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Болезнь Альцгеймера (БА) остается одной из социально значимых патологий, при которой до сих
пор отсутствует эффективная терапия. Целью данной работы являлся анализ эффективности внут-
ривенного (в/в) введения экзосом из кондиционированной среды, полученной при культивирова-
нии мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток Вартонова студня пупочного канатика
человека. Экзосомы выделяли с помощью колоночной фильтрации в гравитационном поле и харак-
теризовали по экспрессии специфичных маркеров и связыванию с клетками фибробластов мыши
L929 in vitro. На модели спорадической формы БА было показано, что в/в введение экзосом предот-
вращало ухудшение пространственной памяти у ольфакторно бульбэктомированных мышей (ОБЭ).
Терапевтический эффект, по-видимому, обусловлен способностью экзосом проникать в мозг ОБЭ
животных, что было подтверждено визуализацией флуоресцентно-меченных экзосом в коре и гип-
покампе после их в/в введения.
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Альцгеймера (БА) – неизлечимое

прогрессирующее нейродегенеративное заболе-
вание, при котором происходит постепенная по-
теря памяти и ухудшение когнитивных функций
[1–3]. Считается, что накопление белка бета-
амилоида (Aβ) является ключевым событием в
патогенезе БА [1]. Предполагается, что к 2050 го-
ду число заболевших БА может достичь 100 мил-
лионов человек, если не будут найдены подходы к
лечению, которые способны остановить или за-
медлить прогрессирование заболевания [4–6].
Одной из причин неудач в разработке эффектив-
ных средств лечения этого тяжелого недуга явля-
ется отсутствие валидированных моделей in vivo
наиболее распространенной ненаследственной
спорадической формы БА. Ольфакторно буль-
бэктомированные (ОБЭ) животные демонстри-
руют основные поведенческие, морфологиче-

ские, биохимические и иммунологические при-
знаки, характерные для развития БА у человека,
что позволяет их использовать как модель данно-
го заболевания [7, 8].

Среди разрабатываемых терапевтических под-
ходов к лечению БА и других нейродегенератив-
ных заболеваний особое место принадлежит кле-
точной терапии, основанной на использовании
трансплантации различных клеток донора в орга-
низм реципиента [9, 10]. Наиболее изученными
для использования в регенеративной медицине
являются мультипотентные мезенхимальные стро-
мальные клетки (ММСК), которые получили
широкую известность за счет своей способности
направленной миграции в поврежденный орган и
участию в его восстановлении [11, 12]. Так, Zhao-
Hong Xie и соавт. в своем исследовании на транс-
генной APP/PS1 модели БА [13] показали, что
после внутривенного (в/в) введения мультипо-
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тентных мезенхимальных стромальных клеток из
Вартонова студня пупочного канатика (ММСК-ВС)
человека происходило значительное улучшение
пространственного обучения и замедление ухуд-
шения памяти, что было вызвано уменьшением
отложения Aβ и понижением уровня его раство-
римой формы.

Однако в настоящее время известно, что поло-
жительный эффект обусловлен не столько за счет
выживания трансплантированных ММСК и их
последующей дифференцировки, а главным
образом за счет выделяемых ими растворимых
факторов, которые включают белковую и везику-
лярную фракции [9, 14–16]. Белковая фракция
содержит различные пептиды, цитокины и росто-
вые факторы, а везикулярная включает экстрак-
леточные везикулы, которые подразделяют на
микровезикулы и экзосомы [14, 17].

Экзосомы – мембранные образования, диа-
метром 30–100 нм, представляющие собой био-
логические наноконтейнеры, которые принимают
участие в различных физиологических процессах,
перенося заключенные в их составе белки, нук-
леотиды и аминокислоты, жирные кислоты,
мРНК, микроРНК и другие биологически актив-
ные соединения к клеткам-реципиентам, тем са-
мым принимая участие в межклеточной комму-
никации [6, 17, 18]. Кроме того, экзосомы лише-
ны таких отрицательных свойств ММСК, как
необходимость их иммунологической совмести-
мости с тканью реципиента [10, 19].

В данной работе предпринята попытка визуа-
лизации проникновения в мозг меченых экзосом,
выделенных из ММСК-ВС, при их системном в/в
введении с особым вниманием на возможность
их локализации в гиппокампе и височной коре, в
структурах мозга, принимающих участие в обуче-
нии и памяти. А также оценен терапевтический
эффект экзосом на состояние пространственной
памяти на модели спорадической формы болезни
Альцгеймера у ОБЭ мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Получение ММСК из Вартонова студня ткани
пупочного канатика и их характеристика. Первич-
ная культура ММСК была выделена из Вартонова
студня ткани пупочного канатика. Забор матери-
ала производился с письменного информирован-
ного согласия здоровых обследованных рожениц
после операции кесарева сечения. Дальнейшее
выделение ММСК проводили в соответствии с
протоколом, описанным нами ранее [20]. Куль-
тивирование клеток проводили в атмосфере 5%
CO2 при 37°С в среде DMEM/F12 (1 : 1, Gibco,
США) с добавлением 10% фетальной телячьей
сыворотки, 2 мM L-глутамина, 100 ед/мл пени-
циллина и 100 мкг/мл стрептомицина (ПанЭко,

Россия) в культуральных флаконах 25 см2 (Сorning,
США). Смену среды на 50% проводили, как пра-
вило, через трое суток. При достижении состоя-
ния 80% конфлюэнтности клетки пассировали в
соотношении 1 : 2. Для снятия клеток с поверхно-
сти пластика применяли 0.05% раствор трипсина
(ПанЭко). Экспрессию поверхностных маркеров
ММСК анализировали с помощью проточной
цитометрии с использованием первичных анти-
тел, конъюгированных с фикоэритрином (PE), к
CD90, CD105, CD73, CD19, HLA-DR и конъюги-
рованных с FITC HLA-ABC (BD, США), соглас-
но протоколу фирмы-производителя [21]. Изме-
рения проводили на приборе FACSCalibur (BD,
США).

Выделение экзосом из культуральной жидкости
ММСК-ВС и их характеристика. Для выделения
экзосом использовали кондиционированную
среду (КС), полученную при культивировании
ММСК-ВС третьего пассажа. При достижении
состояния 80% конфлюэнтности монослой от-
мывали 0.9% физиологическим раствором (ФР),
добавляли бессывороточную среду DMEM/F12
(Thermo, США), 2 мM L-глутамина, 100 ед/мл пе-
нициллина и 100 мкг/мл стрептомицина. Клетки
культивировали в течение двух суток при 37°C в
атмосфере 5% CO2, затем отбирали КС, центри-
фугировали 10 мин при 200 g с целью удаления
клеточного дебриса. Полученную КС использо-
вали для выделения экзосом, которое осуществ-
ляли при помощи коммерческого набора для уль-
трафильтрации Exo:pure (Prostagnost, Россия) со-
гласно протоколу производителя.

Наличие экзосом в выделенной фракции под-
тверждали с использованием антител к CD9,
СD63 и CD81 человека, конъюгированных с PE,
APC и FITC соответственно (Miltenyi Biotec, Гер-
мания), которые являются специфичными транс-
мембранными маркерами экзосом [22–24]. Об-
разцы экзосом инкубировали с антителами 60 мин
при 4°C, после чего 1 раз отмывали методом цен-
трифугирования при 38000 g в течение 20 мин и
анализировали на цитофлуориметре.

Для анализа проникновения экзосом в голов-
ной мозг и их локализации экзосомы окрашивали
1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine
perchlorate (Dil, Invitrogen, США). Для окрашива-
ния 1 мл экзосом инкубировали с 10 мкл 20 мМ
Dil в течение 20 мин, затем 3 раза отмывали ФР с
центрифугированием 38000 g в течение 20 мин.
Полученный осадок растворяли в 1 мл ФР.

Для визуализации экзосом использовали клет-
ки фибробластов мыши L929, которые культи-
вировали в атмосфере 5% СО2 при 37°С в среде
RPMI-1640 с добавлением 7% фетальной теля-
чьей сыворотки, 2 мM L-глутамина, 100 ед/мл пе-
нициллина и 100 мкг/мл стрептомицина на сте-
рильных покровных стеклах до состояния адге-
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зии. В культуры вносили меченные Dil экзосомы
и инкубировали 1 ч при 37°C в атмосфере CO2.
Для контрастного окрашивания мембран клеток
в последние 10 мин вносили маркер аппарата
Гольджи BODYPI-C7-Cer (Sigma, США) и ядер-
ный краситель DAPI (Sigma). По окончании ин-
кубации клетки фиксировали 2% параформаль-
дегидом (Sigma), отмывали ФР и заливали поли-
меризующей средой Mowiol 4.88 (Calbiochem,
США). Анализ проводили на конфокальном мик-
роскопе Eclipse TE2000 (Nikon).

Изучение проникновения экзосом в головной
мозг мышей после в/в введения. Для оценки воз-
можного проникновения и распределения экзо-
сом в головном мозге мышей при в/в введении
раствор флуоресцентно-меченых экзосом или ФР
в объеме 10 мкл/мышь, содержащих приблизи-
тельно 108 экзосом, вводили в/в в хвостовую вену
заранее подготовленных групп 6-месячных мы-
шей-самцов линии NMRI весом 25–30 г. Спустя
4 ч после введения экзосом мышам вводили вну-
трибрюшинно летальную дозу нембуталового нар-
коза (60 мг/кг) и осуществляли транскардиаль-
ную перфузию мозга охлажденным ФР. Мозг
быстро извлекали на холоде и помещали в 4% рас-
твор параформальдегида для дальнейшего прове-
дения гистологического анализа. С этой целью
готовили фронтальные срезы мозга толщиной
30 мкм на микротоме Техном МЗП-01 (Россия).
Для анализа распределения экзосом в мозге ис-
пользовали флуоресцентную и световую микро-
скопию (Leica DM 6000 B, Германия).

Модель спорадической формы болезни Альцгей-
мера на мышах. Для проведения экспериментов
по анализу возможности проникновения исполь-
зуемых экзосом в головной мозг, а также по изу-
чению влияния в/в введения препарата экзосом
на пространственную память были отобраны
6-месячные мыши-самцы линии NMRI весом
25–30 г. Содержание мышей осуществлялось по
5–6 особей в клетке со свободным доступом к
воде и стандартизированному корму в условиях
естественной освещенности при температуре
воздуха 21–23°С. Все исследования проводились
в полном соответствии с Руководством по содер-
жанию и уходу за лабораторными животными и
правилами надлежащей лабораторной практики
(приказ МЗ РФ от 01.04.2016 г., № 199н).

Удаление обонятельных луковиц проводили
путем их двухсторонней аспирации через трепа-
национное отверстие в черепе со стереотаксиче-
скими координатами AP – 3, LM – 0, H – 2.5
в стерильных условиях у животных, которые на-
ходились под нембуталовым наркозом (40 мг/кг,
внутрибрюшинно). При проведении процедуры
скальпирования для местного обезболивания
подкожно вводили 0.5% раствор новокаина. Кон-
трольными животными являлись ложноопериро-

ванные (ЛО) мыши, подвергнутые аналогичной
процедуре, за исключением удаления обонятель-
ных луковиц. По окончании операции для про-
филактики развития инфекции каждому живот-
ному в мышцу задней лапы вводили антибиотик
бициллин 5 в дозе 6000 ед.

Изучение эффекта в/в введения экзосом на про-
странственную память. Все животные были рас-
пределены по группам, включающим по 5–6 мышей
в каждой: контрольные ольфакторно бульбэкто-
мированные (ОБЭ + ФР) и ложнооперированные
мыши с в/в введением ФР (ЛО + ФР); ольфактор-
но бульбэктомированные (ОБЭ + ЭКЗ) и ложно-
оперированные (ЛО + ЭКЗ) мыши с в/в введени-
ем раствора экзосом. Спустя две недели после
операции начинали в/в введение раствора экзо-
сом или ФР, которое осуществляли 2 раза в неде-
лю в течение 3 недель.

Для проведения исследований по определе-
нию эффекта в/в введения раствора экзосом из
ММСК-ВС животным вводили по 10 мкл раство-
ра экзосом в ФР, содержащих приблизительно
108 экзосом, или только ФР в хвостовую вену жи-
вотного. Через две недели после первого из шести
введений экзосом начинали обучение ЛО и ОБЭ
животных пространственному навыку в водном
лабиринте Морриса. Для этой цели применялся
круглый бассейн диаметром 80 см и глубиной
30 см, заполненный водой, с температурой 23°С.
Площадь бассейна условно делилась на четыре
равных сектора, в один из которых (третий отсек)
при обучении помещалась спасательная плат-
форма 5 см в диаметре, которую на 0.5 см погру-
жали под поверхность воды. Для того чтобы жи-
вотное не могло визуально обнаружить спаса-
тельную платформу, вода забелялась раствором
сухого молока. До начала обучения в условиях ви-
димой спасательной платформы у животных про-
веряли умение плавать и сохранность зрения.
Смысл обучения состоял в том, чтобы за время
теста животное могло найти спасательную плат-
форму и по внешним визуальным стимулам окру-
жающей обстановки запомнить ее местоположе-
ние в бассейне. Общая продолжительность обу-
чения составляла пять дней по 4 ежедневных
одноминутных сеанса. Скорость обучения оце-
нивали по величине уменьшения латентного
периода нахождения скрытой платформы. По ис-
течению суток с момента окончания обучения
осуществляли тестирование уровня простран-
ственной памяти в течение одной минуты, но уже
в условиях отсутствия спасательной платформы.
Состояние пространственной памяти анализиро-
вали по двум параметрам: по времени пребывания
животного в каждом секторе, а также по количе-
ству заходов в каждый сектор бассейна, выражен-
ному в процентах от общего числа посещений.
После завершения поведенческого тестирования
проводили морфоконтроль на полноту удаления
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обонятельных луковиц у ОБЭ мышей. Для стати-
стической обработки данных использовали одно-
факторный анализ ANOVA с последующим post-
hoc анализом с применением критерия Tukey’s
HSD, а также двухсторонний критерий Стьюден-
та. Данные представлены как M ± m. Различия
считались значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Характеристика экзосом ММСК-ВС. Одной из
основных характеристик ММСК является экс-
прессия маркеров CD73, CD90 и CD105 и отсут-
ствие экспрессии лимфоидных маркеров [21, 25].
Анализ экспрессии специфичных маркеров про-
водили методом проточной цитометрии. Показа-
ли, что ММСК-ВС экспрессируют CD73, CD90 и
CD105, HLA-ABC и не экспрессируют ряд лим-
фоидных маркеров (рис. 1).

Выделение экзосом проводили методом коло-
ночной фильтрации в гравитационном поле. Эк-
зосомы концентрировали из 25 мл культуральной
среды в 1 мл. Принадлежность выделенных мик-
рочастиц к экзосомам оценивали по наличию на

их поверхности специфических маркеров экзо-
сом – CD9, CD63 и CD81 [12, 21]. Анализ экс-
прессии данных маркеров проводили методом
проточной цитометрии и показали, что экзосо-
мы, полученные из культуральной жидкости при
культивировании ММСК-ВС максимально экс-
прессируют CD63 (рис. 2г), в меньшей степени
маркеры CD81 (рис. 2б) и CD9 (рис. 2в).

Изучение локализации флуоресцентно окрашен-
ных экзосом в отделах головного мозга мышей.
Прежде всего необходимо было исследовать воз-
можность проникновения экзосом в мозг при их
в/в введении, и в частности, в такие отделы го-
ловного мозга, как гиппокамп и неокортекс, по-
скольку преимущественно в этих структурах на-
блюдается гибель нейронов при БА.

Мы показали, что при в/в введении экзосом из
ММСК-ВС флуоресцентные частицы обнаружи-
ваются в гиппокампе и неокортексе, что свиде-
тельствует о проникновении экзосом в мозговую
паренхиму через гематоэнцефалический барьер
[26, 27]. На рис. 3 представлены микрофотогра-
фии срезов мозга мышей через 4 ч после в/в вве-
дения флуоресцентно меченных экзосом.

Рис. 1. Анализ экспрессии поверхностных маркеров ММСК Вартонова студня. Экспрессия специфичных маркеров
ММСК CD73 (а), CD90 (б), CD105 (в) и HLA-ABC (г); отсутствие экспрессии маркеров лимфоидных клеток HLA-DR
(д), CD45 (е) и CD19 (ж) клетками ММСК Вартонова студня.
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На репрезентативных микрофотографиях сре-
зов мозга контрольных животных, которым в/в
вводился только ФР, подобное свечение микро-
частиц отсутствовало (рис. 4). Таким образом, на-
ми был доказан факт возможности проникнове-
ния в головной мозг экзосом из ММСК-ВС при
их в/в введении.

Эффект внутривенного введения экзосом
ММСК-ВС на пространственную память ОБЭ мышей.
В рамках данного исследования проведен анализ
эффективности влияния в/в введения экзосом из
ММСК-ВС человека на пространственную па-
мять ОБЭ мышей, моделирующих спорадиче-
скую форму БА.

В процессе обучения, проводимого через 4 не-
дели после бульбэктомии или ложной операции,
у всех групп экспериментальных животных на-
блюдалось ежедневное снижение латентного пе-
риода нахождения платформы. Было установлено,
что в/в введение экзосом не оказывало влияния
на способность к пространственному обучению
ЛО и ОБЭ животных, о чем свидетельствует от-

сутствие достоверных различий (p > 0.05) латент-
ных периодов нахождения спасательной плат-
формы у групп ЛО + ФР и ЛО + ЭКЗ, и ОБЭ + ФР
и ОБЭ + ЭКЗ в водном лабиринте Морриса ни в
один из пяти дней обучения (рис. 5). Важно отме-
тить, что обученность животных перед тестирова-
нием памяти у всех групп животных была одина-
кова, что подтверждается отсутствием достовер-
ных различий (p > 0.05) латентных периодов
обнаружения спасательной платформы на пятый
день обучения.

Результаты факторного анализа данных по те-
стированию пространственной памяти в водном
лабиринте Морриса приведены в табл. 1 и на рис. 6.

Время нахождения в третьем секторе лабиринта
Морриса у групп животных: ЛО + ФР, ЛО + ЭКЗ,
ОБЭ + ФР и ОБЭ + ЭКЗ составило (с): 30.8 ± 2.4,
30.2 ± 2.7, 16.7 ± 0.8 и 24 ± 3.1 соответственно. Со-
отношение количества заходов в третий сектор
обучения к общему числу заходов во все сектора
водного лабиринта (%): 42.8 ± 1.3, 45.5 ± 2.9, 28 ± 0.9

Рис. 2. Характеристика экзосом ММСК-ВС. а–г: Анализ экспрессии специфичных маркеров экзосом CD81 (б), CD9
(в) и CD63 (г) проводили в окне мелких объектов (а). Аутофлуоресценция показана на серой гистограмме. Сдвиг по
оси абсцисс соответствует экспрессии маркеров (цветные гистограммы). д–е: Связывание экзосом с мембранами кле-
ток фибробластов L929. Клетки культивировали на покровных стеклах, инкубировали с экзосомами (д, красные), до-
полнительно окрашивали мембраны маркером аппарата Гольджи (е, зеленый). Ядра окрашены DAPI (синий). Коло-
кализация экзосом с мембранами клеток (е, желтый). Шкала – 25 мкм.
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Рис. 3. Примеры распределения экзосом, меченных флуоресцентным красителем Dil, в неокортексе (а, б) и гиппокам-
пе (в, г) ОБЭ (а, в) и ЛО (б, г) мышей через 4 ч после внутривенного введения. Шкала – 25 мкм. На микрофотографиях
представлены участки мозга в проходящем свете с наложением соответствующих флуоресцирующих частиц.

a б

в г
ОБЭ+ЭКЗ ЛО+ЭКЗ

Рис. 4. Репрезентативные микрофотографии срезов неокортекса (а, б) и гиппокампа (в, г) контрольных ЛО (а, в) и
ОБЭ (б, г) мышей через 4 ч после внутривенного введения ФР. Шкала – 25 мкм.

a б

в г
ЛО+ФР OБЭ+ФР



380

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 38  № 5  2021

ПОЛТАВЦЕВА и др.

и 37 ± 2.4 для групп ЛО + ФР, ЛО + ЭКЗ,
ОБЭ + ФР и ОБЭ + ЭКЗ соответственно.

Анализ результатов состояния пространствен-
ной памяти показал, что в обеих группах ЛО мы-
шей – ЛО + ФР и ЛО + ЭКЗ животные достовер-
но отличали сектор обучения от индифферент-
ных секторов как по времени нахождения, так и
по числу заходов в него, что свидетельствует об
отсутствии отрицательного влияния вводимого
препарата экзосом на пространственную память
животных. Контрольная группа ОБЭ мышей, ко-
торым вводился только ФР, во время тестирова-
ния показала нарушение способности узнавать
сектор обучения. Вместе с тем группа ОБЭ мы-

шей, которым в/в шестикратно вводили раствор
экзосом, характеризовалась достоверным пред-
почтением третьего таргетного сектора бассейна
по обоим показателям оценки пространственной
памяти (рис. 6). Таким образом, на модели спора-
дической формы БА было показано, что вводи-
мые экзосомы способны замедлять процесс ухуд-
шения памяти у ОБЭ животных, демонстрирую-
щих характерные признаки данного заболевания.

ОБСУЖДЕНИЕ

В нашем исследовании было показано, что
внутривенное введение экзосом, секретируемых

Рис. 5. Динамика латентного периода нахождения спасательной платформы в водном лабиринте Морриса в ходе обу-
чения экспериментальных групп животных в контроле и после в/в введения экзосом ММСК-ВС. Данные представ-
лены как M ± m.
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Таблица 1. Данные факторного анализа групп животных после в/в введения

Примечание. n – количество животных в каждой экспериментальной группе.

Группа

Значение фактора выделения секторов при тестировании памяти

по времени пребывания по количеству заходов

фактор F достоверность p < фактор F достоверность p <

ЛО + ФР (n = 5) 45.6 0.001 63.3 0.001
ЛО + ЭКЗ (n = 6) 18.7 0.001 27.1 0.001
ОБЭ + ФР (n = 6) 13.4 0.001 2.46 0.1
OБЭ + ЭКЗ (n = 6) 8.99 0.001 16.1 0.001
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ММСК-ВС, имеет выраженный терапевтический
эффект, препятствуя потере пространственной
памяти у ОБЭ мышей – модели спорадической
формы БА. Известно, что ОБЭ мыши характери-
зуются развитием симптомокомплекса, сходного
с наблюдаемым при БА и включающего ухудше-
ние памяти, развитие депрессивно-подобного со-
стояния, что происходит на фоне дефицита аце-
тилхолин- и серотонинергической систем мозга
[28]. Причиной наблюдаемых изменений являет-
ся развитие нейродегенеративного процесса, со-

провождающегося гибелью нейронов в височной
коре и полях гиппокампа, а также повышением
уровня мозгового Aβ [29]. Ранее мы показали, что
внутримозговое и в/в введение ММСК, выделен-
ных из фетального мозга, также купировало раз-
витие ухудшения памяти и повышало нейрональ-
ную плотность в гиппокампе ОБЭ мышей [30].
Позитивные эффекты трансплантации ММСК,
выделенных из разных источников, были неодно-
кратно показаны на моделях БА и другими иссле-
дователями [9, 31, 32].

Рис. 6. Влияние внутривенного введения экзосом из ММСК-ВС на пространственную память ольфакторно бульбэк-
томированных мышей: по времени нахождения (а) и числу заходов (б) групп мышей в сектора водного лабиринта
Морриса. 1–4 – сектора лабиринта, 3 – сектор с платформой во время обучения. Достоверность различия данных в
сравнении с 3 сектором с использованием критерия Tukey: * р < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001.
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В настоящее время пристальное внимание
уделяется экзосомам, выделенным из ММСК.
Предполагается, что действие ММСК в основном
опосредовано их экзосомами, которые вызывают
эффекты, подобные родительским клеткам [33–35].
При выборе тканевого источника ММСК для вы-
деления экзосом, мы, прежде всего, руководство-
вались наличием у этих клеток нейропротектив-
ного потенциала, обусловленного повышенным
уровнем экспрессии нейротрофических и нейро-
ростовых факторов NGF и BDNF, наряду с устой-
чивостью к стрессу при их выделении и культиви-
ровании. ММСК-ВС полностью отвечают этим
критериям [36]. Среди отличительных маркеров
экзосом выделяют белки семейства тетраспани-
нов: CD63, CD9, CD37, CD81, и CD82. Известно,
что данные белки отсутствуют в других типах ве-
зикул [26, 36]. Существуют различные методы вы-
деления экзосом: ультрацентрифугирование, уль-
трафильтрация, эксклюзионная хроматография,
осаждение, методы, основанные на иммуно-
афинном связывании, а также различные спосо-
бы в области микрофлюидики [37]. Каждый из
перечисленных методов характеризуется своими
достоинствами и недостатками, так что выбор
конкретного метода выделения экзосом опреде-
ляется конечной целью их использования. Для
характеристики экзосом часто применяются ме-
тоды анализа: вестерн-блот и иммунофермент-
ный анализ, а также проточная цитометрия. Ос-
новным преимуществом первых двух методов яв-
ляется возможность обнаружения характерных
для экзосом белков, их размера и количества, од-
нако такие недостатки как низкая специфич-
ность и высокая стоимость проведения процедур,
делает более привлекательным метод проточной
цитометрии, который отличается своей быстро-
той, воспроизводимостью, специфичностью и
низкой стоимостью [17, 25]. Характеристика ча-
стиц, выделяемых ММСК-ВС, используемых в
нашем эксперименте, свидетельствует об их при-
надлежности к экзосомам (рис. 2), поскольку они
экспрессировали специфичные маркеры экзосом
CD9, CD63 и CD81 [38]. Перечисленные маркеры
являются трансмембранными белками, которые
задействованы в биогенезе экзосом, поскольку
клетки нокаутных по CD9, CD63 мышей характе-
ризуются сниженным количеством выделяемых
экзосом [39, 40].

Известно, что использование экзосом, выде-
ленных из разных источников ММСК, оказывало
терапевтический эффект как на in vitro и in vivo
моделях БА [1, 33], так и на модели индуцибель-
ного поражения нейронов гиппокампа [41]. В на-
шем исследовании in vivo на модели спорадиче-
ской формы БА на ОБЭ животных мы впервые
показали, что позитивным эффектом обладают и
экзосомы, выделенные из ММСК-ВС, при их в/в
введении. Наши данные согласуются с результа-

тами других исследователей эффектов в/в введе-
ния экзосом из ММСК, полученных из различ-
ных типов ткани, наблюдавших функциональное
восстановление нарушений в мозге, вызванном
индуцированным инсультом или эксперимен-
тальной травмой мозга на фоне усиления ремоде-
лирования нейритов, активации нейрогенеза и
восстановления нейрональной пластичности
[42–44]. Эти факты являются косвенным под-
тверждением, что в/в введение экзосом является
эффективным для восстановления функций цен-
тральной нервной системы (ЦНС).

В нашем исследовании флуоресцентно окра-
шенные экзосомы после в/в введения обнаруже-
ны в ткани мозга, что доказывает способность
этих частиц преодолевать гематоэнцефалический
барьер. Указанное свойство экзосом обеспечива-
ет широкие возможности их применения для те-
рапии нарушений в ЦНС. Такие структуры го-
ловного мозга как гиппокамп и неокортекс были
выбраны нами не случайно, поскольку известно,
что при БА происходит недиффузное развитие
амилоидогенеза во всем мозге, а появление ами-
лоидных бляшек наблюдается в отделах прямо
или опосредованно связанных с системой обоня-
ния [45], в число которых входят рассматривае-
мые нами отделы. Факт возможности проникно-
вения вводимых нами экзосом из ММСК в голов-
ной мозг при в/в введении важен также ввиду
того, что гиппокамп и неокортекс играют ключе-
вую роль в выполнении важнейших когнитивных
процессов: восприятии, обучении, памяти, и по-
ражаются в первую очередь при БА [46–48].

Однако наши результаты по визуализации ме-
ченых экзосом в мозге после их в/в введения, как
и немногочисленные данные других авторов,
свидетельствуют о незначительном количестве
проникающих в мозг экзосом. Детальное иссле-
дование распределения экзосом после их в/в вве-
дения показывает, что основное их количество
остается в печени, селезенке и легких [49].

Наш метод in vivo исследования, к сожалению,
не позволял определить тип клеток-мишеней, с
которыми экзосомы взаимодействуют при их по-
падании в мозг. Однако по данным других иссле-
дователей экзосомы, выделенные из стволовых
клеток пульпы зуба человека, способствуют вос-
становлению деятельности дофаминергических
нейронов, подвергнутых апоптотическому дей-
ствию 6-гидроксидофамина [50]. В специальном
исследовании, в котором культуру клеток гиппо-
кампа обрабатывали олигомерной формой Aβ и
экзосомами ММСК-ВС, показали, что экзосомы
локализовались в основном в астроцитах, а не в
нейронах [14]. В другой работе на модели травма-
тического поражения мозга, где исследовались
эффекты внутримозгового введения экзосом, вы-
деленных из ММСК жировой ткани, путем двой-
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ного флуоресцентного окрашивания срезов мозга
было установлено, что экзосомы входили в мик-
роглию и макрофаги и через подавление их акти-
вации вызывали торможение воспаления [35].
Эффект экзосом, выделенных из ММСК костно-
го мозга, на когнитивные функции при развитии
диабета был обусловлен вхождением экзосом в
поврежденные нейроны и астроциты [51]. Инте-
ресно отметить, что в условиях кислородного или
глюкозного дефицита экзосомы, выделяемые
олигодендроцитами, входили в нейроны и повы-
шали их выживаемость, принимая участие в регу-
ляции окислительного стресса [12, 52]. Перечис-
ленные данные свидетельствуют, что возможность
вхождения экзосом в нейроны определяется как
источником экзосом, так и состоянием самих
нейронов. Развитие патологии способствует про-
никновению экзосом в клетки.

В настоящее время механизм нейропротектив-
ного и нейрорегенеративного эффектов экзосом,
выделенных из ММСК, остается невыясненным.
Установлено, что действие экзосом зависит как
от их количества, так и от состава и соотношения
белков, аминокислот и нуклеотидов, мРНК, мик-
роРНК и мтРНК, липидов и других биологически
активных соединений, которые не являются пол-
ностью идентичными по своему составу роди-
тельским ММСК [5, 53]. Обязательным компо-
нентом внеклеточных везикул, включая и экзосо-
мы, является белок теплового шока БТШ70 [38],
который, как было показано в наших и многочис-
ленных исследованиях других авторов, обладает
мощным шаперонным и нейропротективным
действием, что ярко проявляется в условиях ней-
родегенерации альцгеймеровского типа и старе-
ния [54–56].

Роль токсической олигомерной формы Aβ
в индукции гибели нейронов и синапсов призна-
ется одной из ключевых при развитии спорадиче-
ской и фамильной форм БА [57, 58]. Поэтому
можно предположить, что подавление нейродеге-
неративного процесса альцгеймеровского типа
под влиянием экзосом может быть опосредовано
через присутствие в них нейтральной эндопепти-
дазы (Неприлизин, НЕП), представляющей со-
бой интегральный мембранный белок II типа, на-
ходящийся в плазматической мембране, активный
центр которого расположен во внеклеточном
пространстве. Являясь эктоферментом, НЕП
обеспечивает протеолитическое расщепление
широкого спектра субстратов [59]. Одна из наи-
более важных функций, позволяющая рассмат-
ривать его в качестве одного из терапевтических
агентов при БА – способность расщеплять на раз-
личных участках аминокислотной последова-
тельности бета-амилоидные пептиды, а также
олигомерные формы Aβ (1–40) и Aβ (1–42) [1, 59]. В
2013 году Katsuda с соавт. [1] на примере экзосом
из ММСК жировой ткани показали присутствие

значительного количества НЕП в этих образова-
ниях. В 2018 году Ding и соавт. [47] на модели БА у
трансгенных животных (AβPPswe/PS1dE9) про-
демонстрировали, что при в/в введении экзосом,
полученных из ММСК-ВС, наблюдалось увели-
чение экспрессии НЕП в результате активации
клеток микроглии, что способствовало сниже-
нию уровня Aβ в головном мозге, в том числе и
его растворимой формы.

Антиоксидантный эффект всегда рассматри-
вали как возможный механизм терапевтического
действия при БА. В 2019 году были опубликованы
данные о присутствии в экзосомах, выделенных
из ММСК-ВС, фермента каталазы, который опо-
средует защиту нейронов гиппокампа от окисли-
тельного стресса и повреждения синапсов, инду-
цируемых олигомерами Aβ [14]. Отдельную роль в
очистке мозга от отложений Aβ могут играть и эк-
зосомы, непосредственно выделяемые нейрона-
ми, например, через торможение нейтральной
сфингомиелиназы, препятствующей превраще-
нию сфингомиелина в церамид [60]. Очищению
мозга от Aβ отложений может способствовать
связывание Aβ с гликосфинголипидами, распо-
ложенными на поверхности нейральных экзосом
[61]. Экзосомы, выделяемые нейронами, участву-
ют в регуляции синаптической пластичности,
устанавливая число АМРА-рецепторов и влияя
на глутаматергическую нейропередачу [62].

Внутриклеточный механизм действия экзосом
при БА может быть опосредован их влиянием на
состояние митохондрий. Снижение энергетиче-
ского потенциала в клетках мозга и митохондри-
альная дисфункция являются ранним признаком
развития нейродегенеративного процесса. Одним
из факторов, вызывающих нарушение как дыха-
тельной функции, так и биогенеза митохондрий,
является накопление внутриклеточного Aβ [63].
Возможно, не случайно 10.3% белкового содер-
жания в экзосомах, выделенных из ММСК кост-
ного мозга, приходится на митохондриальные
белки [64, 65]. Интересно отметить, что на моде-
ли остеоартрита, также характеризующегося ми-
тохондриальной дисфункцией, было показано,
что применение экзосом, выделенных из ММСК,
сопровождалось их проникновением в хондроци-
ты и колокализацией с митохондриями. Наблю-
даемый позитивный терапевтический эффект со-
провождался нормализацией функций митохон-
дрий [65]. В наших недавних исследованиях
также было показано, что восстановление памяти
ОБЭ мышей – модели спорадической формы БА
наблюдалось под влиянием интраназального вве-
дения функционально активных нейрональных
митохондрий [66].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В заключении следует отметить, что, по-ви-

димому, в опосредованном позитивном терапев-
тическом эффекте экзосом, выделяемых из
ММСК-ВС, задействован не один механизм, а
многокомпонентная система, включающая и пе-
риферические звенья, которая под влиянием со-
держащихся в экзосомах регуляторных факторов,
восстанавливает свою активность, приближая ее
к функционированию, характерному для здоро-
вого организма. Действительно, как правило, под
влиянием экзосом наблюдается одновременное
изменение разнообразных показателей, отража-
ющих деятельность, по-видимому, тесно связан-
ных между собой функциональных единиц,
включенных в сложную систему поддержания
гомеостаза. Следует отметить, что на сегодняш-
ний день пока остается недостаточно изученной
функциональная активность отдельных компо-
нентов протеома и транскриптома экзосом из
ММСК-ВС, и для более точного анализа меха-
низмов влияния данного препарата на функцио-
нальную активность ЦНС в норме и патологии
требуется проведение дальнейших исследований,
направленных на изучение как действия экзосом
из ММСК и самих нейронов, так и рассмотрение
роли отдельных биологически активных соедине-
ний, которые входят в состав экзосом.
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Alzheimer’s Type Neurodegeneration. Possible Correction of Memory Impairment 
with Intravenous Injection of Exosomes
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Alzheimer’s disease (AD) remains one of the socially significant pathologies for which there is still no effec-
tive therapy. The aim of this work was to analyze the effectiveness of intravenous administration of exosomes
obtained from the cultural f luid of multipotent mesenchymal stromal cells obtained from the Wharton jelly
of the human umbilical cord. Exosomes were isolated by column filtration in a gravitational field and char-
acterized by size, number, expression of specific markers, and in vitro binding to mouse fibroblasts L929. On
a model of sporadic AD, it was shown that intravenous administration of exosomes prevented the deteriora-
tion of spatial memory in olfactory bulbectomized mice (OBX). Visualization of f luorescently labeled exo-
somes in the cortex and hippocampus after their intravenous administration indicates that the therapeutic ef-
fect could be due to the ability of exosomes to enter the brain of OBX animals.

Keywords: Alzheimer’s disease, multipotent mesenchymal stromal cells, Wharton jelly, human umbilical
cord, exosomes, model of the sporadic form of Alzheimer’s disease
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