пролиферации, выживаемости и дифференцировки кле-
ток, угнетение воспаления, что способствует регенерации в очаге повреждения. Изоляция 
везикулярной фракции мезенхимальных стволовых клеток служит отправной точкой для 
производства продуктов на ее основе. Однако путь от идеи до регистрации подобных про-
дуктов сопряжен с массой сложностей. При этом терапевтическая стратегия, позволяющая 
добиться эффектов клеточной терапии, не прибегая к трансплантации мезенхимальных 
стволовых клеток, обеспечивает ряд преимуществ. Цель данного обзора — подчеркнуть 
множество факторов, обусловливающих высокую вариабельность везикулярной фракции, 
получаемую из мезенхимальных стволовых клеток, сложности разработки бесклеточных 
продуктов, а также необходимость создания стандартизованных протоколов получения и 
оценки малых внеклеточных везикул.
Кл ючевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, секретом мезенхимальных стволовых 
клеток, внеклеточные везикулы, экзосомы, продукты на основе внеклеточных везикул
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Abstract. Mesenchymal stem cells and products based on it are an effective means of treating 
diseases due to their proven effect on the tissue reparation. In recent years, large amount of data 
has accumulated showing that the therapeutic effect of mesenchymal stem cells is realized not 
by the cells themselves, but by it secretome. Preclinical studies using in vitro and in vivo disease 
models have demonstrated promising results with small extracellular vesicles derived from stem cells, 
including mesenchymal stem cells: reduction of oxidative stress, increased proliferation, survival 
and differentiation of cells, suppression of inflammation, which promotes regeneration at the site of 
damage. Isolation of the vesicular fraction of mesenchymal stem cells is the starting point for the 
production of products based on it. However, the path from the idea to the registration of such products 
is associated with many difficulties. A therapeutic strategy that allows achieving the effects of cell 
therapy without mesenchymal stem cells transplantation offers a number of advantages. The aim 
of this review is to highlight the multiple factors that contribute to the high variability of the vesicular 
fraction obtained from mesenchymal stem cells, the challenges of developing cell-free products, 
and the need for standardized protocols for the production and evaluation of extracellular vesicles.
Keywords: mesenchymal stem cells, mesenchymal stem cell secretome, extracellular vesicles, 
exosomes, extracellular vesicle-based products
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ВВЕДЕНИЕ
Мультипотентные стволовые клетки (МСК) и про-

дукты на их основе открывают новые возможности 
в области биотехнологий и регенеративной медици-
ны. МСК могут дифференцироваться в остеогенном, 
адипогенном и хондрогенном направлениях, экспрес-
сируют ряд поверхностных маркеров (CD105, CD73, 
CD90) и способны к адгезии к специализированному 
пластику при стандартных условиях культивирования 
(рис. 1) [1].

Терапевтическое применение МСК широко иссле-
дуется: по состоянию на август 2025 г., по данным На-
ционального института здравоохранения США (https://
clinicaltrials.gov), проведено в общей сложности более 
1300 исследований. Тем не менее остается множест-
во нерешенных вопросов, в связи с чем количество 
зарегистрированных клеточных продуктов, содержа-
щих МСК, составляет на данный момент 12, при этом 
Управление по санитарному надзору за качеством 
пищевых продуктов и медикаментов США (Food and 
Drug Administration, FDA) одобрило лишь 1.

С момента открытия МСК Фриденштейном в 
1970-х годах [2] до начала 2000-х годов считали, что 
эффекты МСК обусловлены контактно-зависимой 
передачей сигналов другим клеткам, а также их ско-
плением в поврежденных участках, основанным на 
способности МСК к мультипотентной дифференци-
ровке [3]. Эту концепцию стали пересматривать по-
сле публикации Gnecchi, обнаружившего, что МСК 
опосредуют свои эффекты секрецией и высвобо-
ждением трофических молекул [4]. При этом анализ 
трекинга МСК после системного введения показал, 
что МСК (и стволовые клетки в целом) не становятся 
частью поврежденного участка. В последнее время 
накапливается все больше сведений, что основным 
механизмом действия МСК является паракринный 
эффект ввиду выделения ими биологически активных 
молекул, ныне известных как секретом. За последние 
два десятилетия научный интерес к секретому клеток 
(в особенности к везикулярной фракции) резко возрос. 

Рис. 1. Мезенхимальные стволовые клетки (рисунок подго-
товлен авторами)

Fig. 1. Mesenchymal stem cells (the f igure is prepared by the authors)

Изучение состава секретома открывает новые ас-
пекты межклеточных коммуникаций, определяющих 
множество биологических процессов — как физиоло-
гических, так и патологических. Состав секретома от-
ражает состояние секретирующей его клетки, что уже 
применяют с целью диагностики заболеваний, оценки 
прогноза и детального изучения патогенеза. Активно 
разрабатываются стратегии доставки лекарств це-
левым клеткам при помощи везикулярной фракции 
секретома с высокой специфичностью и эффектив-
ностью.

СОСТАВ СЕКРЕТОМА МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ 
СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК 

Секретом клетки описан как сложная смесь про-
дуктов, выделяемых практически всеми клетками ор-
ганизма в виде везикулярной и невезикулярной фрак-
ций (рис. 2) [5].

Везикулярная фракция состоит из везикул, ко-
торые классифицируют в зависимости от их разме-
ра. Согласно рекомендациям Международного об-
щества внеклеточных везикул (International Society 
for Extracellular Vesicles, ISEV) от 7 февраля 2024 г., 
термин «внеклеточные везикулы» применяют к части-
цам, высвобождаемым из клеток и ограниченным би-
липидным слоем, которые не могут реплицироваться 
самостоятельно (то есть не содержат функционально-
го ядра) [6]. При этом ISEV рекомендует не использо-
вать термины «экзосомы» и «эктосомы», основанные 
на биогенезе, хотя они удобны для практического при-
менения, но допускает использование терминов «ма-
лые (менее 200 нм) внеклеточные везикулы» (МВВ) 
и «большие (более 200 нм) внеклеточные везикулы» 
(БВВ), при этом определение размера зависит от 
конкретной диагностической методики. В многочис-
ленных научных публикациях внеклеточные везикулы 
классифицированы в зависимости от способа биоге-
неза и высвобождения: экзомеры (<50 нм), экзосомы 
(30–150 нм), микровезикулы (100–1000 нм), апопто-
тические тельца (1000–5000 нм), миграсомы (500–
3000 нм) и онкосомы (1000–10000 нм) [7].

Невезикулярные внеклеточные частицы (non-
vesicular extracellular particles, NVEP) представляют 
собой все частицы клеточного происхождения одного 
или нескольких молекулярных классов при условии, 
что не образуется разграничивающей билипидной 
мембраны [6]. При этом невезикулярные внеклеточ-
ные частицы могут быть значительно меньше по раз-
меру, чем внеклеточные везикулы, что затрудняет их 
обнаружение, а методы выделения секретома МСК 
могут приводить к совместной изоляции везикулярной 
и невезикулярной фракции [8]. Наиболее часто встре-
чаемые компоненты невезикулярной фракции секре-
тома МСК представлены в табл. 1.
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Таблица 1
Наиболее часто встречаемые компоненты невезикулярной фракции секретома мезенхимальных стволовых клеток

Table 1
The most frequently encountered components of the non-vesicular fraction of the mesenchymal stem cells secretome

Ком поненты невезикулярной 
фракции секретома мезенхимальных 

стволовых клеток
Сomponents of the non-vesicular fraction 
of the mesenchymal stem cells secretome

Примеры
Examples

Источник 
данных 

Data 
source

Цитокины
Cytokines

IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13 [8, 9]

Хемокины
Chemokines

• Фактор стволовых клеток (SDF-1) 
Stem cell factor (SDF-1);

[8]

• белок-хемоаттрактант моноцитов (MCP1)
Monocyte chemoattractant protein (MCP1);

• хемокиновый лиганд мотива 12 (CXCL12)
Chemokine ligand 12 motif (CXCL12);

• субъединица 8 полипептида 1, содержащего шаперонин (CCT8)
Subunit 8 of polypeptide 1 containing chaperonin (CCT8);

• макрофагальный воспалительный белок 1-бета (MIP-1B)
Macrophage infl ammatory protein 1-beta (MIP-1B)

Рис. 2. Секретом мезенхимальной стволовой клетки (рисунок подготовлен авторами)
Fig. 2. Mesenchymal stem cell`s secretome (the figure is prepared by the authors)

Цитокины 
Cytokines
Хемокины
Chemokines
Факторы роста
Growth factors
Белки цитоскелета
Cytoskeleton proteins
Белки внеклеточного матрикса
Extracellular matrix proteins
Ферменты
Enzymes
Гормоноподобные вещества
Hormone-like substances
ДНК
DNA
РНК
RNA

Невезикулярная фракция
Non-vesicular 

extracellular particles)

Секретом мезенхимальной стволовой клетки
Mesenchymal stem cell’s secretome

Везикулярная фракция
Extracellular vesicles

Малые внеклеточные 
везикулы 

менее 200 нм 
Small extracellular vesicles: 

<200 nm

Большие внеклеточные 
везикулы 

более 200 нм 
Large extracellular vesicles: 

>200 nm

МЕЗЕНХИМАЛЬНАЯ СТВОЛОВАЯ КЛЕТКА
MESENCHYMAL STEM CELL
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Ком поненты невезикулярной 
фракции секретома мезенхимальных 

стволовых клеток
Сomponents of the non-vesicular fraction 
of the mesenchymal stem cells secretome

Примеры
Examples

Источник 
данных 

Data 
source

Факторы роста
Growth factors

• Фактор роста фибробластов 2 (FGF-2)
Fibroblast growth factor 2 (FGF-2);

[8]

• гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор (GM-CSF)
Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF);

• фактор роста гепатоцитов (HGF)
Hepatocyte growth factor (HGF);

• субъединица А тромбоцитарного фактора роста (PDGF-1)
Platelet-derived growth factor subunit A (PDGF-1);

• трансформирующий фактор роста бета (TGF-β) 
Transforming growth factor beta (TGF-β)

Белки цитоскелета
Cytoskeletal proteins

• Актин α2 (ACTA2), актин β (ACTB), α-актин сердечной мышцы (ACTC1) 
Actin α2 (ACTA2), actin β (ACTB), cardiac α-actin (ACTC1)

[10]

Белки внеклеточного матрикса
Extracellular matrix proteins

• Фибриллин (FBN1), бета-цепь фибриногена (FGB)
Fibrillin (FBN1), fi brinogen beta chain (FGB)

[10]

Ферменты
Enzymes

• Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа индоламин 2 (GAPDH); 
супероксиддисмутаза (SOD)

   Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase indoleamine 2 (GAPDH); superoxide 
dismutase (SOD)

[8]

Гормоноподобные вещества
Hormone-like substances

• Инсулиноподобный фактор роста-1 (IGF-1)
Insulin-like growth factor-1 (IGF-1)

[8]

Таблица составлена авторами
The table is prepared by the authors.

Окончание табл. 1 / Ending of the Table 1

Наиболее часто встречаемые компоненты ве-
зикулярной фракции секретома МСК отражены в 
табл. 2.

МВВ, выделенные из МСК, обладают теми же 
поверхностными маркерами, что и сами МСК: CD29, 
CD44, CD73, CD90, CD105 [14]. Данные маркеры мож-
но обнаружить с помощью различных методов, вклю-
чая проточную цитометрию и вестерн-блоттинг.

МВВ широко представлены в биологических жид-
костях, таких как слюна, моча, грудное молоко, лик-
вор, плазма или сыворотка крови [15]. Содержание 
МВВ в различных биологических жидкостях варьиру-
ет, но концентрация МВВ в 1 мл плазмы крови дости-
гает 1010 [16]. Идентифицированные компоненты МВВ 
включают около 10 000 белков, 3500 РНК, 3000 ми-
кроРНК и 1000 липидов [17].

Учитывая, что МВВ сохраняют сигнатуру «роди-
тельских» клеток, с одной стороны, определение их 
состава в плазме крови имеет существенное диагно-
стическое и прогностическое значение, с другой — со-
став всех МВВ плазмы крови крайне гетерогенен вви-
ду разнообразия МВВ в плазме крови, выделяемых 
клетками большинства тканей. При этом изучение 
состава МВВ может существенно расширить пред-
ставление о патогенезе заболеваний и послужить от-
правной точкой для разработки новых лекарственных 

средств на основе МВВ для терапии заболеваний или 
вакцинации [18].

Специфический белковый и РНК-набор МВВ МСК 
варьирует в зависимости от источника МСК и условий 
их культивирования [19, 20]. Условия культивирова-
ния, такие как гипоксия и стимуляция цитокинами, мо-
гут изменять состав МВВ и оказываемый эффект. Ги-
поксия повышает секрецию проангиогенных факторов 
МСК и выделяемых ими МВВ, улучшая неоваскуля-
ризацию и восстановление костной ткани [21]. Метод 
культивации с рапамицином и ограничением факторов 
роста увеличивает высвобождение МВВ [22]. Такие 
факторы, как возраст донора, его состояние здоровья, 
метод получения МСК, будут обуславливать различ-
ный состав МВВ [23]. Например, МВВ МСК жировой 
ткани, полученной путем иссечения в ходе хирурги-
ческого вмешательства и липоаспирации, обладают 
различными характеристиками, при этом различия в 
профиле микроРНК наблюдаются даже при выделе-
нии одним методом, но из разных анатомических зон 
[24]. Возрастные изменения донорских клеток будут 
отражаться на качестве выделяемых МВВ, ограни-
чивая их противовоспалительный и регенераторный 
потенциал [25].

Все большее внимание исследователей при-
влекает фракция нуклеиновых кислот МВВ. В ряде 
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Таблица 2
Наиболее часто встречаемые компоненты везикулярной фракции секретома мезенхимальных стволовых клеток 

согласно разным источникам
Table 2

The most common components of the vesicular fraction of the mesenchymal stem cells secretome according to different sources
Компоненты везикулярной фракции 

секретома мезенхимальных 
стволовых клеток 

Сomponents of the vesicular fraction 
of the mesenchymal stem cells secretome 

Примеры
Examples

Источник 
данных 

Data source

Белки
Proteins

• Актин
Actin;

• β-тубулин
β-tubulin;

• тетраспанины (CD9, CD63, CD81, CD82)
tetraspanins (CD9, CD63, CD81, CD82);

• белки теплового шока (HSP770, HSP90)
heat shock proteins (HSP770, HSP90);

• белок опухолевой предрасположенности 101 (Tsg101)
tumor predisposition protein 101 (Tsg101);

• белок, взаимодействующий с запрограммированной клеточной гибелью (Alix)
programmed cell death-interacting protein (Alix);

• белки главного комплекса гистосовместимости I и II классов (MHC I, MHC-II)
proteins of the major histocompatibility complex classes I and II (MHC I, MHC-II)

[11]

Липиды
Lipids

• Церамиды
Ceramides; 

• сфингомиелин
sphingomyelin; 

• фосфатидилсерин
phosphatidylserine;

• фосфатидилинозитол
phosphatidylinositol;

• холестерин
cholesterol

[12]

Нуклеиновые кислоты
Nucleic acids

• Матричная РНК
messenger RNA;

• микроРНК 
microRNA

• рибосомальная РНК
ribosomal RNA

• ДНК
DNA 

[13]

Таблица составлена авторами 
The table is prepared by the authors.

работ указано, что ДНК, переносимая в МВВ, участ-
вует в горизонтальном переносе генов между клет-
ками, в том числе трансформированных, приводя к 
генетическому разнообразию, потенциально позво-
ляя распространять онкогены во время прогрессиро-
вания рака [26].

Поскольку в ДНК МВВ, полученных из некоторых 
опухолей, прослеживаются характерные генетические 
изменения (мутации или амплификации), МВВ явля-
ются перспективными объектами для неинвазивных 
диагностических исследований, включая жидкостную 
биопсию. Более того, митохондриальная ДНК МВВ 
связана с реакциями на клеточный стресс и может 
играть роль в межклеточном сигналинге иммунной си-
стемы [27].

Также среди нуклеиновых кислот, присутствующих 
в МВВ, обнаружены различные формы РНК (матрич-
ная РНК — мРНК, микроРНК, рибосомальная РНК, 
кольцевые РНК, ДНК, длинные некодирующие РНК). 
РНК МВВ подвергаются горизонтальному перено-
су между клетками, что приводит к фенотипическим 
изменениям в клетках-реципиентах ввиду их важной 
роли в регуляции генов и участии в различных фи-
зиологических процессах [28]. Так, например, МВВ, 
полученные из эмбриональных стволовых клеток, мо-
гут перепрограммировать кроветворные клетки-пред-
шественники посредством доставки в них мРНК [29]. 
В ходе иммунного ответа происходит однонаправленная 
передача мРНК от Т-лимфоцита к антиген-презенти-
рующей клетке, что, возможно, зависит от антигена. 
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Вирусные микроРНК МВВ, выделяемые инфициро-
ванными клетками, захватываются интактными [30].

МикроРНК — наиболее распространенный вид 
РНК МВВ в плазме человека, составляя примерно 
40%, что является преимуществом для диагностиче-
ских целей.

ОБР АЗОВАНИЕ И БИОЛОГИЧЕСКИЕ 
ЭФФЕКТЫ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ

Секреция клеткой МВВ — фундаментальный про-
цесс, необходимый для межклеточной коммуникации 
как при физиологических, так и при патологических 
состояниях [31], который, вероятно, существовал на 
протяжении всей эволюции [32]. В условиях in vitro
МВВ высвобождаются культивируемыми клетками в 
питательную среду.

Процесс образования везикул начинается с инва-
гинации цитоплазматической мембраны внутрь клет-
ки с формированием ранних эндосом с последующим 
образованием поздних эндосом или мультивезикуляр-
ных телец (МВТ) (рис. 3) [33].

На этом этапе МВТ содержат белки, которые при-
сутствовали на цитоплазматической мембране, а также 
РНК и белки, полученные из цитоплазмы. Далее в МВТ 
включаются белки из эндоплазматического ретикулума 
и комплекса Гольджи. Включение различных компонен-
тов de novo в МВТ определяется белковым комплек-
сом ESCRT (Endosomal Sorting Complexes Required for 
Transport, эндосомальные сортировочные комплексы, 
необходимые для транспорта) либо опосредуется це-
рамид/тетраспанин-зависимым путем [34].

Часть образованных МВТ сливаются с лизосомой 
с последующей деградацией их содержимого. Другая 
часть МВТ «помечается» церамидами, внешняя мембра-
на МВТ сливается с плазматической мембраной, и МВВ 
выделяются во внеклеточное пространство [35].

Биогенез и секреция МВВ контролируются специфи-
ческими белками ГТФазами. Малые ГТФазы семейства 
Rab определяют внутриклеточный транспорт везикул. 
Например, при участии Rab5 образуются эндосомы, 
а Rab7 способствует деградации содержимого МВТ 
в лизосоме. Несколько Rab (Rab35, Rab11, Rab27a, 

Структура малых 
внеклеточных 

везикул
Structure of extracellular vesicles

Образование внеклеточных везикул 
Production of extracellular vesicles

Поверхностный 
антиген 

Surface antigen

Липидный рафт 
Lipid raft

Молекулы адгезии
Adhesion molecules

«Груз»
Cargo: 

нуклеиновые кислоты, 
белки, липиды 

nucleic acids, proteins, lipids

Белок тетраспаниин 
Tetraspanin

Экзоцитоз 
Exocytosis

Малые 
внеклеточные

везикулы 
Small extracelluar

vesicles

Большие 
внеклеточные

везикулы 
Large extracelluar

vesicles
Эктоцитоз 
Ectocytosis

Цитоплазма 
Cytoplasm

Ранняя 
эндосома 

Early 
endosome

Мультивезикулярное
тельце

Multivesicular 
endosome

Слияние 
с лизосомой

Lysosome fusion

Rab27A 

Рис. 3. Структура и биогенез внеклеточных везикул (рисунок подготовлен авторами)
Fig. 3. Structure and biogenesis of extracellular vesicles (the figure is prepared by the authors)
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Rab27b) контролируют секрецию МВВ во внеклеточ-
ное пространство [31]. Образование и секреция МВВ 
может могут изменяться под влиянием внутрикле-
точных процессов или внешнего стимула. Например, 
трансформированные опухолевые клетки секретиру-
ют значительно больше МВВ, чем нетрансформиро-
ванные здоровые клетки [36]. Клеточный стресс яв-
ляется возможным фактором, увеличивающим выход 
МВВ [37].

После высвобождения МВВ адгезируются на по-
верхности целевой клетки, что обеспечивают ин-
тегрины и тетраспанины. Например, интегрины αv 
(CD51), α3 (CD49c), β1 (CD29), а также лактадгерин 
и витронектин участвуют в адгезии МВВ к лейкоцитам 
[33]. Тетраспанины, представленные на цитоплазма-
тической мембране, также высоко экспрессированы 
на МВВ (CD9, CD81, CD63, CD82), что позволяет их 
использовать в качестве специфических маркеров 
МВВ. Тетраспанины играют ключевую роль в адгезии, 
слиянии и избирательном захвате МВВ клетками-ре-
ципиентами [38]. Изменения экспрессии специфиче-
ских тетраспанинов могут модулировать селективное 
нацеливание и поглощение МВВ, тем самым влияя 
на клеточный ответ. Специфичность МВВ к целевым 
клеткам может определяться комбинацией антигена с 
молекулами MHC I и II классов [39].

Взаимодействие МВВ с клеткой-реципиентом мо-
жет приводить к различным последствиям: 1) переда-
че сигнала через внутриклеточные сигнальные пути 
(юкстакринный эффект); 2) слиянию с клеточной мем-
браной и высвобождению содержимого в цитоплазму 
клетки-реципиента; 3) фагоцитозу МВВ, макропино-
цитозу МВВ, рецептор-опосредованному эндоцитозу 
МВВ. Содержимое МВВ в клетке-реципиенте либо 
подвергается деградации, либо потенцирует клеточ-
ный ответ. МВВ обладают широкой функциональной 
активностью, однако их основное значение заклю-
чается в способности быть носителем информации, 
облегчающей дистантную межклеточную коммуника-
цию. Межклеточная коммуникация при помощи МВВ 
наиболее эффективна по сравнению с диффузией 
растворимых информационных молекул как по силе 
воздействия, так и по точности.

ПРЕИМ УЩЕСТВА ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
БЕСКЛЕТОЧНЫХ ПРОДУКТОВ 
НА ОСНОВЕ КОМПОНЕНТОВ СЕКРЕТОМА 
МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

Несмотря на многочисленные клинические иссле-
дования, количество зарегистрированных клеточных 
продуктов, содержащих МСК, составляет на данный 
момент 12, при этом FDA одобрен лишь один — 
Prochymal (Remestemcel-L) (Osiris Therapeutics Inc., 
Mesoblast Ltd.), применяемый при терапии реакции 

«трансплантат против хозяина». В связи с этим потен-
циальное использование бесклеточных продуктов на 
основе секретома МСК или его везикулярной фракции 
обеспечивает ряд ключевых преимуществ по сравне-
нию с клеточными продуктами, содержащими МСК, 
а именно позволяет:

1)  повысить безопасность для пациентов и избе-
жать невысокого, но потенциально существую-
щего риска туморогенеза и передачи инфекци-
онных агентов, связанных с трансплантацией 
популяции живых стволовых клеток;

2)  уменьшить количество инвазивных процедур 
сбора материала либо избежать их вовсе (в за-
висимости от источника МСК); 

3)  оценить безопасность и эффективность анало-
гично фармацевтическим агентам;

4)  многократно увеличить срок хранения за счет 
криоконсервации или лиофилизации без потери 
биологической активности; продукты, содержа-
щие живые клетки, как правило, короткоживущие 
(несколько часов-сутки), что требует сложной 
организации их быстрой доставки пациентам; 

5)  массово производить бесклеточные продукты с 
помощью специально созданных клеточных ли-
ний в контролируемых лабораторных условиях 
(например, в биореакторах) с целью получения 
компонентов секретома МСК в необходимых 
концентрациях, а также комбинирования соста-
ва секретома в зависимости от терапевтической 
цели;

6)  сократить время и стоимость получения бескле-
точных продуктов , а готовые продукты сделать 
доступными немедленно, что важно для тера-
пии острых состояний (церебральная ишемия, 
инфаркт миокарда, военная травма и т.д.).

СЛОЖНО СТИ СОЗДАНИЯ 
БЕСКЛЕТОЧНЫХ ПРОДУКТОВ 
НА ОСНОВЕ КОМПОНЕНТОВ СЕКРЕТОМА 
МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК

Несмотря на то что бесклеточные продукты на 
основе компонентов секретома МСК обладают потен-
циальными преимуществами по сравнению с клеточ-
ными продуктами, содержащими МСК, производство и 
их регистрация сопряжены с множеством сложностей.

1. Гетерогенность МВВ, полученных из МСК. Био-
логическая изменчивость содержимого МВВ, упомяну-
тая выше, представляет собой проблему для стандар-
тизации и предсказуемости результатов терапии на ос-
нове МВВ. Строгие меры контроля качества, включая 
использование референтных образцов, разработку 
стандартов калибровки, консенсусных руководств для 
исследований МВВ, могут улучшить воспроизводи-
мость результатов исследований с участием МВВ [40].
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2. Применение различных методов изоляции и оцен-
ки МВВ. На сегодняшний день отсутствуют стандартизо-
ванные методы изоляции, очистки и оценки МВВ [41]. 
Это порождает неопределенность в отношении ожида-
емых биологических эффектов, потенциальных резуль-
татов их применения и значительно затрудняет оценку 
эффективности и безопасности в ходе клинических и 
экспериментальных исследований. К широко применяе-
мым методам выделения МВВ относят ультрафильтра-
цию, ультрацентрифугирование, эксклюзионную хрома-
тографию и иммуноаффинность [42].

Первоначальный размер МВВ (30–150 нм), гете-
рогенность МВВ в исходном образце, наличие бел-
ковых примесей, высокие экономические затраты не 
позволяют выбрать наиболее перспективный подход к 
получению МВВ с заданными характеристиками. Уль-
трафильтрация, основанная на разделении по раз-
меру, не требует дорогостоящего оборудования, но 
является длительным процессом, сопровождаемым 
риском быстрого загрязнения фильтрационной мем-
браны более крупными фракциями [43]. Ультрацен-
трифугирование, основанное на разнице плотности/
размера исходного материала, трудоемкий, дорогой и 
сложный процесс, связанный с потенциальным полу-
чением высокого содержания примесей (РНК, белки), 
риском нарушения целостности МВВ [44]. Эксклю-
зионную хроматографию применяют для получения 
МВВ высокой чистоты, но необходимо дорогостоящее 
оборудование и метод сложный. Иммуноаффинный 
метод, основанный на идентификации МВВ по их 
уникальным профилям поверхностных белков при по-
мощи биотинилированных антител, используют для 
выделения тканеспецифичных МВВ высокой чистоты, 
но данный метод дорогостоящий, низко производи-
тельный и требует длительной предварительной под-
готовки [42].

После выделения МВВ из образца, они должны 
быть охарактеризованы. Поскольку МВВ содержат ну-
клеиновые кислоты, белки, липиды в качестве груза, а 
также ряд типичных поверхностных маркеров, каждый 
из этих компонентов может быть измерен для сурро-
гатной количественной оценки МВВ в образце. Одна-
ко ни один из этих параметров не коррелирует иде-
ально с фактическим числом МВВ. Чистоту и выход 
МВВ можно определить с помощью таких методов, как 
просвечивающая или сканирующая электронная ми-
кроскопия, проточная цитометрия, вестерн-блоттинг 
и жидкостная хроматография — масс-спектрометрия 
[44]. Подробное описание вышеперечисленных мето-
дов выходит за рамки данной статьи.

3. Низкий выход МВВ. Несмотря на то что МВВ 
представляют собой многообещающие терапевтиче-
ские агенты, чаще всего они не секретируются в коли-
чествах, достаточных для клинического применения, 

что ограничивает полное раскрытие терапевтического 
потенциала МВВ. Недостаточная продукция МВВ — 
одно из препятствий для эффективного их исполь-
зования [45]. Например, 1 мл кондиционированной 
питательной среды способен продуцировать около 
109 МВВ, в то время как эффективная доза для те-
рапевтического применения обычно составляет около 
1010 частиц МВВ на 1 мл [46]. Тем не менее на сегод-
няшний день не разработаны рекомендации по необ-
ходимой дозе МВВ in vivo с учетом фармакокинетики 
и фармакодинамики [47].

В качестве стратегий для увеличения высвобожде-
ния МВВ из культивируемых клеток рассматривают 
трехмерное (3D) культивирование в биореакторах и 
клеточных сферах, физическую стимуляцию (меха-
ническую, электрическую, магнитным полем), хими-
ческую стимуляцию, физиологическую модификацию 
и генетическую манипуляцию исходной популяции 
клеток — продуцентов МВВ [48]. Помимо сложностей 
при получении высокого содержания МВВ из клеточ-
ной культуры, необходимо учитывать, что взаимо-
действие МВВ с целевой клеткой сопровождается их 
частичной лизосомальной деградацией, что в итоге 
снижает их терапевтический потенциал.

4. Различная стабильность МВВ. На сегодняшний 
день отсутствуют требования и стандартизованные 
условия для хранения МВВ, хотя это необходимо для 
планирования производства продуктов, содержащих 
МВВ. Для хранения МВВ, как правило, применяют три 
метода: криоконсервацию, распылительную сушку, 
сублимационную сушку.

Криоконсервация происходит при температурах 
–80 или –196 °C. Криоконсервация при отрицатель-
ных температурах включает замораживание МВВ, 
размораживание и возможное повторное заморажива-
ние после частичного использования. Для сохранения 
целостности МВВ в циклах замораживания-оттаива-
ния применяют различные соединения, называемые 
криопротекторами, которые должны обладать низкой 
токсичностью, растворимостью в воде и низкой стои-
мость.

Такие факторы, как количество циклов заморажи-
вания-оттаивания, pH, состав среды для хранения, 
осмотическое давление, влияют на стабильность 
содержимого МВВ (особенно на белки и микроРНК, 
которые опосредуют различные терапевтические ре-
зультаты), полученных из МСК [49]. Например, хра-
нение МВВ в фосфатном буфере приводит к резкому 
снижению восстановления МВВ в течение нескольких 
дней, а разбавление фосфатного буфера уменьшает 
восстановление МВВ даже в течение нескольких ми-
нут [50]. При этом добавление в среду человеческо-
го сывороточного альбумина и трегалозы при –80 °C 
наи более перспективно для длительного хранения и 
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сохранения стабильности в течение нескольких ци-
клов замораживания-оттаивания.

Распылительная сушка превращает жидкую су-
спензию с МВВ в сухой порошок путем быстрой обра-
ботки горячим газом, что может приводить к денату-
рации многих поверхностных белков на поверхности 
МВВ и делает ее менее подходящей для МВВ с тер-
мочувствительными компонентами. При сублимаци-
онной сушке или лиофилизации (двухэтапный метод 
консервации, основанный на замораживании воды с 
последующим ее удалением) вода удаляется из МВВ 
под низким давлением, что стабилизирует МВВ [51]. 
После лиофилизации МВВ можно хранить при ком-
натной температуре в течение длительного времени. 
Однако тип криопротекторов имеет решающее зна-
чение для предотвращения агрегации и обеспечения 
функциональной целостности МВВ после восстанов-
ления [52].

Несмотря на о чевидные преимущества бескле-
точных продуктов, предстоит решить множество 
проблем, прежде чем будет получено первое реги-
страционное удостоверение на продукт, содержащий 
секретом МСК или его компоненты. Самыми острыми 
вопросами создания и регистрации таких продуктов 
являются стандартизация и усовершенствование ме-
тодов выделения, хранения и оценки везикулярной 
фракции секретома. Таким образом, создание надеж-
ной терапевтической платформы для производства 
продуктов на основе МВВ требует масштабируемых 
производственных процессов, регламентированных 
по времени и экономическим затратам. Не менее важ-
ны дальнейшие исследования по составу, биогенезу и 
эффектам МВВ, оказываемым на целевую клетку, что 

позволит детальнее оценить потенциальную эффек-
тивность и безопасность терапевтических продуктов 
на основе МВВ, а также модифицировать их состав в 
зависимости от цели применения. 
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