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ФОКУС НА ЦИСТАТИН С
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Поиск биологических маркеров нейродегенеративных заболеваний, а именно болезней Альцгейме-
ра и Паркинсона, является актуальной проблемой для фундаментальной биологии и современной
медицины. Целью данного обзора было представление некоторых новых результатов по биомарке-
рам этих нейродегенеративных заболеваний, в основном в биологических жидкостях, таких как
плазма и спинномозговая жидкость. Новыми биомаркерами болезни Альцгеймера являются амило-
ид-β и фосфорилированный тау в плазме крови, а также ПЭТ (позитронно-эмиссионная томогра-
фия); они имеют большие перспективы для экспериментальных и клинических исследований. В от-
ношении болезни Паркинсона нашли, что уровни цистатина С и гомоцистеина в сыворотке крови
пациентов с болезнью Паркинсона были выше, чем в сыворотке крови контрольной группы, и было
предложено рассматривать их как новые биомаркеры нейровоспаления. Цистатин С в биологиче-
ских жидкостях предлагался в качестве перспективного биомаркера для диагностики болезни Пар-
кинсона. В последнее время внеклеточные везикулы (экзосомы) стали новым материалом в области
биомаркеров. Являясь транспортными средствами межклеточных взаимодействий, они могут счи-
таться многообещающими носителями биомаркеров заболеваний, в том числе нейродегенератив-
ных расстройств. На сегодняшний день поиск перспективных маркеров и подходов к лечению ней-
родегенеративных заболеваний представляется чрезвычайно актуальной задачей, требующей гло-
бальных решений и инновационных подходов.

Ключевые слова: нейродегенерация, биомаркеры, болезнь Альцгеймера, болезнь Паркинсона, цистатин С,
экзосомы
DOI: 10.31857/S102781332304012X, EDN: SXPMKQ

ВВЕДЕНИЕ
Термин “биомаркер”, сокращение от “биоло-

гического маркера”, относится к широкой группе
медицинских признаков, объективных показателей
состояния здоровья, наблюдаемых у пациента,
которые могут быть точно и надежно измерены [1].
Поиск биомаркеров для таких нейродегенератив-
ных заболеваний, как болезнь Альцгеймера (БА)
и болезнь Паркинсона (БП), был серьезной про-
блемой для лабораторной и клинической меди-
цины и, как показали последние результаты, био-
маркеров становится все больше [2–4]. Содержание
в крови амилоида-β (Aβ) и фосфорилированных
белков тау, связанное с их соответствующими
концентрациями в спинномозговой жидкости и с
амилоид-ПЭТ (позитронно-эмиссионной томо-

графией) или тау-ПЭТ сканированием, было од-
ной из первых диагностированных находок при
БА [5]. Наиболее широко используемыми био-
маркерами спинномозговой жидкости при болез-
ни Альцгеймера являются пептид Aβ42 (основной
компонент амилоидных бляшек в мозге), тау и
фосфорилированный тау (основные компоненты
клубков тау в мозге, которые являются еще одним
отличительным признаком болезни Альцгейме-
ра). В этом обзоре мы попытались представить
некоторые последние данные о биомаркерах наи-
более изученных нейродегенеративных заболева-
ний – БА и БП.

БОЛЕЗНЬ АЛЬЦГЕЙМЕРА
БА связана с когнитивными нарушениями и

дегенерацией синапсов, которые, как предпола-
гается, являются ранним событием в формирова-

* Адресат для корреспонденции: 630117, Новосибирск,
ул. Тимакова, 4, e-mail: korolenkota@neuronm.ru.

УДК 616.858-092.11-07
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нии этого заболевания [6, 7]. БА – это прогресси-
рующее, клинически разнородное и чрезвычайно
сложное нейродегенеративное заболевание, ха-
рактеризующееся снижением когнитивных спо-
собностей. В последние два десятилетия наблю-
дается значительный рост исследований биомар-
керов спинномозговой жидкости (СМЖ) при БА
[5, 8]. Амилоидная гипотеза БА долгое время бы-
ла доминирующей теорией, предполагающей, что
БА вызвана накоплением в мозге белка Aβ, что
приводит к интоксикации нейронов центральной
нервной системы [8, 9]. Амилоидная гипотеза бы-
ла пересмотрена в связи со спорадическими вари-
антами БА. Frisoni et al. [9] предложили вероят-
ностную модель БА, в которой три варианта БА
(аутосомно-доминантный, спорадический, свя-
занный с APOE ε4, и спорадический, не связан-
ный с APOE ε4) характеризуются снижением пе-
нетрантности и уменьшением роли амилоидного
каскада и увеличением роли стохастических фак-
торов (воздействия окружающей среды и генов
низкого риска). Самая ранняя фаза БА (клеточ-
ная фаза) происходит с накоплением Aβ парал-
лельно с нарастанием патогенного тау [3]. Риск
развития БА на 60–80% зависит от наследствен-
ных факторов, при этом уже выявлено более
40 генетических локусов риска, связанных с БА,
среди которых APOE аллели имеют самую силь-
ную связь с заболеванием [10]. Некоторые био-
маркеры включают ПЭТ-сканирование и анализ
плазмы на Aβ и фосфорилированный тау [11, 12],
которые в настоящее время используются и могут
быть связаны с дефектной аутофагией и митофа-
гией, оцениваемых для клинических нужд и ис-
следовательских целей.

В настоящее время доминирующей гипотезой
патогенеза БА остается так называемая гипотеза
амилоидного каскада, приводящего к накопле-
нию Aβ в структурах мозга [7]. Чрезмерное накоп-
ление и агрегация Aβ при БА запускает цепь пато-
логических процессов, приводящих к нейродеге-
нерации и когнитивным нарушениям. Основным
компонентом амилоидных агрегатов являются
фрагменты Aβ из 38–43 аминокислотных остат-
ков, получаемых из белка-предшественника ами-
лоида (APP) путем протеолитического процес-
синга. Основное токсическое действие приписы-
вается олигомерам Aβ, а не фибриллярному Aβ42
в амилоидных бляшках, оно проявляется на са-
мых ранних стадиях БА и, вероятно, инициирует
патологический каскад. Было высказано предпо-
ложение, что дисбаланс между наработкой и уда-
лением Aβ способствует аномальному накопле-
нию Aβ, и эти механизмы усугубляются по мере
старения и развития заболевания [3, 8–12].

Ранее было выявлено несколько возможных
биомаркеров развития БА, среди которых найден
измененный липидный профиль сыворотки кро-
ви (оценка общего холестерина и холестерина ли-

попротеинов низкой плотности (ЛПНП); анти-
атерогенный липопротеин высокой плотности
(ЛПВП), триглицериды (ТГ)) [13, 14]. В целом,
было высказано суждение о дислипидемии как об
известном факторе риска когнитивных наруше-
ний [15]. Была показана положительная корреля-
ция ЛПВП с аксиальной диффузией во многих
отделах, связанных с микроструктурой белого ве-
щества мозга. Эта связь не зависела от генотипа
аполипопротеина Е (APOE), артериального дав-
ления или приема статинов. ЛПНП ослабляли
связь между легкой цепью нейрофиламента (NfL)
и AxD в основе мозолистого тела (p = 0.041), пра-
вой поясной извилины (p = 0.041), правого for-
nix/stria terminalis (p = 0.025) и правого верхнего
продольного пучка (p = 0.020), а ТГ – в правом
нижнем продольном пучке (p = 0.004) и левом for-
nix/stria terminalis (p = 0.001) [14]. Возможно, из-
менения липидов в плазме крови связаны с мик-
роструктурными изменениями белого вещества и
аксональной дегенерацией и могут представлять
собой фактор риска при переходе от обычного
старения к болезни. Согласно [16], изменения ли-
пидного профиля могут быть связаны с этиологи-
ей и прогрессированием БА, а также показана
связь между низким уровнем холестерина и
ЛПНП-С в сыворотке крови и когнитивным сни-
жением у пациентов с БА.

Биомаркеры жидкостей организма и ПЭТ при
БА могут хорошо отражать синаптическую недо-
статочность [17]. Биомаркеры на основе крови
представляют собой значительную альтернативу
алгоритму скрининга БА на основе первичной
медицинской помощи, учитывая высокую рас-
пространенность заболевания. Комбинирован-
ный подход к биомаркерам сыворотки и плазмы
крови полезен для преодоления многочисленных
проблем, связанных с анализом данных по гете-
рогенности БА.

БОЛЕЗНЬ ПАРКИНСОНА
БП – второе по распространенности нейроде-

генеративное заболевание, поражающее множество
людей во всем мире и резко увеличивающееся с
возрастом [18, 19]. БП вызывается аномальным
накоплением α-синуклеина в дофаминергиче-
ских нейронах substantia nigra, что позднее вызы-
вает моторные симптомы [20–22]. БП является
распространенным нейродегенеративным забо-
леванием, при котором образование неправильно
свернутого и агрегированного α-синуклеина яв-
ляется ключевым нейропатологическим отличи-
ем [20]. Нейровоспаление также играет важную
роль в патогенезе БП [23–25]. Нейровоспаление
включает в себя активацию микроглии, повыше-
ние уровня провоспалительных факторов и нару-
шение микробиоты кишечника [26]. Согласно
последним данным, для выявления БП использу-
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ются такие биомаркеры воспаления как интер-
лейкины IL-1β, IL-2, IL-6, IL-10, фактор некроза
опухоли (TNF-α); в ходе активации нормальные
Т-клетки экспрессируют хемокин RANTES (Reg-
ulated upon Activation, Normal T Cell Expressed and
Presumably Secreted) и предположительно секре-
тируют высокочувствительный С-реактивный
белок (hsCRP); соответственно, радиомаркеры,
такие как [11C]PK11195 и [18F]-FEPPA, применя-
ют для мониторинга прогрессирования заболе-
вания и реагирования на лечение [24].

Однако роль нейровоспаления и активации
микроглии при БП, особенно на ранних стадиях
заболевания и прогрессирования, до сих пор
остается дискуссионной [25, 26]. На ранней ста-
дии формирования БП возникновение выражен-
ного нейровоспалительного процесса не всегда
подтверждается (что может быть полезным для
диагностики заболевания и лечения). В конечной
стадии заболевания посмертный анализ мозга
больных БП показал, что нейровоспаление и
микроглиоз являются ключевыми характеристи-
ками патологического процесса.

В эксперименте на 18-месячных мышах с де-
фицитом NF-κB/c-Rel (c-rel–/– мыши), модели
паркинсоноподобной патологии, Porrini et al.
(2017) [27] исследовали, как воспаление и актива-
ция микроглии выражены в начале и прогресси-
ровании паркинсоноподобной патологии. Авто-
ры исследовали экспрессию цитокинов интер-
лейкина-1β (IL-1β), интерлейкина-6 (IL-6) и
маркеров активации микроглии/макрофагов Fc
gamma рецептор III (Fcgr3), маннозу, экспресси-
рованную на миелоидных клетках 2 (Trem2), ре-
цептор 1 (Mrc1), хитиназа-подобный белок 3 (Ym1),
аргиназу 1 (Arg 1), триггерный рецептор вместе с
микроглиальной связывающей ионы кальция
адаптерной молекулой 1 (Iba-1) и иммунолабили-
зацию глиального фибриллярного кислого белка
астроцитов (GFAP) в substantia nigra (SN) мышей
c-rel–/– в премоторной (4- и 13-месячный возраст)
и моторной фазах (18-месячный возраст) процес-
са. Авторы обнаружили повышенную экспрес-
сию маркеров микроглии/макрофагов M2c (Mrc1
и Arg1) у 4-месячных мышей c-rel–/–. Транскрип-
ция маркеров М2с снижалась у 13-месячных мы-
шей с-rel–/–. В этом возрасте провоспалительный
IL-1β, но не IL-6 или маркер М1-поляризации
микроглии-макрофагов Fcgr3/CD16, повышался
по сравнению с диким типом. Однако признаков
астроглиоза в substancia nigra у разных групп жи-
вотных обнаружено не было. В итоге, данное ис-
следование подтверждает наличие легкого воспа-
лительного процесса без явных признаков глиоза
у мышей c-rel–/– в возрасте до 18 мес. Это позво-
ляет предположить, что симптомы фенотипа, по-
добного БП, могут развиваться в отсутствие сопут-
ствующего тяжелого воспалительного процесса.

Патогенез БП до сих пор не ясен. Предполага-
ется, что он связан с определенными механизма-
ми, такими как воспаление [26], окислительный
стресс [25] дисфункция митохондрий, аномаль-
ная агрегация белков и чрезмерная активация
NMDA (N-метил-D-аспартат) рецепторов [28,
29]. Показано, что уровень цистатина С (Cst3) и
гомоцистеина (HCY) в сыворотке крови больных
БП выше, чем в сыворотке крови в контрольной
группе [30, 31]. Поэтому Cst3 в сыворотке крови
является перспективным биомаркером для диа-
гностики болезни Паркинсона [30].

Обнаружено, что оба соединения – Cst3 и HCY –
в сыворотке крови участвуют в воспалительной
реакции. Уровни экспрессии Cst3 и HCY были
выше у пациентов с легкой когнитивной недоста-
точностью, и оба маркера показали поразитель-
ную положительную корреляцию с ней [32]. Cst3
в мозге был обнаружен в хориоидном сплетении,
мягких менингеальных клетках, клетках астро-
глии, нейрональных прогениторных клетках и
зрелых нейронах [33]. Высокие физиологические
концентрации Cst3 в спинномозговой жидкости
и его эффект в стимулировании пролиферации
нейрональных стволовых клеток убедительно по-
казывают, что Cst3 обладает эффектом поддерж-
ки питания клеток мозга.

Предпринимаются новые попытки диагности-
ровать развитие БП и предложить новые биоло-
гические маркеры заболевания [34]. Среди ней-
роспецифических маркеров, указывающих на
повышенный уровень периферических белков
нейродегенерации и воспаления, было предложе-
но несколько соединений, таких как фактор ро-
ста фибробластов 21 и ингибитор пептидазы 3.
Несколько маркеров, включая IL-6 (связанный с
воспалением) и цистатин B (ингибитор цистеи-
новой протеазы катепсина L), коррелировали с
ухудшением когниции и прогрессированием дви-
гательных симптомов в начальном периоде БП.
Эти результаты были независимо подтверждены в
рамках проекта “Parkinson Progression Marker Ini-
tiative”.

Кроме того, легкая цепь нейрофиламента NfL –
белка, специфичного для аксонального повре-
ждения – недавно была признана перспективным
биомаркером многочисленных нейродегенера-
тивных заболеваний [35, 36]. Исследования ис-
пользовали и фокусировали внимание на NfL в
диагностических и прогностических целях и рас-
ширили возможности этого биомаркера за рамки
нейродегенеративных заболеваний [35–37]. NfL
может быть аналогом и подобным хорошо извест-
ному С-реактивному белку [37–39]. Более того,
Nfl как β-синуклеин спинномозговой жидкости
был предложен в качестве синаптического био-
маркера доклинической стадии БА [39, 40].
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КОРОЛЕНКО и др.

ПОИСК НОВЫХ БИОМАРКЕРОВ 
НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИИ. ЭКЗОСОМЫ 

И ЦИСТАТИН С
Поиск новых биомаркеров при нейродегене-

ративных заболеваниях связан с изучением про-
теаз/ингибиторов протеаз, анализом протеома
[34, 41]. В последнее время изучение протеолиза в
клетках мозга было сосредоточено на аутофагосо-
мах и эндосомах, транспортирующих белки из об-
ласти синаптических контактов в сому для их де-
градации, что является важным моментом; следу-
ющей целью является изучение внеклеточных
везикул, которые критически важны для межкле-
точной коммуникации, особенно их разнообраз-
ное содержимое, включая белки [42].

К настоящему времени в предшествующих ис-
следованиях сообщалось о повышенных плазма-
тических уровнях эндогенного ингибитора ци-
стеиновых протеаз Cst3 при БП и утверждалось о
его возможной связи с тяжестью и прогрессиро-
ванием заболевания. Позже было обнаружено,
что уровень Cst3 был выше при БП по сравнению
с контролем, что коррелировало с таковым для
легкой цепи нейрофиламента NfL (r = 0.204, p =
= 0.046) в плазме крови [43, 44]. При долговре-
менном анализе у пациентов с БП с более высо-
ким уровнем Cst3 наблюдалось более быстрое
прогрессирование моторной активности в тече-
ние 2 лет наблюдения независимо от профиля
периферического воспаления. Связь Cst3 с тяже-
стью заболевания оценивали с учетом влияния
возраста, пола, длительности заболевания и пе-
риферического воспаления [43]. Полученные
результаты являются перспективными, и необхо-
димы дальнейшие исследования в этом направ-
лении.

При других нейродегенеративных заболева-
ниях – БА, деменции с тельцами Леви и лобно-
височной деменции, которые представляют со-
бой три основных нейродегенеративных демен-
ции, характеризующихся высоким аномальным
белковым накоплением в мозге, обнаружили бо-
лее высокую концентрацию экстравезикулярного
материала в спинномозговой жидкости и более
мелкие его размеры у пациентов с БА и деменци-
ей с тельцами Леви по сравнению с контрольной
группой. Классификационный анализ показал,
что экстравезикулярный размер является лучшим
параметром, способным отличить пациентов от
контрольной группы (96.7% против 3.3% соответ-
ственно) [45]. Результаты исследования свиде-
тельствуют об общем участии эндосомного пути в
процессах нейродегенеративных деменций, что
позволяет по-новому взглянуть на молекулярные
механизмы, лежащие в основе этих патологий.

Cst3 в настоящее время рассматривается как
один из факторов, ассоциированных с экзосома-
ми [46–48]. Было высказано предположение, что

продукция экзосом является ключом к целостно-
сти эндосомального пути нейронов при нейроде-
генеративных заболеваниях [46]. Более того, эк-
зосомы, перегруженные Cst3, показали положи-
тельные эффекты при некоторых патологических
состояниях, таких как метаболический синдром,
атеросклероз [40]. Cst3 высвобождается в ассоци-
ации с экзосомами и является действительно но-
вым инструментом нейронной коммуникации,
которая при БА не сбалансирована [47, 49]. Дис-
функция эндосомально-лизосомной системы яв-
ляется важным патогенетическим фактором БА и
других нарушений нервной системы [46].

Согласно недавним взглядам, внеклеточные
везикулы (EVs, экзосомы) стали новой концеп-
цией в области биомаркеров. Служа транспорт-
ными средствами для молекул между клетками,
они представляют собой перспективный источ-
ник биомаркеров ряда заболеваний, включая
нейродегенеративные нарушения [50–52], играя
важную роль при БА [53, 54] и БП [55].

Экзосомы, полученные из глиальных клеток
(астроцитов, микроглии и олигодендроцитов),
могут модулировать клеточную коммуникацию в
головном мозге и оказывать защитное или нейро-
токсическое действие на нейроны в зависимости
от микроокружения при их высвобождении [56].
Экзосомы микроглии могут способствовать пере-
даче α-синуклеина при болезни Паркинсона [57],
увеличивая нейротоксичность. Таким образом,
микроглиальные экзосомы могут способствовать
прогрессированию α-синуклеиновой патологии
и, следовательно, могут служить перспективной
терапевтической мишенью при БП [22, 57].

АГРЕГАЦИЯ CST3 В РАЗВИТИИ 
НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИИ – НОВЫЙ 

БИОМАРКЕР ПРИ БА И БП?

Cst3 принадлежит к семейству цистатинов [58,
59], контролирующих активность цистеиновых
протеаз. Cst3 вовлечен в церебральную амилоид-
ную ангиопатию (ЦАА), где Cst3 был обнаружен в
агрегированном виде [60]. В экспериментах Cst3,
как было показано ранее, ингибирует отложение
бета-амилоида на моделях мышей с болезнью
Альцгеймера [61]. Анализ активности катепсина
В показал, что агрегированный Cst3 менее эф-
фективно ингибирует активность фермента при
pH 5.5. При pH 7.4 Cst3 почти полностью утрачи-
вал ингибирующие свойства. Кроме того, агреги-
рованный Cst3 не ингибировал образование фиб-
рилл Aβ1-40, а, наоборот, немного увеличивал его.

Экспрессия Cst3 в мозге высока [62]. Кроме
того, его концентрация в спинномозговой жид-
кости примерно в пять раз выше, чем в плазме
крови [63]. Такие данные указывают на его важ-
ную роль в гомеостазе мозга. При нейровоспале-
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нии микроглия выделяет цистеиновые протеазы
во внеклеточное пространство [64]. В этой ситуа-
ции Cst3 может ингибировать активность таких
цистеиновых протеаз и тем самым регулировать
течение нейровоспаления. На самом деле, баланс
между протеазами и ингибиторами протеаз важен
для контроля скорости клеточного метаболизма и
барьерной функции органов [65–67]. Следова-
тельно, нарушение такого ингибирующего дей-
ствия Cst3 может привести к изменению нейро-
воспаления, ведущего к нейродегенерации.

Ct3, кодируемый геном CST3, экспрессируется
во всех типах клеток [68]. Он состоит из 120 ами-
нокислот, а его молекулярная масса равна 13 КДа
[68], он локализован в лизосомах [69, 70], где он
играет важную роль в контроле их функций путем
регулирования активности ферментов цистеино-
вых протеаз, включая катепсины B, H и L [71, 72].
Он также локализируется в эндоплазматическом
ретикулуме и комплексе Гольджи, что указывает
на то, что он является секретируемым белком [68,
73]. Считается, что во внеклеточном простран-
стве он нейтрализует активность протеаз, кото-
рые часто высвобождаются или просачиваются из
лизосом гибнущих или поврежденных клеток [74,
75]. Экспрессия Cst3 в головном мозге высока
[62]. Кроме того, его концентрация в спинномоз-
говой жидкости примерно в пять раз выше, чем в
плазме крови [63]. Такие данные указывают на
его важную роль в гомеостазе мозга. При нейро-
воспалительных заболеваниях микроглия выде-
ляет цистеиновые протеазы во внеклеточное про-
странство [64]. Здесь, во внеклеточном простран-
стве, Cst3 может ингибировать активность таких
цистеиновых протеаз, как катепсины B и L.

Согласно сообщению [76], появляется все боль-
ше научных данных, отмечающих сходство между
нейронами глаза и другими структурами цен-
тральной нервной системы (ЦНС), что позволяет
предположить, что знания, полученные в ходе ис-
следований глаза, могут быть полезны для изуче-
ния и диагностики БА. Сетчатка и зрительный
нерв считаются частью центральной нервной си-
стемы, и их повреждение может привести к ре-
троградной и антероградной дегенерации аксо-
нов, а также к аномальной агрегации белков.
В переднем сегменте глаза жидкий секрет и слез-
ная жидкость могут быть сравнимы со спинно-
мозговой жидкостью. Обе жидкости обогащены
молекулами, которые могут быть потенциальны-
ми биомаркерами нейродегенеративных заболе-
ваний.

Согласно результатам, полученным в нашей
лаборатории, у здоровых лиц концентрация Cst3
во всех полученных биологических жидкостях
глаза не зависела от пола. Концентрация Cst3 в
биологических жидкостях здоровых людей сни-
жалась в следующем порядке: цереброспиналь-

ная жидкость > сыворотка крови> глазная жид-
кость (слезы) [66]. Концентрация Cst3 в слезной
жидкости пациентов с опухолью, увеальной ме-
ланомой (как для глаза со злокачественной опу-
холью, так и для контралатерального, непоражен-
ного глаза), была значительно выше, чем концен-
трация Cst3 в слезной жидкости здоровых людей,
и не зависела от размера опухоли [66]. В резуль-
тате Cst3 (как и другой ингибитор цистеиновых
протеаз цистатин SN) был предложен в каче-
стве возможного биомаркера некоторых опухо-
лей (в частности, увеальной меланомы).

Рис. 1. Экспрессия мРНК гена Cst3, кодирующего
цистатин С, в мозге мышей в моделях БА (а) и БП (б).
Данные представлены как среднее ± ошибка среднего,
n = 6–8 на группу. Уровни мРНК оценивали с помо-
щью метода RT-PCR, подробно описанного ранее [77]. 
a: Для создания нейротоксической модели БА мы-
шам C57BL/6J вводили олигомеры фрагмента амило-
ида-β (Aβ25–35) (Sigma) билатерально в мозговые
желудочки, как описано ранее [77]. Обозначения:
** p < 0.01 по сравнению с интактными мышами. 
б: Трансгенные 5-месячные мыши B6. Cg-Tg(Prnp-
SNCA*A53T)23Mkle/J с оверэкспрессией α-синукле-
ина были использованы в качестве модели БП [78].
Обозначения: * p < 0.05, ** p < 0.01 по сравнению с
мышами контрольной линии дикого генотипа.
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Согласно нашим результатам по экспрессии
Cst3, полученным на экспериментальных моде-
лях нейродегенерации (модели БА и БП), значи-
тельное снижение относительного уровня его
мРНК было показано в стриатуме и миндалине с
тенденцией к снижению в гиппокампе (рис. 1б).
Эти изменения могут быть связаны с воспалени-
ем, развивающимся в этих зонах мозга мышей с
моделью БП. В то же время незначительные из-
менения (также уменьшающиеся) были отмече-
ны у мышей с моделируемой БА-подобной пато-
логией (снижение в лобной коре, рис. 1а) без из-
менений в гиппокампе и миндалине. Сравнивая
две изученные модели, можно сделать вывод о бо-
лее выраженных изменениях экспрессии Cst3 в
паркинсоноподобной модели нейродегенерации,
представляющей в данном случае недостаточ-
ность Cst3.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Плазма крови и спинномозговая жидкость яв-
ляются основными биологическими жидкостя-
ми, доступными для поиска биологических мар-
керов нейродегенеративных заболеваний – БА и
БП. Мы попытались представить некоторые но-
вые результаты по биомаркерам этих нейродеге-
неративных заболеваний, в основном в биологи-
ческих жидкостях. Новые биомаркеры при БА
включают анализ плазмы на Aβ и фосфорилиро-
ванный тау, а также ПЭТ (позитронно-эмиссион-
ную томографию), которые демонстрируют боль-
шие перспективы для клинического и исследова-
тельского использования. В ходе изучения БП
сывороточные цистатин С и гомоцистеин рас-
сматривались как новые перспективные воспали-
тельные биомаркеры для диагностики. Согласно
последним данным, исследование внеклеточных
везикул (экзосом) рассматривается как новая
перспективная концепция в области биомарке-
ров нейродегенерации. Для подтверждения этих
выводов в будущем необходимы дополнительные
исследования.
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Some Advanced Biomarkers of Neurodegenerative Disorders: Focus on Cystatin C
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The search for biological markers of neurodegenerative diseases, namely, Alzheimer’s (AD) and Parkinson’s
(PD) diseases, is actual problem for fundamental biology and modern medicine. The aim of this review was
to present some new results on biomarkers of these neurodegenerative disorders, mainly in biological f luids,
like plasma and cerebrospinal f luid. Novel biomarkers in AD include plasma assays for amyloid-β and phos-
phorylated tau and PET (positron emission tomography) scans, which show great promise for clinical and re-
search use. In PD research, serum cystatin C (Cst3) and homocystein in PD patients were higher than in se-
rum of the normal control group and they were considered as new inflammatory biomarkers. Cst3 in biolog-
ical f luids was suggested as a promising biomarker for diagnosing PD. Recently, extracellular vesicles
(exosomes) have been reported as a new concept in the biomarker field. Serving as transfer vehicles between
cells, they represent a promising source of biomarkers for a number of diseases, including neurodegenerative
disorders. To date, developmental mechanisms and approaches to the treatment of neurodegenerative diseas-
es (AD, PD) seemingly are extremely relevant, requiring common solutions and the development of new ap-
proaches.

Keywords: neurodegeneration, biomarkers, Alzheimer’s disease, Parkinson’s disease, cystatin C, exosomes
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Поиск средств лечения нейродегенерации связывается с атакой на множественные механизмы фор-
мирования этой патологии. Подобные свойства обнаружены у дисахарида трегалозы, проявляюще-
го терапевтический эффект на моделях многих заболеваний и получившей поддержку FDA для при-
менения на людях. Трегалоза состоит из 2 остатков глюкозы, соединенных гибкой α-1-1'-гликозид-
ной связью, обеспечивающей ей шапероноподобные свойства. Благодаря этому она препятствует
аномальному свертыванию аберрантных белков и обладает свойствами крио- и биопротектора.
Однако основное терапевтическое действие определяется индукцией mTOR-независимой аутофа-
гии, опосредуемой киназой AMPK в качестве основной мишени. Результатом является ослабление
накопления цитотоксических белков и факторов, повышение клеточной жизнеспособности. Уве-
личение эффективности аутофагии зависит от вызываемой трегалозой индукции биогенеза лизо-
сом и аутофагосом посредством активации транскрипционных факторов TFEB и FOXO1. Трегалоза
оказывает противовоспалительное действие, тесно связанное с торможением окислительного стрес-
са. Найдено индуцируемое трегалозой усиление эндогенной антиоксидантной защиты, зависимой
от регулятора Nrf2. В обзоре рассматривается нейропротективное действие трегалозы на моделях
основныхn нейродегенеративных заболеваний, таких как болезни Паркинсона, Альцгеймера, Хан-
тингтона и других. В целом, трегалоза показывает высокий терапевтический потенциал в лечении
экспериментальной нейродегенерации и тем самым стимулирует изучение возможностей ее клини-
ческого применения.

Ключевые слова: нейродегенерация, нейропротекция, -синуклеин, амилоид- , тау, трегалоза, ауто-
фагия, mTOR-независимая, AMPK, TFEB, Nrf2, GLUT8, нейровоспаление, окислительный стресс,
болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера, болезнь Хантингтона, боковой амиотрофический склероз,
окулофарингеальная мышечная дистрофия
DOI: 10.31857/S1027813323040192, EDN: OVYUKU

Проблема нейродегенерации, распространен-
ность таких заболеваний как болезнь Альцгей-
мера (БА), деменция с тельцами Леви, болезнь
Паркинсона (БП) и других, далека от разрешения.
Лечение нейродегенерации остро нуждается в раз-
работке новых лекарственных средств и прежде
всего средств патогенетически обоснованного ле-
чения и мультитаргетных лекарственных препа-
ратов, действующих на патогенетически важные
мишени заболеваний [1, 2]. К ключевым процес-
сам нейродегенерации относят накопление цито-
токсичных склонных к агрегации пептидов и
формирование их агрегатов, таких как амилоид-
ные бляшки и нейрофибриллярные клубки тау-

протеина при БА, отложениея α-синуклеина в
тельцах Леви при БП и других синуклеинопатиях,
агрегаты хантингтина при болезни Хантингтона
(БХ) и т.д. [3]. Другим механизмом нейродегене-
рации является формирование окислительного
стресса, связанного с накоплением поврежденных
митохондрий и сопровождающегося наработкой
АФК [4]. Под действием клеточной интоксика-
ции возникает нейровоспаление, активация кле-
ток микроглии и наработка провоспалительных
цитокинов, что усугубляет прогрессирование ней-
родегенерации [5]. Важной компонентой нейро-
дегенерации и старения клеток является недоста-
точность аутофагии, являющейся собственным
клеточным инструментом контроля качества бел-
ка, в том числе органелл [6]. В связи с этим идет
направленный поиск средств комплексного воз-

α β
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действия на множественные механизмы нейроде-
генерации.

В отношении экспериментальной нейродеге-
нерации начиная с 2004 г. был показан нейропро-
тективный эффект дисахарида трегалозы, которая
оказалась полезной в коррекции нарушений на
модели БХ у мышей [7]. Трегалоза тормозила аг-
регацию поли-глутаминовых белков в мозге мышей,
снижала моторную недостаточность, продлевала
жизнь мышам. Позднее нашли ее способность
активировать аутофагию по mTOR-независимо-
му пути и оказывать нейропротективное действие
на клеточных моделях БП и БХ [8]. При систем-
ном введении трегалозы индукция аутофагии мо-
жет происходить в различных органах одновре-
менно [9], и таким образом, терапевтическое дей-
ствие активации аутофагии затрагивает большое
разнообразие клеток, тканей и органов, способ-
ствуя их устойчивости к неблагоприятным воздей-
ствиям. Активно исследовались терапевтические
возможности трегалозы на моделях различных за-
болеваний и, особенно, при поражении мозга [10,
11]. Показано благотворное действие трегалозы
на моделях таких заболеваний, как диабет, стеатоз
печени, инфекции, нейродегенеративные заболе-
вания и т.д. [11–13]. Широкое терапевтическое
действие трегалозы связывается с вовлечением мно-
жественных цитопротективных механизмов [14]
и крайне низкой токсичностью препарата [15],
что облегчает ее терапевтическое применение.
В настоящее время трегалоза проходит клиниче-
ские испытания в лечении различной патологии,
включая нейродегенеративные заболевания (https://
clinicaltrials.gov/ct2/results?cond=trehalose&term=
&cntry=&state=&city=&dist=). Судя по обилию
публикаций по трегалозе, она привлекает возрас-
тающий интерес исследователей возможностью
коррекции экспериментальной нейродегенера-
ции и трансляционного перехода к клиническим
испытаниям.

БИОХИМИЧЕСКИЕ И МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ 
СВОЙСТВА ТРЕГАЛОЗЫ

Трегалоза образуется двумя остатками D-глю-
козы, соединенных α-1-1'-гликозидной связью
(O-α-D-glucopyranosyl-[1→1']-α-D-glucopyrano-
side). Она является невосстанавливающим угле-
водом, имеющим высокую гидрофильность и
высокую устойчивость к кислой среде. Трегалоза
обладает способностью к пространственному взаи-
модействию с полярными группами биомолекул,
что придает ей белок-протективные свойства.
Она препятствует денатурации белков при высу-
шивании, защищает клетки от термальной дена-
турации и агрегации, является природным крио-
протектором [16] и биопротектором, обеспечива-
ющим беспозвоночным защиту от колебаний
условий внешней среды [17].

Считается, что трегалоза не нарабатывается в
организмах позвоночных, поскольку у них не об-
наружено генов синтеза этого дисахарида. Одна-
ко она найдена в клетках кишечника, печени,
почек и в мозге млекопитающих (в частности,
в гиппокампе и коре мозга), что связывается с по-
треблением грибов и растительной пищи, содер-
жащей трегалозу [18].

В кишечнике трегалоза подвергается расщеп-
лению ферментом трегалазой (ген TREH), кото-
рая способна расщеплять субстрат почти полно-
стью. Возможно, трегалаза есть и в телах нейро-
нов [18]. Минорная часть дисахарида (менее 1%)
может всасываться из кишечника в кровь в негид-
ролизованном виде [19, 20] и распределяться по
органам, не достигая там высоких концентраций.
В частности, содержание трегалозы в мозге со-
ставляет не более 1% от ее содержания в плазме
крови [21]. Впрочем, некоторые авторы допуска-
ют возможность всасывания в кровь до 20% по-
глощенной трегалозы [22].

Нейропротективные эффекты на клетках вы-
зываются высокими концентрациями трегалозы,
достигающими 100 мМ [8]. Такая концентрация
трегалозы в мозге не может быть достигнута при
модельном скармливании лабораторным живот-
ным in vivo (обычно 2% раствор, потребление око-
ло 6 мл/день). По этой причине для повышения
концентрации трегалозы в крови в последнее вре-
мя прибегают к внутривенному введению препа-
рата, в обход кишечной трегалазы [23, 24].

Фармакодинамика трегалозы при пероральном
применении является предметом дискуссий от-
носительно возможных механизмов действия
трегалозы на мозг [14]. Предполагается, что дей-
ствие трегалозы на мозг может быть опосредован-
ное, связанное с сигнализацией по пути микро-
биота–кишечник–мозг [25]. Показано, что трега-
лоза способна влиять на кишечную микробиоту,
оказывая позитивное действие на “полезные”
кишечные микробы, повышая их выживание,
ослабляя экспериментальный колит, и/или по-
давляя опосредованную микробиотой секрецию
провоспалительных цитокинов, вызывающих ней-
ровоспаление [26]. Допускается возможность про-
дукции энтероэндокринными клетками кишечни-
ка сигнальных молекул ряда нейротрансмиттеров
(гамма-аминомасляной кислоты, 5-гидрокситрип-
тамина и т.д.), секреции локальными дендритны-
ми клетками цитокинов, влияющих на работу
мозга, возможность передачи сигналов в мозг по-
средством блуждающего нерва [25]. По некото-
рым данным, трегалоза оказывает регуляторное
действие на уровне верхнего отдела тонкого ки-
шечника [27].

Поиск путей непрямого влияния трегалозы на
мозг остается крайне актуальным, поскольку по-
могает пониманию механизма действия препара-
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та. Кроме того, это имеет трансляционную пер-
спективу, так как у людей алиментарное приме-
нение трегалозы в целом предпочтительней, чем
внутривенное введение.

МЕХАНИЗМЫ НЕЙРОПРОТЕКТИВНОГО 
ДЕЙСТВИЯ ТРЕГАЛОЗЫ

Свойства молекулярного шаперона. Свойства
трегалозы как природного крио- и биопротектора
тесно связаны со свойствами молекулярного
шаперона, способностью облегчать формирова-
ние природной/нативной конформации белков и
уменьшать их агрегацию [28, 29]. Этим эффектом
частично объясняли позитивное действие трега-
лозы при терапии моделей БХ [7], БП [29], БА [30].
Трегалоза способствовала формированию спи-
ральной конформации амилоида-β (Аβ), препят-
ствующей образованию его агрегатов, являющих-
ся маркерами БА [31]. Она дифференциально по-
давляла агрегацию и нейртотоксичность петидов
Аβ1-40 и Аβ1-42 [30]. На основании результатов
биофизических и биохимических экспериментов
была предложена следующая гипотеза, объясня-
ющая стабилизацию фолдинга белков трегалозой.
Молекулы трегалозы могут образовывать “по-
крывающий слой” (“coating layer”) вокруг белка,
тем самым уменьшая количество водородных
связей в системе белок-растворитель и сопутству-
ющие силы электростатической сольватации.
Такое уменьшение сольватации может быть при-
чиной компенсирующего усиления внутрибел-
ковых взаимодействий и, таким образом, стаби-
лизации нативной структуры белка [32]. Кроме
того, трегалоза оказалась способной сама инду-
цировать наработку внутриклеточных шаперо-
нов, таких как HSP-70 [33], HSP90 и SigmaR1
[34], Hsp104p [35].

Индукция mTOR-независимого пути аутофагии.
Считается, что основным терапевтическим меха-
низмом действия трегалозы является активация
mTOR-независимого пути аутофагии [8, 10] в про-
тивовес каноническому mTOR-зависимому пути
(mTOR означает регуляторную киназу Mammali-
an Target Of Rapamycin). Недавно было показано,
что действие трегалозы на гепатоциты ингибиру-
ет трансмембранный перенос глюкозы посред-
ством транспортера SLC2A8 (известного также
как GLUT8) [36], что приводит к снижению внут-
риклеточного уровня глюкозы. Данные Майера и
соавторов [37] указывают на то, что трегалоза яв-
ляется одновременно транспортным субстратом
(или лигандом) для GLUT8 и сопутствующим ин-
гибитором транспорта глюкозы посредством это-
го переносчика. Падение концентрации глюко-
зы, в свою очередь, может запускать аутофагию
посредством сигнализации “голодного состоя-
ния”, падения уровня АТФ, запускающего акти-
вацию регуляторной киназы АМРК. Примеча-

тельно, что при дефиците GLUT8 активации
AMPK и индукции аутофагии в гепатоцитах не
происходит как in vitro, так и in vivo, т.е. эффект,
по-видимому, зависит от проникновения трега-
лозы в клетку через транспортер GLUT8 [37, 38].
Но, по-видимому, трегалоза проникает в клетки
и другими путями. Нокаут GLUT8 не блокирует
полностью трансмембранное проникновение тре-
галозы. В культуре гепатоцитов HepG2 трегалоза
вызывает быструю активацию регуляторов
аутофагии AMPK и ULK1 через специфические
сайты фосфорилирования Thr172 и Ser317, соот-
ветственно [36], как описано для регуляторного
пути AMPK-ULK1 [39, 40]. Инактивация AMPK
предотвращает эффект трегалозы на стимуляцию
фосфорилирования ULK1 (Ser317) и аутофагии.
Примечательно, что модуляция активности GLUT8
лишь слабо влияет на трегалоза-зависимое де-
фосфорилирование mTOR и активацию mTOR-
зависимой аутофагии через путь AMPK-TSC1/2-
mTOR [37]. В организме мыши трегалоза довольно
быстро всасывается в кишечнике с максимальной
концентрацией в крови через 30 мин, при этом в
печени наблюдается увеличение фосфорилиро-
вания AMPK по Thr172, затем происходит фосфо-
рилирование ULK1 по Ser317 и активация ауто-
фагии (оцениваемой по уровню LC3-II) [36].

Транспортер GLUT8 присутствует в нейронах
коры, стриатуме и гиппокампе и способствует
энергоснабжению головного мозга [41]. Согласно
этим же экспериментам трегалоза может даже ак-
тивировать переносчик глюкозы. Другие транс-
портеры семейства GLUT вообще не реагируют
на трегалозу. Подавление активности GLUT8 тре-
галозой в мозге не подтверждено, и ассоциации
метаболической мишени/сигнализатора глюкозы
киназы AMPK с индукцией аутофагии трегалозой
не происходило. В первичной культуре нейронов
влияние трегалозы на активацию AMPK и ауто-
фагии также не обнаружено [42]. Однако другие
данные свидетельствуют об индукции трегалозой
аутофагии в головном мозге посредством AMPK
[43] или физических упражнений [43, 44]. На се-
годня участие GLUT8, AMPK и ULK1в индукции
аутофагии в головном мозге трегалозой еще не
получило убедительного экспериментального под-
тверждения, и связь между транспортером GLUT8
и индукцией аутофагии трегалозой в мозге до сих
пор четко не обозначена. Таким образом, для кле-
ток печени фосфорилирование AMPK приводит
к передаче сигнала по “короткому” пути в на-
правлении мощного регулятора аутофагии кина-
зы ULK1 [36, 38, 45]. Активация аутофагии по
этому пути также была показана для сахарозы и
раффинозы, но не для некоторых других дисаха-
ридов [46]. Хотя AMPK является центральной
мишенью трегалозы, запускающей аутофагию,
есть данные о том, что в культуре клеток пози-
тивный эффект трегалозы связан не столько с ин-
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дукцией аутофагии как таковой, а скорее, с созре-
ванием аутофагосом и слиянием с ними лизосом
[47]. Следует отметить, что аутофагосомы, инду-
цированные трегалозой, функционально актив-
ны, содержат поврежденный клеточный матери-
ал и сливаются с лизосомами даже при ингибиро-
вании аутофагии высоким уровнем глюкозы [48].

Относительно других регуляторных путей из-
вестно, что во фронтальной коре мышей трегало-
за может повышать активность основного регуля-
тора аутофагии Beclin1 или, по крайней мере,
снижать соотношение p62/Beclin1 (зависимое от
активации Beclin1) [49]. Терапевтический эффект
индукции аутофагии трегалозой снижается у мы-
шей с генотипом Beclin 1+/– в сравнении с диким
типом, что указывает на посредничество регуля-
тора Beclin1 [50]. Трегалоза может ингибиро-
вать фосфорилирование (активацию) киназы p38
MAPK [51], блокирующую mTOR-независимую
аутофагию, и тем самым активировать аутофа-
гию. Ряд работ [52–54] сообщает о способности
трегалозы увеличивать транскрипцию связанных
с аутофагией генов Atg, включая Atg5 и Atg7.

Сообщается о влияния трегалозы на аутофа-
гию путем активации рецептора убиквитин-опо-
средованной аутофагии белка SQSTM1 (также
известного как p62), потребляемого при селек-
тивной аутофагии [55]. Имеются ограниченные
данные об индукции трегалозой аутофагии, опо-
средованной шаперонами. В частности, в фиб-
робластах человека трегалоза повышает уровень
медиатора шаперона HSC70 и ключевого белка
шаперон-опосредованной аутофагии лизосомно-
го мембранного транспортера LAMP2A, причем
наряду с активацией генов аутофагии Becn1 и
Atg5–Atg12 [33].

Стоит отметить, что индукция mTOR-незави-
симой аутофагии и положительное влияние тре-
галозы на нейродегенерацию оспаривается рядом
работ [14, 56]. Так, исследовали аутофаговый и
лизосомный потоки в нейроноподобных клетках
SH-SY5Y с использованием тандемного мечения
белком tfLC3 (позволяющего различать аутофа-
госомы и аутолизосомы) и ингибиторов аутофа-
гового потока [56]. Трегалоза индуцировала уве-
личение числа аутофагосом, но уменьшала коли-
чество аутолизосом и ингибировала слияние
между аутофагосомами и лизосомами, тем самым
оказывая кажущийся эффект активация аутофа-
гии, регистрируемый как накопление LC3-II-ме-
ченых аутофагосом. Подобные результаты, сви-
детельствующие о нарушении аутофагового по-
тока, были получены и на клетках нейроглиомы
Н4, где найдена кажущаяся активация аутофагии,
выявляемая по уровню маркеров LC3-II и р62 [57].
Вероятно, в ряде случаев из-за такого негативного
влияния на аутофаговый или лизосомный потоки
трегалоза оказывает вредное или нейтральное

действие на моделях нейродегенерации in vitro
[58, 59]. Тем не менее, подавляющее большин-
ство экспериментальных исследований и, глав-
ное, исследования in vivo указывают на активацию
mTOR-независимой аутофагии, опосредующей
стабильное терапевтическое действие трегалозы
на нейродегенерацию [10, 11, 60]. Ее ингибирова-
ние подавляет терапевтический эффект трегало-
зы [52].

Возможная индукция mTOR-зависимой аутофа-
гии. Ранними исследованиями Саркара и соавт.
[8] для трегалозы установлена регуляция аутофа-
гии по mTOR-независимому пути. Вклад mTOR-
зависимой сигнализации в активацию аутофагии
трегалозой и конечные терапевтические эффекты
не определен, хотя есть ряд экспериментальных
указаний на такую возможность. Так, известно
влияние трегалозы на регуляторный путь PI3K-
Akt-mTOR [62] или путь AMPK–TSC1/2–Rheb-
mTOR [63]. Для регуляторной киназы АМРК есть
некая неопределенность. Она может передавать
сигнал ниже посредством двух путей: напрямую
активировать комплекс ULK1 (независимо от
mTOR) [36] или, в конечном счете, ингибировать
комплекс mTORC1 по “обводному” пути [63]. Хо-
тя нет доказательств прямого действия трегалозы
на мишень mTOR, при действии на клетки трега-
лозы происходит дефосфорилирование ULK1 по
Ser757, регулируемое mTOR, что указывает на
связь между двумя путями, регулирующими ауто-
фагию [36, 38]. Для сигнальной цепочки AMPK–
TSC1/2–Rheb-mTOR недостаточность TSC1/2
активирует передачу сигнала от АМРК непосред-
ственно на ULK1 путем фосфорилирования ки-
назы в положении Ser555 [64].

С другой стороны, в некоторых случаях, в част-
ности, в культутре клеток гиппокампа индукция
mTOR-зависимой аутофагии может влиять на
активность mTOR-независимой аутофагии [65].
В других исследованиях блокирование mTOR-за-
висимой аутофагии путем фосфорилирования
mTOR не ослабляло аутофагию, индуцированную
трегалозой [66], то есть вклад mTOR-зависимого
пути в суммарный эффект активации аутофагии
трегалозой может быть незначительным.

Удаление аберрантных белков. Проблема уда-
ления накапливающихся аберрантных белков,
являющихся маркерами нейродегенеративных
заболеваний, имеет несколько аспектов. Представ-
ляет интерес активность сегрегации аберрантных
белков – какие формы склонных к агрегации па-
тогенных белков попадают в индуцируемые ауто-
фагосомы, и как эти процессы регулируются
трегалозой. Возможность удаления аберрантных
белков с помощью аутофагии, индуцированной
трегалозой, по-видимому, впервые была выявле-
на в культурах клеток in vitro по снижению накоп-
ления хантингтина и α-синуклеина [8], при этом
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удаление этих белков рассматривалось как потен-
циальный терапевтический эффект. Связь между
индукцией аутофагии трегалозой и удалением
олигомерных и агрегированных форм аберрантных
белков установлена в ряде других работ. Трегалоза
предотвращала накопление поли-убиквитиниро-
ванных белков (α-синуклеина, тау и фосфорили-
рованного тау), индуцированных ингибировани-
ем протеасомной активности в клетках нейробла-
стомы человека, и, в конечном счете, ослабляла
гибель клеток [52]. В другом случае активность
аутофагии, индуцированной трегалозой, также
была тесно связана с удалением цитотоксических
поли-убиквитинированных белков и торможени-
ем гибели нейронов [67]. Действие трегалозы ак-
тивирует удаление агрегатов тау и восстанавливает
дофаминергические нейроны у некоторых транс-
генных моделей гиперэкспрессии тау in vivo [68, 69].
Трегалоза ускоряла аутофаговый цикл и стимули-
ровала удаление α-синуклеина в клетках PC12,
моделирующих БП [70]. Более того, индуциро-
ванная трегалозой аутофагия может подавлять
патологическую олигомеризацию α-синуклеина
и повреждение нейронов в ткани головного мозга
мышей, обработанных токсичным Mn [71].

Подобное “чистящее” действие трегалозы
найдено на моделях БА in vitro и in vivo (у мышей
линии APP23). Трегалоза существенно снижала
наработку Аβ и накопление его агрегатов, ослаб-
ляла образования характерных бляшек и оказы-
вала терапевтическое действие [30, 72]. В рамках
нейродегенеративной модели накопления при-
онных белков в нейронах in vitro трегалоза умень-
шала их накопление, и этот эффект был тесно
связан с индукцией аутофагии, специально моду-
лируемой для этой цели [73]. В данном случае тре-
галоза существенно снижала уровни нераствори-
мых агрегатов прионов. Точно так же обработка
трегалозой клеток, инфицированных прионами,
уменьшала размер агрегатов прионов и изменяла
их внутриклеточную локализацию [74]. Иногда
наблюдается противоположное действие трегало-
зы на клетки, связанное с нарушением целостно-
сти и функционирования лизосом и увеличением
агрегации аберрантных белков [56], либо в куль-
тивируемых нейронах она не оказывала протек-
тивного действия в отношении агрегации белка
α-синуклеина [59]. Однако чаще преобладает
действие трегалозы по ослаблению патогенной
олигомеризации аберрантных белков, зависимое
как от аутофагии, так и от белок-стабилизирую-
щих свойств препарата.

Активация биогенеза лизосом. Трегалоза обна-
ружила способность активировать белок, назван-
ный “магистром” биогенеза лизосом, транскрип-
ционный фактор EB (TFEB) [75, 76]. Эта регуля-
ция связана в первую очередь с киназой Akt,
которая фосфорилирует TFEB в положении Ser467
и подавляет ядерную транслокацию TFEB неза-

висимо от mTOR. Трегалоза активирует перенос
TFEB в ядро, ингибируя Akt без влияния на регу-
ляторные киназы GSK3b и ERK [77]. На мыши-
ной модели лизосомной болезни накопления,
связанной с нейродегенерацией, болезни Батте-
на, авторы нашли, что трегалоза снижала накоп-
ление сегрегированного материала, в частности,
липопигментов и подавляла атрофию головного
мозга, ослабляла нейровоспаление и существенно
повышала продолжительность жизни мышей [77].

В клетках пигментного эпителия сетчатки гла-
за человека трегалоза индуцировала мРНК и бел-
ковую экспрессию TFEB, экспрессию генов ауто-
фагии ATG5 и ATG7, белковых маркеров макроау-
тофагии LC3B и p62 и некоторых лизосомных
ферментов. Параллельно нашли активацию ауто-
фагии, выявляемой по росту зернистости маркера
GFP-LC3B, при этом цитопротективное действие
зависело как от состояния аутофагии, так и от ак-
тивации TFEB [54]. В другом исследовании была
показана активация TFEB трегалозой и ее тера-
певтический эффект на модели поражения мото-
нейронов при боковом амиотрофическом скле-
розе (БАС) [76].

Роль TFEB в ослаблении нейродегенерации
возрастает по мере того, как накапливаются дан-
ные об ингибирующем влиянии нейродегенера-
ции на активность лизосомного потока, регули-
руемого TFEB [78, 79]. В частности, с этим связа-
но аномальное накопление аутофагосом при БА
и БП, зависимое от ослабления лизосомного по-
тока [80].

Наконец, трегалоза может усиливать биогенез
лизосом за счет активации другого фактора тран-
скрипции FOXO1, который в нейронах регулиру-
ет группу генов аутофагии, включая Atg8, Becn1,
Sqstm1 и Atg5 [53, 81].

Антиоксидантное действие. Свойство трегало-
зы оказывать антиоксидантное действие известно
достаточно давно [82] и подкрепляется новыми
данными. На модели клеток, зараженных прио-
ном PrPSc, нашли, что трегалоза эффективно за-
щищала клетки от окислительного стрессa [83].
Она снижала уровень свободных радикалов в
фибробластах, активируя аутофагию и улучшая
состояние митохондрий [33]. Она ингибирует ин-
дуцированную H2O2 гибель дофаминергических
клеток SH-SY5Y и стресс эндоплазматического
ретикулума, зависимый от активных форм кисло-
рода, и активирует киназу AMPK [84]. Антиокси-
дантная способность трегалозы была показана
in vivo на модели БП у крыс [85]. В этом исследо-
вании трегалоза активировала путь p62-Keap1-
Nrf2, что приводило к повышенной экспрессии
нижестоящих антиоксидантных ферментов, та-
ких как глутатионредуктаза, глутатионперокси-
даза и каталаза, и существенно защищала ДА-эр-
гические клетки черной субстанции. Найдено,
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что трегалоза способна вызвать р62-зависимую
транслокацию в ядро транскрипционного факто-
ра эндогенной антиоксидантной защиты Nrf2 [60],
активировать клеточные антиокислительные ре-
сурсы и тем самым повысить клеточное выжива-
ние. Посредством влияния на регуляторный путь
Keap1–Nrf2 трегалоза повышала экспрессию
генов антиоксидантных белков и снижала индук-
цию активных форм кислорода, вызываемую
митохондриальным токсином паракватом [60].
Однако связь между активностью Nrf2 и антиок-
сидантным эффектом, индуцируемым трегало-
зой, иногда подвергается сомнению. В некоторых
работах высказывается, что выживанию клеток
способствует лишь антиоксидантный эффект ак-
тивации цитопротективной митофагии, стимули-
руемый трегалозой, а не активация Nrf2 [86, 87].

Отметим, что в нейронах головного мозга мы-
шей трегалоза ослабляет окислительное повре-
ждение α-синуклеина, вызывая его пониженную
олигомеризацию, и оказывает нейропротекцию
[71]. Комплекс антиоксидантных эффектов тре-
галозы обеспечивает дополнительно к индукции
аутофагии стимуляцию защиты от окислительно-
го стресса, являющего важным механизмом фор-
мирования нейродегенерации.

Противовоспалительное действие. Важным свой-
ством трегалозы является ее способность ингиби-
ровать нейровоспаление, особенно на поздних
стадиях процесса. Такой эффект трегалозы пока-
зан для активации микроглии и астроглии на хро-
нической модели БП, вызываемой введением
нейротоксина MФТП [29] или на моделях эндо-
токсинового шока in vitro и in vivo [88, 89]. Поло-
жительный эффект трегалозы был связан со сни-
жением активации транскрипционного фактора
NF-κB, регулирующего высвобождение провос-
палительных цитокинов (IL-1β, IL-6 и TNF-α) [90].
Другой эффект трегалозы связан с подавлением
Toll-подобного рецептора-4 (TLR-4), что приво-
дит к защитному эффекту на модели воспаления,
индуцированного липополисахаридом [88]. В об-
работанных липополисахаридом клетках микро-
глии BV2 трегалоза отдельно [90] или в сочетании
с рапамицином [91] значительно снижала уровни
провоспалительных медиаторов, включая NO.
Между тем, противовоспалительный эффект тре-
галозы, по-видимому, во многом связан с индук-
цией аутофагии [61], которая может ослаблять
активацию инфламмасом, связанных с провос-
палительными цитокинами [92]. В других экспе-
риментах положительный эффект трегалозы по
торможению нейровоспаления и гибели нейро-
нов отменялся ингибированием аутофагии 3-ме-
тиладенином [91].

Связь с убиквитин-протеасомной системой. По-
зитивные свойства трегалозы обнаружены во
влиянии на убиквитин-протеасомную систему,

составляющую вместе с аутофагией цитопротек-
тивную систему контроля качества белка. Резуль-
таты по протективному действию трегалозы на
протеасомы получены на клеточных культурах.
Так, цитопротективный эффект трегалозы най-
ден на клетках нейробластомы человека NB69,
обработанных эпоксомицином, ингибитором про-
теасом [52]. Трегалоза тормозила зависимое от
недостаточности протеасом накопление поли-
убиквитинированных белков, общего и фосфо-
рилированного белка тау и α-синуклеина, а так-
же снижала уровень внутриклеточных агрегатов
α-синуклеина и активацию ERK, вызывающую
эпоксомицин-индуцированную гибель клеток.
Можно отметить, что трегалоза защищает проте-
асомы от повреждения также в нейроноподобных
клетках SH-SY5Y, что, впрочем, связывают боль-
ше с индуцируемым трегалозой ингибированием
окислительного стресса и стресса ЭПР [93].

ВОЗМОЖНОСТИ ТРЕГАЛОЗЫ 
В ТОРМОЖЕНИИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ 

НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИИ
Нейропротективный эффект трегалозы пре-

имущественно связан с индукцией аутофагии,
поскольку на клеточных моделях нейродегенера-
ции терапевтический эффект трегалозы зависел
от индукции аутофагии и пропадал при ее инги-
бировании 3-метиладенином [2, 52]. Влияние тре-
галозы на экспериментальную нейродегенера-
цию сильно различается в зависимости от кон-
кретных особенностей моделей заболевания,
включая тип индукции (фармакологический или
генетический), моделирование острых или хро-
нических процессов, сочетание нейротоксиче-
ских факторов. С другой стороны, применяются
разные режимы лечения трегалозой, включая пе-
роральное или парэнтеральное применение, раз-
ные дозы и длительность лечения, комбинирова-
ние с другими лекарственными препаратами и т.д.
Основные данные по лечению трегалозой экспе-
риментальной нейродегенерации были получены
на моделях БА и БП при пероральном ее исполь-
зовании с питьем в виде 2% раствора.

Болезнь Альцгеймера. БА, наиболее распростра-
ненное нейродегенеративное заболевание, является
и наиболее частой причиной деменции [94]. Фор-
мирование болезни обычно связывается с накоп-
лением пептида Аβ, образующего на клеточной
поверхности амилоидные бляшки. Другим про-
явлением является внутриклеточная агрегация
гиперфосфорилированного белка тау в характер-
ные внутриклеточные белковые клубки. В норме
избыточно синтезируемые белки помечаются
убиквитиновой меткой, направляющей их в про-
теасомы для расщепления. Однако для аномаль-
ных белков (мутантных или модифицированных)
нативная пространственная конформация нару-
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шается, аномально свернутые белки приобретают
токсические свойства и ускользают от расщепле-
ния по механизмам убиквитин-протеасомной де-
градации и шаперон-опосредованной аутофагии,
они ассоциируют с образованием агрегатов. Да-
лее формирование БА сопровождается индукци-
ей воспаления (активацией микроглии) и гибе-
лью нейронов в миндалевидном теле, коре мозга
и гиппокампе [95].

При БА накапливающийся Аβ получается
протеолитическим расщеплением белка-пред-
шественника (APP). В присутствии трегалозы Аβ
приобретает более упорядоченную, спиральную
структуру, что ослабляет агрегацию белка и появ-
ление включений [96]. В клетках SH-SY5Y сниже-
ние агрегации Aβ более выражено для фрагмента
Aβ1–40, чем для Aβ1–42, и коррелирует со сни-
жением цитотоксичности Aβ [30].

На клеточной модели БА найдено, что трега-
лоза подавляет накопление, секрецию и токсич-
ность Aβ [97]. Цитопротективный эффект трега-
лозы, опосредованный торможением накопления
белковых агрегатов, также был показан для гипе-
рэкспрессии белка тау [98]. Трегалоза уменьшала
накопление тау и повышала жизнеспособность
нейронов на модели таупатии у мышей [99]. Сле-
дует отметить, что тау важен для патогенеза БА,
поскольку нокаут его гена может ослабить нейро-
дегенерацию, вызванную накоплением Aβ [100].

Основной терапевтический эффект трегалозы
на моделях БА связывают с активацией аутофа-
гии. На трансгенных мышах, моделирующих ги-
перэкспрессию Аβ, активация аутофагии трега-
лозой снижала уровень Аβ и фосфорилированно-
го тау, тормозила апоптоз нейронов в гиппокампе
и коре мозга, ослабляла астроглиоз [101]. На фар-
макологической модели БА, индуцированной инъ-
екцией в гиппокамп олигомерного Aβ25–35 [102],
трегалоза вызывала аутофагию, уменьшала ней-
ровоспаление и ослабляла дефицит краткосроч-
ной памяти и восстанавливала обучаемость. На
подобной модели БА, индуцированной инъекци-
ей олигомерного Аβ25–35 в желудочки мозга, те-
рапевтический эффект трегалозы был даже более
заметным, чем при классической активации ауто-
фагии рапамицином, а наибольший результат
был получен с помощью комбинированного ле-
чения трегалозой и рапамицином [103].

У трансгенных мышей линии Tg2576, характе-
ризующейся гиперэкспрессией Aβ, трегалоза ак-
тивировала аутофагию, снижала уровень фосфо-
рилированного тау, тау-клубков и агрегатов Aβ,
ингибировала апоптоз нейронов гиппокампа и
коры, но не предотвращала усиление астроглиоза
[104]. Хорошие результаты были получены на мо-
дели таупатии в сочетании с паркинсонизмом
(мыши линии PK–/–/TauVLW), характеризую-
щейся гиперэкспрессией мутантного тау вместе с

делецией гена PARK2 (белка Parkin) [67]. В этом
исследовании 4-месячное лечение мышей трега-
лозой снизило гибель ДА-эргических нейронов в
среднем мозге, уровень фосфорилированного тау
и количество внутриклеточных включений, осла-
било астроглиоз. Позитивный эффект связывали
с активацией аутофагии, согласующейся с подав-
лением накопления тау и астроглиоза. Тем не ме-
нее, трегалоза не вызывала восстановления ДА-
эргических нейритов в стриатуме. У 14-месячных
мышей также был получен положительный эф-
фект, заключавшийся в снижения уровня фос-
форилированного тау и количества амилоидных
бляшек, тем самым улучшались двигательные
функции и уменьшалась тревожность [67]. Точно
так же на трансгенной модели БА у мышей линии
APP/PS1 трегалоза подавляла накопление Aβ в
гиппокампе, восстанавливала способность к обу-
чению и когнитивную функцию [105]. Тем не ме-
нее, в некоторых исследованиях на трансгенных
мышах не найдены ожидаемые эффекты трегало-
зы по снижению накопления Aβ и значительной
активации аутофагии, несмотря на улучшение
когнитивных функций [104].

Болезнь Паркинсона. БП свойственны наруше-
ния двигательной активности, выражающиеся в
дрожании рук, ног, мышц шеи, нарушениях ко-
ординации движений, поздней деменции [96, 106].
У людей лишь 5–10% заболеваемости связаны с
мутациями различных генов, остальные случаи
имеют спорадическую природу. Болезнь вызыва-
ется ранним поражением дофамин (ДА)-эргиче-
ских нейронов в черной субстанции (substantia
nigra) и полосатом теле (striatum). В нейронах на-
капливаются аномальные формы белка α-си-
нуклеина с дефектами пространственной струк-
туры. Мутантные белки способны тормозить их
собственную деградацию, тогда как избыток ин-
тактных белков эффективно расщепляется по-
средством протеасом и шаперон-опосредованной
аутофагии. Болезнь может быть вызвана, например,
гиперэкспрессией А53Т-мутантного α-синуклеи-
на. Гибель нейронов связывается с массивным
внутриклеточным накоплением токсичных форм
α-синуклеина, приводящей к агрегации их в тель-
ца Леви, и нейровоспалением с участием глии и
воспалительных цитокинов [107]. Нейропротек-
тивное действие зависит от удаления α-синукле-
ина, влияющего на восстановление жизнеспо-
собности и функциональной активности ДА-эр-
гических нейронов.

Изучение клеточных моделей БП показало
действие трегалозы по снижению уровня быстро
агрегирующегося A53T-мутантного α-синуклеи-
на, зависимое как от уровня протеасом [96], так и
от активности аутофагии [108, 109]. Цитопротек-
тивный эффект трегалозы в клетках PC12, обра-
ботанных ротеноном, состоял в активации удале-
ния α-синуклеина и ингибировании чрезмерного
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накопления аутофагосом [69]. По-видимому, этот
эффект трегалозы можно связать с активацией
индуктора лизосомного потока транскрипцион-
ного фактора TFEB, способствующего, в конеч-
ном счете, удалению аутофагосом.

В исследованиях лаборатории Рубинштайна
проверялась возможность усилить позитивное
действие трегалозы в клеточных системах за счет
комбинации трегалозы с рапамицином, являю-
щимся классическим индуктором mTOR-зависи-
мой аутофагии. Одна трегалоза значительно сни-
жала содержание мутантных белков хантингтина
и α-синуклеина, а комбинация с рапамицином
оказывала наибольший (аддитивный) эффект [8];
и оба препарата защищали клетки от проапоптоз-
ного повреждения митохондрий.

Терапевтический эффект трегалозы был пока-
зан на разнообразных моделях БП in vivo. Так, по-
вреждение нейронов вызывали длительным вве-
дением нейротоксина МФТП, селективно дей-
ствующего на ДА-эргические нейроны [29]. В этих
условиях трегалоза восстанавливала уровень ти-
розингидроксилазы (маркера жизнеспособности
и функциональной активности ДА-эргических
нейронов), транспортера ДA DAT и транспорт ДA
в черной субстанции и среднем мозге. Она значи-
тельно ослабляла воспалительную активацию
микроглии, гипертрофию астроцитов и локаль-
ное воспаление в целом. Важно, что достигалось
снижение повреждения мотонейронов, моторной
недостаточности.

В наших исследованиях модели БП у мышей,
вызванной введением MФTП, трегалоза активи-
ровала аутофагию в нейронах черной субстанции,
что способствовало восстановлению ДА-эргиче-
ских нейронов нигростриарной системы и когни-
тивной функции, оцениваемой в тесте пассивно-
го избегания (УРПИ) [110].

Обнадеживающие результаты были также по-
лучены на модели БП, вызванной 6-гидроксидо-
фамином, у крыс [111]. Лечение модели питьем
3%-го раствора трегалозы улучшало двигательную
активность крыс, по-видимому, за счет уменьше-
ния повреждений ДА-эргических нейронов чер-
ной субстанции. Трегалоза существенно восста-
новливала плотность нейронов черной субстанции,
концентрацию ДА и его метаболитов, экспрессию
антиоксидантных ферментов. Терапевтический
эффект был связан с активацией как неканониче-
ского регуляторного пути p62–Keap1–Nrf2, так и
аутофагии. Аналогичные результаты получены
для модели БП, индуцированной MФТП, при
сравнении действия трегалозы, лактулозы или
мелибиозы, при этом лучшее действие показано
для лечения трегалозой [112].

На модели БП, вызванной ротеноном, трега-
лоза увеличивала жизнеспособность ДА-эргиче-
ских нейронов черной субстанции мозга мышей

[113]. Действие трегалозы на различные терапев-
тические мишени при БП изучали на модели де-
менции с тельцами Леви, сопровождающейся
обильным накоплением в синаптических оконча-
ниях и телах нейронов нерастворимого α-си-
нуклеина [34]. Трегалоза стимулировала аутофа-
гию как в культуре клеток, так и в мозге мышей.
Было показано снижение уровня нерастворимого
α-синуклеина без влияния на его агрегацию, тор-
можение апоптоза нейронов нигростриатума.

Положительные результаты были получены на
трансгенной модели БП у крыс с гиперэкспрес-
сией A53T-мутантного α-синуклеина. Трегалоза
вызывала снижение накопления агрегатов α-си-
нуклеина, активацию аутофагии в стриатуме,
улучшение метаболизма ДА, снижение гибели
ДА-эргических нейронов и ослабление моторных
нарушений в поведенческих тестах [114].

Некоторые авторы на основании результатов
in vitro сомневаются в способности трегалозы ак-
тивировать удаление белковых агрегатов и инду-
цировать аутофагию [14, 74]. Между тем, боль-
шинство исследований, а главное, результаты
исследований на животных свидетельствуют о
позитивном терапевтическом действии трегало-
зы на моделях БП [60, 76, 115].

Болезнь Хантингтона. При БХ наблюдается от-
носительно раннее нарушение моторной и ко-
гнитивной активности, сопровождающееся поте-
рей самоориентации, депрессией, развитием де-
менции [10]. На клеточном уровне происходит
выраженное накопление и агрегация токсических
поли-глутаминовых (polyQ) пептидов, мутантного
хангтингтина (mHTT), способных блокировать
убиквитин-протеасомную систему. Накопление
аномальных белков приводит к образованию
амилоидных фибрилл, являющихся маркерами
заболевания. Повреждаются в основном нейроны
стриатума.

Молекулярным маркером заболевания являет-
ся белок хантингтин, склонный к накоплению и
агрегации. В клеточных системах трегалоза предот-
вращала агрегацию мутантного хантингтина (mHtt)
и α-синуклеина [8], снижала содержания агрега-
тов mHtt [116] и ингибировала наработку агрега-
тов поли-убиквитинированных белков, индуци-
рованных эпоксомицином [52]. Терапевтический
эффект трегалозы связывают с индукцией ауто-
фагии. Аналогичный результат по влиянию тре-
галозы на агрегацию белков и терапевтическое
действие на головной мозг и печень мышей на
трансгенной модели БХ был получен в лаборато-
рии профессора Танака [7]. Терапия трегалозой
вызывала улучшение двигательной функции и
продлевала жизнь мышей. Воспалительная акти-
вация микроглии мозга, возникающая при БХ и
других нейродегенеративных заболеваниях и уси-
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ливающая повреждение нейронов, подавлялась
лечением мышей трегалозой.

Окулофарингеальная мышечная дистрофия
(ОФМД). Данное заболевание вызвано избыточ-
ной экспрессией полиА-связывающего ядерного
белка 1 (PABPN1). Аномально экспрессируемый
белок агрегирует в ядрах скелетных мышечных
волокон. Трансгенная модель заболевания у мы-
шей воспроизводит болезнь человека и модели-
рует прогрессирующую мышечную слабость, вы-
званную накоплением белка в ядрах миоцитов [117].
На сегодняшний день заболевание не поддается
эффективному фармакологическому лечению.

Лечение модели ОФМД трегалозой показало,
что она способна связывать и стабилизировать
аномально свернутые белки и ингибировать об-
разование агрегатов. На клеточных моделях
ОФМД трегалоза уменьшала образование агрега-
тов мутантного белка PABPN1 и его токсичность.
На мышах лечение 2%-м раствором трегалозы с
питьем снижало мышечную слабость, подавляло
образование агрегатов и уменьшало количество
дефектных ядер [118, 119]. Проведенные исследо-
вания стали основанием для перехода к клиниче-
ским испытаниям [120, 121]. Трегалозу в виде 9%
раствора (препарат Cabaletta®) вводили внутри-
венно в режиме 30 г трегалозы еженедельно в те-
чение 9–16 нед., что было признано безопасным
[120]. Лечение с помощью данного препарата в
течение 24 нед. улучшало результаты функцио-
нальных тестов глотания, мышечной силы и ка-
чества жизни [121].

Боковой амиотрофический склероз (БАС). БАС
включает повреждение двигательных нейронов
из-за накопления аномально свернутой суперок-
сиддисмутазы 1. Отложение аберрантного фер-
мента вероятно связано с ослаблением контроля
качества белка [93]. Трегалоза способна снижать
накопление аномального фермента в культуре
клеток [122] и in vivo [123], а также ослаблять мо-
торную недостаточность. В других исследованиях
терапевтический эффект трегалозы достигался за
счет активации аутофагии, опосредованной фак-
тором транскрипции FOXO1 [52], либо терапев-
тический эффект связывали с ослаблением нега-
тивного действия микроглии на моторные нейро-
ны и защитой митохондрий от повреждения [124].
Активация FOXO1 важна потому, что этот тран-
скрипционный фактор регулирует экспрессию
группы генов аутофагии, таких как Atg8, Sqstm1,
Becn1 и Atg5 и может вызвать согласованную ин-
дукцию компонентов аутофагового ответа [94].
На мутантной модели БАС показана способность
трегалозы повышать жизнеспособность нейро-
нов мозга и продлевать срок жизни мутантных
мышей [53]. В целом, показана высокая терапев-
тическая эффективность трегалозы в лечении
БАС в эксперименте.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нейродегенеративные заболевания имеют слож-
ную природу, в их патогенез вовлечены помимо
нарушений протеостаза различные процессы,
которые тесно взаимодействуют и пересекаются,
такие как окислительный стресс, нейровоспале-
ние, нарушения митохондриальной функции,
ионного гомеостаза клеток, нейротрофической
функции, нейрогенеза и пр. Поэтому современ-
ной тенденцией при разработке подходов к кор-
рекции нейродегенеративных заболеваний ста-
новится формирование многоцелевых комбини-
рованных патогенетически важных воздействий
(сombination-drugs-multi-targets, CDMT), не вы-
зывающих отрицательных эффектов [125]. Тера-
певтический потенциал трегалозы обусловлен
набором ее биологических активностей, полез-
ных в отношении патогенетических механизмов
нейродегенерации (рис. 1). В частности, она об-
ладает шапероноподобной активностью, ослаб-
ляющей образование аномально свернутых белков,
склонных к агрегации. Например, трегалоза спо-
собствует формированию α-сферической струк-
туры Aβ, что препятствует агрегации этого пепти-
да. Пластичность пространственной структуры
трегалозы обусловлена гибкостью α-1-1′-глико-
зидной связи. По-видимому, эта особенность
придает трегалозе способность проявлять шапе-
роно-подобные свойства и отличает ее от таких
дисахаридов, как сахароза и раффиноза [46] или
лактулоза и мелибиоза [112], которые также могут
умеренно усиливать аутофагию, но проявляют
ограниченную цитопротекцию.

Основным механизмом, лежащим в основе
цито- и нейропротективных эффектов трегалозы,
выступает активация аутофагии, направленная
на удаление склонных к агрегации белков на раз-
ных стадиях образования агрегатов, а также на се-
грегацию надмолекулярного клеточного матери-
ала. Эта функция является частью более обширной
системы контроля качества белка. Направленное
ингибирование аутофагии в значительной степе-
ни лишает трегалозу ее нейропротекивной актив-
ности [126]. Трегалоза запускает “альтернативный”
mTOR-независимый путь активации аутофагии,
и этот путь, по-видимому, лишен побочных эф-
фектов mTOR-зависимой активации аутофагии,
которые известны для рапамицина и его аналогов
(т.н. плейотропный эффект) [127].

Трегалоза активирует не только аутофагию как
сегрегацию клеточного материала, но и лизосом-
ный поток, предназначенный для последующего
расщепления сегрегированного материала. Акти-
вация ослабленного лизосомного потока важна
при таких заболеваниях как БП, БА, при старе-
нии. Восстановление лизосомного потока трега-
лозой осуществляется посредством регуляторов
транскрипции факторов TFEB и FOXO1. При па-
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тологиях, связанных с индукцией окислительно-
го стресса и повреждением митохондрий, напри-
мер, таких как БП, важной стратегией лечения
является восстановление редокс-баланса. Трега-
лоза индуцирует эндогенную антиоксидантную
защиту путем активации регулятора Nrf2, и сти-
муляции митофагии поврежденных органелл, ге-
нерирующих активные формы кислорода. Подав-
ление окислительного стресса трегалозой обычно
связано со снижением нейровоспаления, которое
также губительно для нейронов. Таким образом,
трегалоза оказывает одновременное действие на
несколько патогенетически важных молекуляр-
ных и клеточных мишеней, и может рассматри-
ваться как многоцелевое терапевтическое сред-
ство, что определяет ее эффективность в лечении
экспериментальной нейродегенерации.

Несмотря на успехи в лечении эксперимен-
тальных моделей заболеваний, испытание трега-
лозы в клинике проводится недостаточно широко.
Позитивные результаты получены в офтальмоло-
гии [128], алиментарным применением препарата
в отношении артериального старения [129], стеа-
тоза печени [36]. Ряд заболеваний с нейродегене-
ративной компонентой достаточно успешно лечи-
ли внутривенным введением препарата Cabaletta.
Хорошие редультаты показаны в отношении
ОФМД [121], спино-церебральной атаксии 3 (бо-
лезни Мачадо–Йозефа) [130], болезни Нимана–
Пика С [24]. Ограниченность клинических испы-
таний трегалозы является следствием, с одной

стороны, недостаточного соответствия воспроиз-
ведения болезней на животных с течением забо-
леваний у человека, а с другой стороны, ограни-
ченной возможностью перенесения терапевтиче-
ских приемов применения трегалозы с животных
на человека, в частности, недостаточной изучен-
ностью фармакодинамики препарата при перо-
ральном применении [131]. Так, лечение пациентов
трегалозой per os не находит широкого примене-
ния в клинике, отдается предпочтение внутри-
венной терапии трегалозой. Тем не менее, актив-
но развиваются исследования, направленные на
усиление терапевтических свойств трегалозы при
пероральном применении – такие, например, как
повышение биодоступности, увеличение ее аб-
сорбции из кишечника и проникновения через
клеточные мембраны [132, 133], при одновремен-
ном снижении возможного побочного действия
[134]. В настоящее время заявлены большие планы
в лечении трегалозой различных нейродегене-
ративных и редких заболеваний парэнтераль-
ным способом (https://patents.google.com/patent/
EP2994145A2/en; https://adisinsight.springer.com/
drugs/800039496). Важно, что трансляционный
переход к клиническим испытаниям препарата
основывается на достигнутых результатах по эф-
фективности трегалозы в отношении экспери-
ментальной нейродегенерации и мультитаргет-
ном действии препарата.

Рис. 1. Терапевтический потенциал трегалозы в отношении патогенетических механизмов нейродегенерации. 
Примечание: Крупные полые стрелки отображают основные взаимодействия между процессами, вовлеченными в
развитие нейродегенерации. Мелкие стрелки, заполненные серым, обозначают ослабление патологического процесса
под действием трегалозы.
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Multiple Mechanisms of the Therapeutic Effect of Trehalose
in Inhibition of Experimental Neurodegeneration

A. B. Pupysheva, T. A. Korolenkoa, and M. A. Tikhonovaa

aScientific Research Institute of Neurosciences and Medicine, Novosibirsk, Russia

The search for effective treatment for neurodegeneration implies attacking the multiple mechanisms of this
pathology. Such properties were found in disaccharide trehalose, which shows therapeutic effects in models
of many diseases and has been approved by the FDA for use in humans. Trehalose consists of two glucose res-
idues bonded together by a f lexible α-1-1'-glycosidic bond, giving it chaperone-like activity. Due to this, it
prevents abnormal folding of aberrant proteins and has the properties of a cryo- and bioprotector. However,
the main therapeutic effect is determined by the induction of mTOR-independent autophagy mediated by
AMPK kinase as the main target. The result is a weakening of the accumulation of cytotoxic proteins and fac-
tors and an increase in cell viability. Autophagy activation depends on trehalose-induced lysosome and auto-
phagosome biogenesis through activation of transcription factors TFEB and FOXO1. Trehalose has an anti-
inflammatory effect closely related to the inhibition of oxidative stress. Trehalose-induced enhancement of
endogenous antioxidant defense involves the regulator Nrf2. The review considers the neuroprotective effects
of trehalose in models of major neurodegenerative diseases such as Parkinson’s, Alzheimer’s, Huntington’s
and others. Overall, trehalose shows high therapeutic potential in the treatment of experimental neurodegen-
eration and thus stimulating the study of its clinical application.

Keywords: neurodegeneration, neuroprotection, -synuclein, amyloid- , tau, trehalose, autophagy, mTOR-in-
dependent, GLUT8,AMPK, TFEB, Nrf2, neuroinflammation, oxidative stress, Parkinson’s disease, Alzheimer’s
disease, Huntington’s disease, amyotrophic lateral sclerosis, oculopharyngeal muscular dystrophy
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Научные исследования последних лет свидетельствуют о том, что ангиогенез и нейрогенез являют-
ся взаимосвязанными процессами, обуславливающими функциональный исход после ишемиче-
ского инсульта. В данном обзоре литературы приведены современные данные о нейрососудистых
взаимодействиях при ишемическом инсульте, описана роль семейства факторов роста эндотелия
сосудов в регуляции ангио- и нейрогенеза, имеющих ведущее значение в нейронном выживании и
нейропластичности. Авторами проведен поиск литературы о патофизиологической роли VEGF при
острой ишемии головного мозга с использованием соответствующих ключевых слов в поисковых
системах PubMed и Google Scholar, по базам данных Scopus, Web of Science, MedLine, The Cochrane
Library, EMBASE, Global Health, CyberLeninka, eLibrary и др. Клинические исследования, посвя-
щенные оценке роли VEGF при ишемическом инсульте, в большинстве случаев основаны на жи-
вотных моделях, и их результаты являются неоднозначными, что, определяется многогранностью
его действия. VEGF является важным регулятором ангиогенеза, нейропротекции и нейрогенеза,
однако доказано и его негативное влияние в виде увеличения проницаемости ГЭБ и как следствие
отеку головного мозга, а также активации воспалительных процессов. Таким образом, необходимо
дальнейшее изучение VEGF для определения его роли в функциональном восстановлении после
ишемического инсульта.

Ключевые слова: ишемический инсульт, фактор роста эндотелия сосудов, ангиогенез, нейрогенез
DOI: 10.31857/S1027813323040143, EDN: OPSDJV

ВВЕДЕНИЕ
Инсульт – одна из ведущих медико-социальных

проблем современной медицины, которая нано-
сит огромный ежегодный экономический ущерб
и является одной из основных причин смертно-
сти и инвалидизации среди населения трудоспо-
собного возраста во всем мире [1, 2]. По данным
отчета The 2016 Global Burden of Disease, опубли-
кованном в 2019 г., каждый четвертый человек пе-
ренесет инсульт в течение жизни. Ежегодно в ми-
ре прогнозируется развитие 9.6 млн инсультов с
ростом заболеваемости по мере старения населе-
ния, при этом 85% случаев приходится на долю
ишемического инсульта [3].

Ишемический инсульт, на долю которого при-
ходится 87% всех случаев инсульта, возникает в
результате внезапного прекращения адекватного
кровоснабжения головного мозга, что приводит к
серии патофизиологичеких явлений в нервной
ткани, таким как эксайтотоксичность, окисли-
тельный стресс, повышенная проницаемость ге-

матоэнцефалического барьера (ГЭБ) и воспале-
ние, которые в конечном итоге приводят к гибели
нервных клеток. Функциональный исход после
ишемического инсульта зависит от судьбы ише-
мической полутени, если кровообращение будет
восстановлено вовремя. Степень некроза нейро-
нов пропорциональна уровню нарушения перфу-
зии, поэтому ранняя реперфузия необходима для
предотвращения обширного повреждения нерв-
ной системы [4].

Известно, что моторное восстановление после
ишемического инсульта, сопровождающегося тя-
желым неврологическим дефицитом, очень затруд-
нено [5]. Ряд исследователей пытались расшиф-
ровать клеточные и молекулярные механизмы
преодоления ограниченной способности восста-
новления нервной ткани, которые приводят к
восстановлению утраченных функций после ин-
сульта [6]. Одним из основных аспектов, связан-
ных с плохой регенерацией нейронов и глии, яв-
ляется неспособность окружающей среды под-
держивать рост аксонов и их миелинизацию [7].
Нейро-васкулярные элементы могут усиливать
репарацию, а затем поддерживать рост аксонов за

* Адресат для корреспонденции: 634055, Томск, Москов-
ский тракт, д. 2; e-mail: kristyajka@ya.ru.
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счет усиления эндогенного ангиогенеза, глиоге-
неза, нейрогенеза и образования новых синапти-
ческих связей [8].

Факторы роста являются важными регулято-
рами защиты и восстановления после ишемии, а
комбинированное действие факторов роста регу-
лирует ангиогенез, нейропротекцию, нейрогенез,
а также миграцию нейрональных стволовых кле-
ток в зону ишемии и их пролиферацию в функци-
ональные нейроны. Одним важным семейством
факторов роста является семейство факторов ро-
ста эндотелия сосудов (Vascular endothelial growth
factor, VEGF) [9–13].

Семейство VEGF представлено пятью подти-
пами: VEGF-A, -B, -C, -D и плацентарного фак-
тора роста (PIGF). Из них наибольшее внимание
привлек VEGF-A (рис. 1). VEGF-A оказывает
проангиогенное и нейропротекторное действие,
а также индуцирует нейрогенез [14].

Высокая экспрессия VEGF способствует пер-
фузии крови в очаге ишемии, что обуславливает
нейрогенез и нейропротекцию [15]. Уровень VEGF
тесно связан со степенью тяжести инсульта; од-
нако эта корреляция до сих пор вызывает споры.
Исследование Matsuo et al., 2013 показало, что
при всех подтипах инсульта уровень VEGF в
плазме повышался в острейшем периоде инсуль-
та, тогда как другое исследование (Lee, 2010) по-
казало, что повышение уровня VEGF связано с

улучшением восстановления после инсульта по-
сле острой фазы ишемии, что вероятно связано с
плейотропностью его действия. Во-первых, VEGF
стимулирует пролиферацию и миграцию эндоте-
лиальных клеток, приводя к образованию новых
сосудов. Это приводит к более эффективной сети
коллатералей, которые могут обойти окклюзиро-
ванный сосуд и тем самым спасти полутень. Од-
нако VEGF-A также увеличивает проницаемость
сосудов [16]. Последний эффект может вызвать
отек мозга и повышение внутричерепного давле-
ния, что губительно в острой фазе инсульта. По-
вышенная проницаемость сосудов также позво-
ляет проникать молекулам и иммунным клеткам,
которые в норме блокируются гематоэнцефали-
ческим барьером (ГЭБ), вызывая нейровоспале-
ние [17].

Роль VEGF при ишемическом инсульте

Патофизиологическая роль VEGF при ишемиче-
ском инсульте. В ответ на ишемию VEGF-A, а так-
же его рецепторы VEGFR-1 и VEGFR-2 активи-
руются [18]. Увеличение концентрации нейро-
пептида происходит преимущественно в области
ишемической полутени. Однако также сообща-
лось об увеличении концентрации нейробелка в
областях коры, которые функционально связаны
с областью инфаркта [19]. При инсульте уровень

Рис. 1. Ключевые механизмы ангиогенеза, опосредованные VEGF-A.

VEGF-A

VEGFR-2

mVEGFR-1

sVEGFR-1
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VEGF-A повышается в астроцитах, нейронах и
эндотелиальных клетках, а также в полутени по
сравнению как с областью инфаркта, так и с кон-
тралатеральным полушарием [20]. Что касается
самого VEGF-A, экспрессия VEGFR-2 в сосуди-
стой сети увеличивается в полутени по сравне-
нию с контралатеральным полушарием. Сообща-
лось об увеличении VEGFR-1 в полутени, но также
и в мягкой мозговой оболочке, а также в сосудах,
в ядре зоны инсульта. В полутени активация
VEGFR-1 была почти исключительно в реактив-
ных астроцитах и в прорастающих сосудах [21].
Сообщается, что увеличение VEGF-A и VEGF-
рецепторов начинается уже через 2–4 ч после на-
чала инсульта и продолжается не менее 28 дней
[22]. Увеличение начинается позже в астроцитах,
чем в нейронах [23]. По словам Zan L. et al. [24],
увеличение VEGF-A в ответ на ишемию является
двухфазным. Авторы сообщили о первом пике
VEGF-A через 6 ч после реперфузии, который
нормализовался в течение 12 ч, а затем снова до-
стиг максимума через семь дней после реперфу-
зии. Сообщалось, что уровни VEGF-A возвраща-
лись к исходному уровню через две недели.

Текущее состояние знаний о роли VEGF-A
при инсульте почти исключительно основано на
моделях на животных. VEGF-A обладает множе-
ственными защитными эффектами, включая сти-
мулирование ангиогенеза, нейрогенеза и нейро-
протекции, что приводит к улучшению функцио-
нального восстановления [25].

Ангиогенез. Усиление ангиогенеза очень важно
для нейропротекторных эффектов VEGF при ин-
сульте, а активация VEGF-A и VEGFR-2 в полу-
тени прямо коррелирует с нейроваскуляризацией
[20, 22, 27]]. В здоровом головном мозге крысы
введение VEGF-A вызывает активацию VEGFR-1
и VEGFR-2 и значительное увеличение васкуля-
ризации головного мозга [28]. Кроме того, было
показано, что трансплантация стволовых кле-
ток, которые сверхэкспрессируют VEGF-A, вы-
зывает ангиогенез нервной ткани реципиента [29].
VEGF-A регулирует ангиогенез в головном мозге
за счет комбинированного действия VEGFR-1 и
VEGFR-2, при этом активация последнего увели-
чивает ангиогенез, а активация первого снижает
его. Вместе эти рецепторы обеспечивают тща-
тельно регулируемый процесс образования новых
сосудов в головном мозге. Когда VEGF-A связы-
вается с VEGFR-2, активируется фосфоинози-
тид-3-киназа (PI3K); эта киназа является цен-
тральным компонентом ангиогенного процесса.
PI3K активирует киназу B (Akt), которая способ-
ствует миграции эндотелиальных клеток ГЭБ
[30]. В одном из исследовании [31] было показа-
но, что CRISPR/Cas9-опосредованное истоще-
ние VEGFR-2 полностью блокирует VEGF-инду-
цированное фосфорилирование Akt в эндотели-
альных клетках микрососудов сетчатки человека.

Следовательно, ингибируется пролиферация, ми-
грация и образование трубочек этих клеток in vi-
tro. Это демонстрирует зависимость ангиогенеза
от пути VEGFR-2-PI3K-Akt.

Дальнейшие механизмы фосфорилированно-
го Akt (pAkt) включают активацию синтазы окси-
да азота (NOS). Этот фермент катализирует пре-
вращение аминокислоты L-аргинина в оксид
азота (NO). Описаны четыре изоформы NOS: эн-
дотелиальная NOS (eNOS), индуцируемая NOS
(iNOS), нейрональная NOS (nNOS) и митохон-
дриальная NOS (mtNOS) [32]. В то время как роль
VEGFR-2 в ангиогенезе хорошо описана, подроб-
ный механизм, участвующий в передаче сигналов
VEGFR-1, менее известен. Снижение VEGFR-2-
опосредованных путей, по-видимому, является
важным эффектом; альтернативный сплайсинг
VEGFR-1 приводит к мембраносвязанной форме
и растворимой форме. Последний секретируется
эндотелиальными клетками и может модулиро-
вать количество VEGF-A, доступного для связы-
вания с VEGFR-2. Кроме того, VEGFR-1 в мем-
бране эндотелиальных клеток противодействует
ангиогенной функции VEGFR-2 на тех же клет-
ках, и активация VEGFR-1 тем самым ограничи-
вает рост сосудов. VEGFR-1 на эндотелиальных
клетках связывает VEGF-A с высокой аффинно-
стью, но проявляет низкую киназную активность.
На самом деле, удаление киназного домена без
воздействия на лиганд-связывающую область не
приводит к выявляемым аномалиям в плотности
кровеносных сосудов. Однако генетическая деле-
ция VEGFR-1 приводила к избыточному росту
сосудов и образованию дисфункциональных со-
судов. Мыши с блокированным VEGFR-1 умира-
ли в начале эмбрионального периода, подчерки-
вая важность VEGFR-1 в дополнение к VEGFR-2
для надлежащей васкуляризации. В то время как
секретируемая изоформа VEGFR-1, а не мембра-
носвязанная изоформа, регулирует ветвление со-
судов, обе изоформы регулируют митотические
свойства эндотелиальных клеток. Таким образом,
в настоящее время считается, что секретируемый
VEGFR-1 инактивирует VEGF-A на обеих сторо-
нах нового сосуда, тем самым обеспечивая путь
более высокой концентрации VEGF-A, который
направляет прорастающие сосуды в правильном
направлении [33].

Интересно, что VEGF-опосредованный ангио-
генез, по-видимому, не ограничивается областью
ишемии, поскольку увеличение VEGF-A и соот-
ветствующая васкуляризация наблюдались даже
в противоположном полушарии. На самом деле
Y. Wang, 2005, обнаружили, что VEGF-A-индуци-
рованный ангиогенез может приводить к фено-
мену гемодинамического обкрадывания, при ко-
тором кровоток снижается в областях ишемии, но
увеличивается в областях вне очага поражения.
Они предполагают, что VEGF-A защищает ней-



334

НЕЙРОХИМИЯ  том 40  № 4  2023

КУЧЕРОВА и др.

роны от ишемической гибели клеток за счет пря-
мого действия на нейроны, а не только путем сти-
муляции ангиогенеза.

Вазодилатация. Было показано, что за пределами
центральной нервной системы (ЦНС) VEGF-A
оказывает сосудорасширяющее действие, увели-
чивая кровоток при экспрессии в условиях ише-
мии. Например, в модели ишемии конечности у
кроликов было показано, что совместное приме-
нение VEGF-A с серотонином в подвздошной ар-
терии увеличивало кровоток более чем на 100% [34].
В изолированных коронарных артериях VEGF-A
приводит к медленному повышению уровня ци-
тозольного кальция в эндотелиальных клетках и
эндотелий-зависимому расслаблению артерий
[35]. Как описано выше, VEGF может активиро-
вать путь VEGFR-2-PI3K-Akt-eNOS, чтобы инду-
цировать ангиогенез. Однако тот же путь опосре-
дует и другие эффекты на сосуды. Например,
eNOS отвечает за расширение сосудов после ги-
поксии/ишемии, что приводит к увеличению
мозгового кровотока. Считается, что этот эффект
опосредован циклическим гуанозинмонофосфа-
том (цГМФ), который высвобождается из эндо-
телиальных клеток и вызывает расслабление со-
седних гладкомышечных клеток. Кроме того, си-
стематический обзор эффектов NO на моделях
инсульта у животных [36] показал, что NO улуч-
шают мозговой кровоток и уменьшают объем ин-
фаркта. Дальнейшая демонстрация взаимосвязи
между eNOS и прогрессированием инсульта у
мышей с блокированием eNOS показала сниже-
ние мозгового кровотока и развитие более круп-
ных церебральных инфарктов, чем у мышей с
функционирующим ферментом [37]. Кроме того,
в течение первых 30 мин после окклюзии средней
мозговой артерии (СМА) у крыс введение пред-
шественника NO L-аргинина или нитропруссида
натрия (SNP) и 3-морфолиносиднонимина улуч-
шали мозговой кровоток и предотвращали некроз
тканей [38].

Сосудистая проницаемость. Повышение про-
ницаемости сосудов является одним из ранних
явлений при инсульте. Известно, что негерметич-
ные кровеносные сосуды приводят к отеку, кото-
рый, в свою очередь, затрудняет перфузию и,
следовательно, приводит к более значительной
гибели нейронов. Этот эффект в значительной
степени опосредован действием VEGF-A-VEGFR-2
и пути Src, хотя активация пути PI3K-Akt-eNOS
также играет роль в повышенной проницаемости
ГЭБ, наблюдаемой при остром инсульте [4]. Се-
мейство киназ Src состоит из протоонкогенных
нерецепторных тирозинкиназ. Активация Src ре-
гулируется рядом различных сигналов, включая
действие рецептора VEGF-A. Увеличение фосфо-
рилирования Src во время острой фазы ишемии
связано с VEGF-индуцированной проницаемо-
стью сосудов. Затем активация Src возвращается

к исходному уровню в течение первого дня, преж-
де чем произойдет второе повышение через 3–7
дней после реперфузии [24]. Связь пути Src с
VEGF-A, по-видимому, двунаправленная:
в условиях ишемии; Src может регулировать экс-
прессию VEGF-A, поскольку ингибирование Src
снижает уровни VEGF-A и, следовательно, умень-
шается VEGF-A-индуцированная сосудистая про-
ницаемость. В результате уменьшается отек го-
ловного мозга и уменьшается объем поражения
[39]. С другой стороны, мыши с блокированным
Src, устойчивы к VEGF-индуцированной вазо-
проницаемости и отеку [40].

В контексте опосредованного VEGF-A нару-
шения ГЭБ на ранних стадиях инсульта важным
фактором может быть воспаление. Нейровоспа-
лительная реакция после инсульта способствует
повреждению нейронов, но также играет важную
роль в нейрогенезе, как описано в обзоре Tobin M.K.,
Bonds J.A. et al., 2014. VEGF-A, вероятно, активи-
руется в ответ на воспалительные цитокины в
ЦНС [41]. Однако, необходимы дополнительные
исследования, чтобы выяснить прямое участие
VEGF-A в нейровоспалении после инсульта.

Нейропротекция. Несмотря на название, VEGF-A
действует не только на эндотелий сосудов. Вме-
сто этого VEGF-A действует на несколько других
типов клеток, включая нейроны, что было проде-
монстрировано в многочисленных исследованиях
[42–44]. VEGF-A способствует выживанию ней-
ронов в моделях инсульта на клеточных культу-
рах, включая модель депривации кислорода и
глюкозы [45] и модель эксайтотоксичности [46].
Большинство этих прямых эффектов VEGF-A на
нейроны приписывают активации пути PI3K-Akt,
описанного выше, и каскада митоген-активируе-
мых протеинкиназ (MAPK). In vivo нейропротек-
торные эффекты VEGF-A также были проде-
монстрированы на моделях инсульта в бассейне
средней мозговой артерии. Локальное нанесе-
ние VEGF-A на поверхность реперфузированно-
го мозга уменьшало объем инфаркта у крыс [47].
Кроме того, демонстрируя защитный эффект
VEGF-A, внутрижелудочковая инфузия антитела
против VEGF-A приводила к увеличению объе-
ма поражения [48]. Из исследований in vivo не-
возможно отличить прямое защитное действие
VEGF-A на нейрональные VEGFR от косвен-
ных эффектов, опосредованных эндотелиальны-
ми VEGFR.

Нейрогенез. Нейрогенез у взрослого человека
происходит в двух отделах: субвентрикулярной
зоне боковых желудочков и субгранулярной зоне
зубчатой извилины. Хотя недавнее исследование
[49] поставило под сомнение концепцию взрос-
лого нейрогенеза в субгранулярной зоне челове-
ка, большинство исследований показывают, что
обе ниши являются источниками нейрогенеза
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на протяжении всей взрослой жизни [50–52]. Це-
ребральная ишемия стимулирует нейрогенез в
обеих этих областях [53]. Повышенный уровень
VEGF-A, вероятно, является важным стимулято-
ром, поскольку повышенный уровень VEGF-A
сам по себе индуцирует нейрогенез в обеих этих
областях [54]. У трансгенных мышей со сверхэкс-
прессией VEGF-A повышается не только нейро-
генез, но и миграция новообразованных нейро-
нов в периинфарктную кору [55]. Это говорит о
том, что VEGF-A-индуцированный нейрогенез
может замещать некоторые нейроны, погибшие
во время инсульта. Многие сообщения о нейроге-
незе описывают повышенные уровни маркера
нейральной пролиферации BrdU и маркера не-
зрелых нейронов даблкортина в зубчатой извили-
не гиппокампа в результате увеличения VEGF.
Нейральные стволовые клетки и клетки-предше-
ственники гиппокампа (NSPS) могут даже проду-
цировать VEGF-A для поддержания пула NSPC в
субгранулярной зоне [56].

VEGFR-2 является основным рецептором
VEGF-A, участвующим в нейрогенезе. После це-
ребральной ишемии нейробласты, экспрессиру-
ющие VEGFR-2, мигрируют по сосудам в области
ишемии. Более того, блокирование VEGFR-2
снижало нейрогенез в модели инсульта у живот-
ных [57]. VEGF-A стимулировал размножение
нейральных стволовых клеток, тогда как блоки-
рование активности VEGFR-2 снижало размно-
жение нейральных стволовых клеток. Увеличе-
ние количества мигрирующих и развивающихся
нейронов в полутени коррелирует с VEGF-A и
VEGFR-2. VEGF-A совместно локализуется с
фактором репарации ДНК ERCC6 в нейронах, но
не в астроцитах после инсульта в СМА, предпола-
гая прямую роль в восстановлении нейронов.
Ингибирование астроцитов флюороцитратом сни-
жает VEGF-A-опосредованное увеличение марке-
ров пролиферации нейронов в новообразованных
нейронах после окклюзии СМА, что свидетель-
ствует о том, что VEGF-опосредованное увеличе-
ние новообразованных нейронов вызвано транс-
дифференцировкой астроцитов в нейроны [58].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на ряд публикаций, посвященных

клиническому применению VEGF в качестве
биомаркера прогрессирования после церебраль-
ного инсульта, результаты исследований доволь-
но неоднозначны. В одних исследованиях под-
тверждено увеличение концентрации VEGF-A в
сыворотке крови после инсульта [59], однако в
мета-анализе Ali Seidkhani-Nahal et al., 2021 было
показано, что уровень этого белка статистически
значимо не меняется у больных инсультом по
сравнению с контрольной выборкой [60]. Также
еще предстоит выяснить, как VEGF-A коррели-

руют с его тяжестью. Одно исследование показа-
ло, что повышенный уровень VEGF-A можно
использовать в качестве предиктора улучшения
восстановления после инсульта [61]. Другое ис-
следование, показало, что уровни VEGF-A поло-
жительно коррелируют с тяжестью инсульта при
кардиоэмболическом подтипе инсульта, в то вре-
мя как отрицательная корреляция с неврологиче-
ской тяжестью была обнаружена при атеротром-
ботическом инфаркте головного мозга [59]. Таким
образом, текущие данные затрудняют определе-
ние того, в каких условиях применение VEGF-A
как биомаркера функционального исхода будет
наиболее информативно.

Проблема использования VEGF-A в клиниче-
ских испытаниях, также заключается в разнона-
правленном действии VEGF-A, описанном вы-
ше. С одной стороны, VEGF-A является ключе-
вым регулятором ангиогенеза, нейропротекции и
нейрогенеза. Однако во время острой фазы повы-
шенный уровень VEGF-A вызывает разрушение
ГЭБ, что приводит к нарушению гомеостаза и
отеку головного мозга. Эти вредные эффекты
VEGF-A на целостность сосудов являются прехо-
дящими, так как увеличение VEGF-A после
острой фазы оказывает нейропротекторное дей-
ствие.

Также, прежде чем использовать VEGF-A в
клинических условиях, необходимо определить
временное окно, когда его применение будет наи-
более чувствительно, специфично и точно. Таким
образом, применение VEGF-A как предиктора
исхода ишемического инсульта является актуаль-
ной темой исследования и требует дополнитель-
ной работы в данном направлении.
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Role of VEGF in Angiogenesis and Motor Recovery after Ischemic Stroke
K. S. Kucherovaa, E. S. Korolevaa, and V. M. Alifirovaa

aSiberian State Medical University, Tomsk, Russia

Recent scientific studies indicate that angiogenesis and neurogenesis are interrelated processes that deter-
mine the functional outcome after ischemic stroke. This literature review presents current data on neurovas-
cular interactions in ischemic stroke, describes the role of the family of vascular endothelial growth factors in
the regulation of angiogenesis and neurogenesis, which play a leading role in neuronal survival and neuro-
plasticity. The authors searched the literature on the pathophysiological role of VEGF in acute cerebral isch-
emia using the relevant keywords into the PubMed and Google Scholar search engines, as well as Scopus,
Web of Science, MedLine, The Cochrane Library, EMBASE, Global Health, CyberLeninka, eLibrary, and
other databases. Clinical studies evaluating the role of VEGF in ischemic stroke are in most cases based on
animal models, and their results are ambiguous, which is determined by the versatility of its action. VEGF is
an important regulator of angiogenesis, neuroprotection and neurogenesis, but its negative effect has also
been proven in the form of an increase in the permeability of the BBB and, as a consequence, cerebral edema,
as well as the activation of inflammatory processes. Thus, further study of VEGF is needed to determine its
role in functional recovery after ischemic stroke.

Keywords: ischaemic stroke, vascular endothelial growth factor, angiogenesis, neurogenesis
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Нарушение нейроиммунных регуляторных связей, обусловленное, в частности, изменением функци-
онального фенотипа иммунокомпетентных клеток вследствие хронической интоксикации этанолом
является существенным звеном в патогенезе алкоголизма. Однонаправленное влияние большинства
психоактивных препаратов на клетки нервной и иммунной систем позволяет рассматривать иммуно-
компетентные клетки в качестве модельных объектов для воздействия на межсистемную функцио-
нальную взаимосвязь. На основании собственных приоритетных данных о наличии иммуномоду-
лирующих свойств при хронической алкогольной интоксикации у оригинального антиконвульсан-
та, действующего на молекулярные мишени влияния этанола в ЦНС и иммунной системе, целью
проведенного исследования было оценить центральные эффекты периферически введенных лим-
фоцитов с модулированной in vitro функциональной активностью синтетическим лигандом
ГАМКА-рецепторного комплекса мета-хлорбензгидрилмочевиной у длительно алкоголизирован-
ных животных. В результате проведенных исследований установлено, что трансплантацией пре-
культивированных с указанным антиконвульсантом лимфоцитов у сингенных длительно алкоголи-
зированных реципиентов достигается снижение алкогольной мотивации и стимуляция поведенче-
ской активности в тесте “Открытое поле”. Редактирование характерных для хронической
алкогольной интоксикации паттернов поведения регистрировалось на фоне снижения в патогене-
тически значимых структурах мозга провоспалительных цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-6, ФНО-α, ИФН-γ
и повышения противовоспалительного цитокина ИЛ-10, равно как и повышения уровня BDNF в
гиппокампе, что позволяет рассматривать снижение нейровоспаления и стимуляцию нейропла-
стичности в качестве возможных механизмов редактирования поведения реципиентов. Визуализа-
ция функционально активных лимфоцитов, прекультивированных с мета-хлорбензгидрилмочеви-
ной в паренхиме головного мозга длительно алкоголизированных реципиентов предполагает также
непосредственное влияние введенных лимфоцитов на клетки ЦНС. Таким образом, модулирован-
ные in vitro мета-хлорбензгидрилмочевиной иммунокомпетентные клетки посредством относи-
тельно независимых механизмов оказывают позитивное психонейромодулирующее влияние при
хронической интоксикации этанолом, что позволяет рассматривать адоптивную иммунотерапию в
качестве возможного перспективного метода в лечении алкоголизма.

Ключевые слова: алкоголизм, мета-хлорбензгидрилмочевина, лимфоциты, головной мозг, поведение, ци-
токины, нейротрофический фактор мозга
DOI: 10.31857/S1027813323030123, EDN: YVAMDK

ВВЕДЕНИЕ

Представления о патогенезе алкоголизма пре-
терпели определенную эволюцию в связи с до-
стижениями в области наркологии, биохимии,
нейрохимии и молекулярной биологии; к настоя-
щему времени сформирована концепция о прин-

ципиальном единстве стержневых механизмов
формирования зависимости от психоактивных
веществ [1]. По современным представлениям су-
щественным звеном в патогенезе алкоголизма яв-
ляется нарушение обеспечивающих поддержание
динамического гомеостаза нейроиммунных инте-
гративных связей, характеризующееся дисбалансом
нейромедиаторов и нейромодуляторов в ЦНС, уси-
ленной продукцией аутоантител к нейромедиато-
рам, нарушением центральной и периферической

* Адресат для корреспонденции: 630099 Россия, Новоси-
бирск, ул. Ядринцевская, 14, e-mail: evgeniya_marko-
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продукции цитокинов, эффекты которых опосре-
дуются клеточными элементами нервной и им-
мунной систем [2–7].

Хроническая интоксикация этанолом вызывает
развитие толерантности и зависимости, посред-
ством взаимодействия этанола с ГАМКА/бензоди-
азепиновым рецепторным комплексом
(ГАМКА/БДР) в различных структурах головного
мозга. ГАМКА-рецепторы (ГАМКА-Р), пред-
ставляют основную ингибиторную нейротранс-
миттерную систему в ЦНС и играют центральную
роль в опосредовании эффектов этанола [2, 7–9].
Oписано также наличие функциональных ГАМ-
КА-Р на поверхности иммунокомпетентнеых
клеток, в частности, Т-лимфоцитов. Изменение
активности ГАМКА-Р, аналогично эффектам на
нейрональных клетках, вызывает модуляцию функ-
циональной активности клеток иммунной системы
дозозависимым образом [10, 11]. Хроническая ин-
токсикация этанолом приводит к изменению функ-
ционального фенотипа периферических иммуно-
компетентных клеток, снижает эффективность
клеточного и гуморального иммунного ответа на
инфекцию и вакцинацию, что может быть связано,
в частности, с конверсией фенотипа наивных Т-
лимфоцитов, с сокращением числа CD4 и CD8
субпопуляций лимфоцитов и модуляцией их
функциональной активности. [12–14]. Показано
также увеличение митоген-индуцированной про-
дукции иммунокомпетентными клетками про-
воспалительных цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-6, ИЛ-12,
ФНО-α [3, 5, 7, 14–16]; переход к провоспали-
тельному ответу происходит посредством повы-
шения фосфорилирования p65 субъединицы
NFκB, стимуляции транслокации NFκB в ядро и
большей продукции провоспалительных цитоки-
нов [2, 19]. Механизмы воздействия этанола на
иммунную систему также могут быть реализова-
ны через изменение активности гипоталамо-ги-
пофизарно-надпочечниковой системы, которая,
в свою очередь, находится под регулирующим
влиянием цитокинов как периферического, так и
центрального происхождения [8, 9, 17]. Обращает
на себя внимание установленный факт того, что
при хронической интоксикации этанолом, лим-
фоциты приобретают способность поддержи-
вать/усиливать алкогольную мотивацию [18].

Мишенями действия этанола являются также
бензодиазепиновые рецепторы (БДР). Бензоди-
азепины, связываясь со специфическими местами
на ГАМКА-Р комплексе – бензодиазепиновыми
рецепторами, изменяют его конформацию и аф-
финитет, аллостерически модулируя его функцию,
потенцируя процессы торможения в структурах
мозга, влияющих на активность разных нейроме-
диаторных систем. Хроническое употребление
алкоголя вызывает нейроадаптивные изменения
БДР, модулирующих ГАМКА-Р, что поддерживает
алкогольную аддикцию [19]. В этой связи, приме-

нение искусственных лигандов БДР, оказывающих
модулирующее действие на ГАМКА/БДР, стиму-
лирующих ГАМК-медиацию, проявляющих имму-
номодулирующие свойства, может обеспечить
новый патогенетический подход к терапии алкого-
лизма. Оригинальный антиконвульсант, соедине-
ние мета-хлорбензгидрилмочевина, как установ-
лено, повышает нейромедиацию ГАМК в мозге,
обладая модулирующим действием на нейрональ-
ные рецепторы, в частности ГАМКА/БД-рецептор-
ную систему [19, 20]. Наличие функциональных
ГАМКА-Р на поверхности клеток иммунной си-
стемы, в частности, лимфоцитов обуславливает
также выявленные нами ранее иммуномодулиру-
ющие свойства мета-хлорбензгидрилмочевины,
определяемые состоянием организма; в частно-
сти, при хронической интоксикации этанолом
указанное соединение условиях in vitro ГАМКА-
Р-опосредованным образом снижает повышен-
ную пролиферативную активность лимфоцитов и
повышает их сниженную чувствительность к Т-
клеточному митогену практически до уровня, ха-
рактерного для лимфоцитов интактных животных
[21, 21], что обуславливает позитивный психоней-
роиммуномодулирующий эффект соединения при
хронической интоксикации этанолом при внут-
рижелудочном введении [23, 24]. Однонаправ-
ленное влияние большинства психоактивных
препаратов на ЦНС и иммунную систему позво-
ляет рассматривать иммунокомпетентные клетки
в качестве модельных объектов для воздействия
на межсистемную функциональную взаимосвязь
и позволяет считать перспективным исследова-
ние возможности применения метода адоптив-
ной иммунотерапии для ослабления характерной
для хронического алкоголизма симптоматики.
Весомым аргументом в пользу этого служат резуль-
таты экспериментальных иммунонейробиологиче-
ских исследований, продемонстрировавших тормо-
жение усиленного потребления этанола алкоголи-
зированными мышами после адоптивного переноса
им спленоцитов, инкубированных in vitro с антите-
лами к серотонину [18]. В лаборатории нейроимму-
нологии НИИФКИ также ранее было показано по-
зитивное психонейроиммуномодулирующее влия-
ние адоптивного переноса иммунокомпетентных
клеток при поведенческих расстройствах, в том
числе и индуцированных хронической интоксика-
цией психоактивным веществом [25–28]. Способ-
ность лимфоцитов после адоптивного переноса мо-
дулировать поведение и когнитивные функции, в
том числе и путем непосредственного контакта с
клетками ЦНС, в последние годы показана также
и другими исследователями [29–32]. Принимая во
внимание тот факт, что одним из патогенетических
механизмов хронической алкогольной интокси-
кации является изменение функциональной ак-
тивности иммунных клеток и приобретение лим-
фоцитами способности переносить алкогольную
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мотивацию [18], подтвержденной и в собственных
исследованиях (данные не приводятся), методом
выбора в лечении алкоголизма, может стать имму-
нотерапия аутологичными лимфоцитами с экстра-
корпорально модулированной лигандом ГАМКА-Р
функциональной активностью.

В связи с вышеизложенным, целью настояще-
го исследования было оценить центральные эф-
фекты периферически введенных лимфоцитов с
модулированной in vitro функциональной актив-
ностью синтетическим лигандом ГАМКА-Р мета-
хлорбензгидрилмочевиной у длительно алкого-
лизированных животных.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные и модель хрони-
ческой алкогольной интоксикации. Исследование
выполнено на мышах-самцах (CBA × C57BL/6)F1
9.5–10-месячного возраста, полученных в возрасте
3-х месяцев из питомника НИЛЭМ (г. Томск).
Животных содержали в условиях лабораторного
вивария в клетках по 5–10 особей в каждой, на
стандартной диете, при естественном световом ре-
жиме. Исследования с животными проводились в
соответствии с законодательством Российской Фе-
дерации, положениями Директивы 2010/63/EU Ев-
ропейского парламента и совета Европейского
Союза от 22.09.2010 г. по охране животных, исполь-
зуемых в научных целях, требованиями и рекомен-
дациями Руководства по содержанию и использо-
ванию лабораторных животных и были одобрены
на заседании локально-этического комитета НИ-
ИФКИ (протокол заседания № 139 от 30.05.2022 г.).

Учитывая наличие в популяции самцов (CBA ×
× C57BL/6)F1 особей с активным и пассивным
типами поведения, различающимися по уровню
потребления этанола [23, 24], с целью формирова-
ния однородных групп экспериментальных живот-
ных все мыши были предварительно протестиро-
ваны в “открытом поле”, и в исследование были
включены только особи со средним уровнем ориен-
тировочно-исследовательского поведения (ОИП).
Для моделирования хронической алкогольной
интоксикации использовали метод принудитель-
ного спаивания, при котором мыши были вынуж-
дены употреблять 10% раствор этанола в качестве
единственного источника жидкости на протяже-
нии 6 месяцев. Формирование зависимости от
этанола оценивалось путем однократной инъекции
налоксона (3 мг/кг, подкожно) с последующей ви-
зуальной регистрацией признаков “синдрома отме-
ны” (корчи, судороги, скрежет зубами, отряхива-
ния “мокрой собаки”, птоз, диарея).

Вещество. В качестве модулятора функцио-
нальной активности лимфоцитов длительно ал-
коголизированных мышей in vitro использовалось
оригинальное соединение, мета-хлорбензгидрил-

мочевина, являющееся синтетическим лигандом
ГАМКА-Р, нециклическим аналогом фенобарбиту-
ратов с выявленными противосудорожными и им-
муномодулирующими свойствами [19–24]. Соеди-
нение синтезировано в проблемной научно-иссле-
довательской лаборатории синтеза лекарственных
средств Национального исследовательского Том-
ского политехнического университета в процессе
поиска высокоэффективных антиконвульсантов.

Подготовка и трансплантация лимфоцитов. В
качестве доноров и реципиентов иммунокомпе-
тентных клеток использовались длительно алкого-
лизированные мыши-самцы (CBA × C57BL/6)F1.
Животных-доноров забивали путем цервикаль-
ной дислокации; в стерильных условиях вскрывали
брюшную полость, извлекали селезенку, очища-
ли от соединительной ткани и помещали во фла-
коны с охлажденной до 40°С средой RPMI-1640
(5 мл на селезенку). Выделение селезеночных
лимфоцитов производили путем перфузии селе-
зенки с последующим удалением эритроцитов
методом гемолитического шока и макрофагаль-
ной фракции спленоцитов адгезией на пластике в
течение двух часов при температуре 37°С. Получен-
ная суспензия на 88–93% состояла из лимфоидных
клеток. Жизнеспособность клеток оценивалась по
включению трипанового синего и составляла 93–
95%. Далее селезеночные лимфоциты ресуспен-
зировали в неполной среде RPMI-1640 (Sigma) и
подвергали in vitro инкубации с мета-хлор-
бензгидрилмочевиной в концентрации 10 мкг/мл
течение 30 мин. Затем производили трехкратную
отмывку лимфоцитов от соединения в физиоло-
гическом растворе и ресуспензировали клетки в
среде RPMI-1640. Прекультивированные с мета-
хлорбензгидрилмочевиной лимфоциты вводили
внутривенно сингенным длительно алкоголизи-
рованным реципиентам (15 × 106 клеток на одно
животное). В качестве отрицательного контроля
использовали длительно алкоголизированных мы-
шей и сингенных реципиентов, которым были вве-
дены лимфоциты, прекультивированные в анало-
гичных условиях эксперимента, но в отсутствии
мета-хлорбензгидрилмочевины. В качестве по-
ложительного контроля использовали интактных
животных соответствующего возраста.

Поведенческое тестирование. Алкогольную мо-
тивацию оценивали по потреблению 10% раство-
ра этанола в условиях свободного выбора с водой
(двух-бутылочный оральный тест). Потребление
10% раствора этанола и воды длительно алкоголи-
зированными мышами-реципиентами регистриро-
валось ежедневно в 10 ч утра в течение 7 дней, начи-
ная с первого дня после клеточной транспланта-
ции. Для этого в каждой клетке находились две
поилки (с водой и 10% раствором этанола) для того,
чтобы мыши могли потреблять жидкости в зависи-
мости от индивидуальной потребности. Контроль-
ные животные (длительно алкоголизированные и
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интактные) находились в аналогичных условиях
эксперимента.

ОИП животных оценивали в тесте “Открытое
поле” [33], для этого использовалась стандартная
установка, которая представляет собой камеру
размером 100 × 100 см, с высокими бортами (40 см).
Пол установки расчерчен на равные сектора (10 ×
× 10 см), предназначенные для визуальной реги-
страции двигательной активности эксперимен-
тальных животных. Освещение осуществлялось с
помощью бестеневой лампы мощностью 100 Вт,
которая расположена над центром поля на высоте
100 см. Животное помещалось в угол камеры, и
регистрировалась его моторная и исследователь-
ская активность в течение 5 мин с интервалом в
1 мин. Для оценки исследовательской активно-
сти подсчитывалось количество вертикальных
стоек (свободных и пристеночных – с опорой на
борт камеры); для оценки моторной активности –
количество пересеченных центральных и перифе-
рических квадратов поля. Эмоциональная реактив-
ность определялась по количеству фекальных бо-
люсов. Все эксперименты проводились в период с
10 до 14 ч.

Определение уровня цитокинов в головном мозге.
Количественное содержание цитокинов определя-
ли в лизатах патогенетически значимых структур
головного мозга сингенных длительно алкоголи-
зированных реципиентов иммунокомпетентных
клеток (гиппокамп, гипоталамус, стриатум, фрон-
тальная кора). Лизаты указанных структур голов-
ного мозга получали путем гомогенизирования
тканей в среде RPMI-1640 с добавлением 0.1%
Triton X-100 (GERBU Biotechnik GmbH), с после-
дующим центрифугированием в течение 3 мин
при 10000 об./мин. Надосадочную жидкость ис-
пользовали для исследования. Содержание цитоки-
нов в исследуемых образцах оценивали методом
ИФА (ELISA) с использованием специфических
тест-систем “eBioscience” (BenderMed Systems,
Austria) для определения ИФН-γ, ИЛ-6 и “R&D
Systems Inc.” (USA) для определения ИЛ-1β, ИЛ-10,
ФНО-α в соответствии с инструкцией фирм-про-
изводителей. Оптическую плотность исследуемых
образцов измеряли при помощи спектрофотомет-
ра с вертикальным прохождением света Anthos 2020
(“AnthosLabtec”, Ausria) при длине волны 450 нм.
Результаты представлены в виде массовой кон-
центрации (пг) на мг ткани.

Определение количественного содержания ней-
ротрофического фактора в головном мозге. Коли-
чественное содержание нейротрофического фак-
тора BDNF в головном мозге сингенных длительно
алкоголизированных реципиентов определяли в
супернатантах лизатов отдельных структур мозга,
для которых показана наиболее выраженная экс-
прессия фактора (гиппокамп, фронтальная кора)
методом ИФА (ELISA) с использованием специ-

фической тест-системы “R&D Systems Inc.”
(USA) в соответствии с инструкцией фирмы-про-
изводителя.

Выделение и проточная цитофлуориметрия лим-
фоцитов головного мозга. Для выявления введен-
ных внутривенно лимфоцитов в ткани головного
мозга сингенных длительно алкоголизированных
реципиентов была проведена прижизненная окрас-
ка прекультивированных с мета-хлорбензгидрил-
мочевиной лимфоцитов витальным красителем
CFSE (Invitrogen, USA) по методике фирмы-произ-
водителя. Длительно алкоголизированных реципи-
ентов забивали путем цервикальной дислокации на
3 сутки после трансплантации лимфоцитов с после-
дующим выделением головного мозга. Клеточную
суспензию ткани головного мозга перед проведе-
нием цитометрического исследования разделяли
на трехступенчатом градиенте перколла (Sigma)
по описанной методике для обогащения образцов
лимфоцитарной фракцией [34]. Цитометриче-
ский анализ проводили с помощью проточного
цитофлюориметра “BD FACSVerse” и программ-
ного обеспечения “BD FACSuite”.

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческуюобработку данных проводили с помощью
пакета программ SPSS 11.0. При анализе количе-
ственных данных проверку на нормальность рас-
пределения фактических данных проводили с по-
мощью критерия Шапиро–Уилка. Для каждой из
непрерывных величин определяли среднее (М) и
стандартное отклонение (SD). При проведении
сравнений независимых выборок, при числе
групп = 2 в случае нормального распределения и
равных дисперсий в группах применяли t-крите-
рий Стьюдента для независимых наблюдений;
при отклонении распределения от нормального
применяли критерий Манна–Уитни. Для множе-
ственного сравнения показателей использовали
критерий Крускала–Уоллиса. Критический уро-
вень значимости при проверке статистических ги-
потез в исследовании принимался p ≤ 0.05. Объем
выполненных исследований позволял оценить
результаты с достоверностью 95-99% при использо-
вании соответствующих статистических методов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В процессе проведенного исследования уста-

новлено, что внутривенное введение сингенных
лимфоцитов, прекультивированных с мета-хлор-
бензгидрилмочевиной, снижает алкогольную мо-
тивацию у длительно алкоголизированных син-
генных реципиентов, на что указывает снижение
потребления указанными животными 10% раствора
этанола в условиях свободного выбора с водой
(рис. 1). В течение 7 дней тестирования среднесу-
точное потребление раствора этанола в группе кон-
трольных интактных животных аналогичного воз-
раста составило 0.6 ± 0.6 мл/день/мышь; в группе
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контрольных длительно алкоголизированных жи-
вотных – 6.9 ± 1.1 мл/день/мышь (р < 0.01); в груп-
пах длительно алкоголизированных реципиентов
среднесуточное потребление этанола составило:
после внутривенного введения сингенных лим-
фоцитов, прекультивированных без мета-хлор-
бензгидрилмочевины (Реципиенты 1) – 6.7 ± 2.7 мл/
день/мышь (р > 0.05 по сравнению с контрольны-
ми длительно алкоголизированными мышами;
р < 0.01 по сравнению с контрольными интактны-
ми мышами); после внутривенного введения син-
генных лимфоцитов, прекультивированных с ме-
та-хлорбензгидрилмочевиной (Реципиенты 2) –
2.4 ± 1.5 мл/день/мышь (р < 0.05 по сравнению с
контрольными группами длительно алкоголизи-
рованных мышей, интактных мышей и группы
“Реципиенты 1”).

Анализ поведения в “открытом поле” длитель-
но алкоголизированных реципиентов сингенных
лимфоцитов, прекультивированных с мета-хлор-
бензгидрилмочевиной, выявил повышение дви-
гательной активности как в периферических, так
и в центральных квадратах поля, а также манеж-
ного бега (повышение количества стоек с опорой
на стенку поля), что свидетельствует о стимуля-
ции ОИП (табл. 1). Обращает на себя внимание
тот факт, что после трансплантации прекульти-
вированных с мета-хлорбензгидрилмочевиной
лимфоцитов у сингенных длительно алкоголизиро-
ванных реципиентов наиболее выраженный эф-
фект наблюдался в отношении стимуляции мотор-
ного компонента поведения, при этом не было вы-
явлено существенного изменения эмоциональной
реактивности реципиентов, оцененной по числу
фекальных болюсов (данные не приводятся). До-
стоверных различий как в количестве потребляе-
мого раствора этанола, так и в параметрах ОИП у
реципиентов после трансплантации прекультиви-
рованных в отсутствие мета-хлорбензгидрилмоче-
вины иммунокомпетентных клеток по сравнению с
контрольной группой длительно алкоголизирован-
ных мышей не выявлено, что свидетельствует в
пользу того, что именно рецептор-опосредованное
взаимодействие мета-хлорбензгидрилмочевины с
ГАМКА-рецепторным комплексом лимфоцитов
длительно алкоголизированных мышей, путем
выявленной нами ранее модуляции функцио-
нальной активности клеток [21], обуславливает
продемонстрированный эффект редактирования
периферически введенными иммунокомпетент-
ными клетками характерных для хронической
интоксикации этанолом поведенческих паттернов.

Хроническая интоксикация этанолом, как из-
вестно, приводит к нейровоспалению и нейроде-
генерации [2, 3, 4, 7, 35–37]. Нейровоспаление,
характерное для хронического алкоголизма, обу-
словлено как прямым взаимодействием этанола с
нейрональными и иммунными клетками мозга,
так и с индукцией воспаления на периферии. Так,

потребление этанола вызывает продолжительную
активацию микроглии преимущественно в гип-
покампе, опосредованную Toll-like рецепторами
(TLRs) [3, 5, 7, 38, 39]. Выявлен также альтерна-
тивный путь активации TLR-4, опосредованный
ГАМКА-рецепторами, являющимися основной
мишенью действия этанола [40]. Хроническое
воздействие этанола приводит к усиленной про-
дукции провоспалительных цитокинов ИЛ-1β,
ИЛ-6, ИЛ-12, ФНО-α, ИФН-γ и повышению
проницаемости гематоэнцефалического барьера
[4, 5, 7, 15, 16, 37, 38]. Периферические цитокины,
продуцируемые иммунокомпетентными клетка-
ми, проникая через гематоэнцефалический ба-
рьер, также оказывают модулирующее влияние
на цитокиновую сеть мозга, а затем, посредством
влияния на нейроэндокринные функции, нейро-
трансмиттерные системы и нейрональную актив-
ность вовлекаются в патофизиологические меха-
низмы алкоголизма.

При исследовании количественного содержа-
ния патогенетически значимых цитокинов в от-
дельных структурах головного мозга длительно
алкоголизированных реципиентов после транс-
плантации сингенных лимфоцитов, прекультиви-
рованных с мета-хлорбензгидрилмочевиной, было
зарегистрировано снижение провоспалительных
цитокинов ИЛ-1β, ИЛ-6 и ФНО-α в гипоталамусе,
стриатуме и фронтальной коре, а также ИФН-γ в

Рис. 1. Накопительное потребление 10% раствора
этанола длительно алкоголизированными самцами
(CBA × C57BL/6)F1 после внутривенного введения
сингенных лимфоцитов, модулированных in vitro мета-
хлорбензгидрилмочевиной. Примечания: Представле-
но среднесуточное потребление этанола (мл/мышь),
начиная с 1-го дня после внутривенного введения
лимфоцитов в условиях свободного выбора с водой.
1– интактные животные. 2 – длительно алкоголизи-
рованные реципиенты после введения сингенных
лимфоцитов, прекультивированных с мета-хлор-
бензгидрилмочевиной (Реципиенты 2).  3 – длитель-
но алкоголизированные реципиенты после введения
сингенных лимфоцитов, прекультивированных без
мета-хлорбензгидрилмочевины (Реципиенты 1).  4 –
длительно алкоголизированные животные.
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гипоталамусе, стриатуме и гиппокампе; при этом
выявлено повышение противовоспалительного
цитокина ИЛ-10 в гипоталамусе и гиппокампе
(рис. 2), что указывает на снижение нейровоспале-
ния. Исследования с использованием животных
моделей показали, что нейровоспаление способ-
ствует поддержанию алкогольной зависимости [3,
7, 41], Провоспалительные цитокины, являются
также триггерами депрессивно-подобного пове-
дения при алкоголизме, в том числе и путем мо-
дуляции активности ГАМКА-Р в нейронах коры,
гиппокампа и стриатума. В силу чего, установ-
ленная в настоящем исследовании модуляция
цитокинового фона в этих структурах головного
мозга может являться одним из механизмов проде-
монстрированной выше стимуляции двигательной
активности длительно алкоголизированных реци-
пиентов модулированных оригинальным антико-
ныульсантом иммунокомпетентных клеток.

Существует мнение о том, что, что при хрони-
ческом алкоголизме нейровоспаление ассоции-
ровано со снижение уровня мозгового нейротро-
фического фактора BDNF, вызывающего не
только нарушения нейропластичности, но и яв-
ляющегося причиной перехода от случайного
употребления алкоголя к компульсивному [7, 41–
43]. BDNF, белок из класса цитокинов, семейства
факторов роста и подсемейства нейротрофинов;
выявляющийся в глиальных и преимущественно
в нейрональных клетках, является одним из факто-
ров, поддерживающих дифференциацию, созрева-

ние и выживаемость нейронов в нервной системе,
угнетающих клеточный апоптоз и проявляющих
нейропротекторный эффект в неблагоприятных
условиях; при хронической интоксикации этанолом
наблюдается неадаптивная пластичность, обуслов-
ленная снижением уровня BDNF [44, 45]. Вышеиз-
ложенное послужило основанием для исследования
содержания BDNF в патогенетически значимых
структурах головного мозга у длительно алкоголи-
зированных реципиентов после трансплантации
сингенных лимфоцитов с модулированной мета-
хлорбензгидрилмочевиной функциональной ак-
тивностью. Наиболее выраженная экспрессия
BDNF показана в гиппокампе и фронтальной ко-
ре [45], где и было определено его количествен-
ное содержание.

В результате проведенных исследований уста-
новлено, что хроническая интоксикация этано-
лом привела, как и ожидалось, к снижению уров-
ня BDNF в обеих исследованных структура го-
ловного мозга; при этом наиболее выраженное
снижение нейротрофического фактора регистри-
ровалось в гиппокампе. После трансплантации
модулированных in vitro оригинальным антикон-
вульсантом лимфоцитов у сингенных длительно
алкоголизированных реципиентов регистриро-
валось повышение количественного содержания
BDNF в гиппокампе (табл. 2), свидетельствующее о
стимуляции процессов нейропластичности. При-
нимая во внимание тот факт, что BDNF может вы-
ступать в качестве эндогенного отрицательного ре-

Таблица 1. Показатели поведения в тесте “открытое поле” длительно алкоголизированных самцов (CBA ×
× C57BL/6)F1 после внутривенного введения сингенных лимфоцитов, модулированных in vitro мета-хлор-
бензгидрилмочевиной

Примечания: Реципиенты 1 – длительно алкоголизированные реципиенты после трансплантации сингенных спленоцитов,
прекультивированных без мета-хлорбензгидрилмочевины. Реципиенты 2 – длительно алкоголизированные реципиенты по-
сле трансплантации сингенных спленоцитов, прекультивированных с мета-хлорбензгидрилмочевиной. Тестирование про-
изводилось на 3 сутки после трансплантации клеток. Результаты представлены в виде M ± SD; n = 22–25 в каждой группе; *
p < 0.05, ** p < 0.01 по сравнению с интактными животными; # p < 0.01 по сравнению с длительно алкоголизированными жи-
вотными.

Группа

Горизонтальная двигательная
активность

Вертикальная двигательная 
активность

перифери-
ческая центральная суммарная свободная с опорой

на стенку суммарная

Интактные животные 45.2 ± 4.5 7. 0 ± 0.4 52,2 ± 4.9 1.3 ± 0.2 3.8 ± 0. 3 5.1 ± 0.5

Длительно алкоголизированные 
животные 11.3 ± 1.5** 0** 11.3 ± 1. 5** 0** 0** 0**

Реципиенты 1 15.9 ± 3.7** 0** 15.9 ± 3. 7** 0** 0** 0**

Реципиенты 2 42 8 ± 3.7# 5.3 ± 0.7#* 48.1 ± 4.4#* 0** 2 6 ± 0.4*# 2.6 ± 0.4#*
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гулятора потребления этанола и рассматривается
как потенциальный фактор устойчивости к немо-
тивированному употреблению алкоголя [44], ло-
гично предположить, что повышение уровня BD-
NF и нейропластичности в гиппокампе является
одним из механизмов продемонстрированного эф-
фекта лимфоцитов, модулированных мета-хлор-
бензгидрилмочевиной, направленного на сниже-
ние алкогольной мотивации у длительно алкого-
лищированных реципиентов
иммунокомпетентных клеток.

Имеются также данные о том, что не только
цитокины, но и иммунокомпетентные клетки мо-
гут проникать в головной мозг и изменять функци-
ональное состояние ЦНС, включая редактирова-
ние поведения, путем непосредственного контакта

с клетками головного мозга [34–37]. Обусловленая
нейровоспалением повышенная проницаемость
гематоэнцефалического барьера при хрониче-
ской алкогольной интоксикации предполагает и
этот механизм реализации выявленных цен-
тральных эффектов трансплантированных лим-
фоцитов. Подтверждением чему служит визуа-
лизация функционально активных лимфоцитов,
прекультивированных с мета-хлорбензгидрил-
мочевиной в паренхиме головного мозга длитель-
но алкоголизированных реципиентов (рис. 3). Доля
меченных лимфоцитов, зафиксированная в мозге
реципиентов, составляет примерно 0.5% от обще-
го числа лимфоцитов головного мозга, причем на
момент тестирования (3 сутки после системного
введения клеток) регистрируются, как минимум,

Рис. 2. Содержание цитокинов (пг/мл) в структурах головного мозга длительно алкоголизированных реципиентов
(CBA × C57BL/6)F1 после внутривенного введения сингенных лимфоцитов, модулированных in vitro мета-хлор-
бензгидрилмочевиной. Примечания: 1 – гипоталамус; 2 – стриатум; 3 – гиппокамп; 4 – фронтальная кора. Ряд 1 –
образцы супернатантов лизатов соответствующей структуры головного мозга длительно алкоголизированных живот-
ных. Ряд 2 – образцы супернатантов лизатов соответствующей структуры головного мозга длительно алкоголизиро-
ванных реципиентов после введения сингенных лимфоцитов, прекультивированных без мета-хлорбензгидрилмоче-
вины (Реципиенты 1). Ряд 3 – образцы супернатантов лизатов соответствующей структуры головного мозга длительно
алкоголизированных реципиентов после введения сингенных лимфоцитов, прекультивированных с мета-хлор-
бензгидрилмочевиной (Реципиенты 2). Результаты представлены в виде M ± SD.; n = 10 в каждой группе; * p < 0.05
между соответствующими показателями в группах реципиентов клеток.
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две четко выраженных генерации лимфоцитов
(рис. 3, цитограмма б), свидетельствующие об их
выраженной пролиферативной активности, что
убедительно свидетельствует о том, что введенные
иммунокомпетентные клетки в мозге функцио-
нально активны и показанные выше центральные
эффекты могут быть, в том числе, и результатом не-
посредственного влияния модулированных мета-
хлорбензгидрилмочевиной лимфоцитов на ЦНС.

Следовательно, анализ данных литературы в
совокупности с результатами собственных иссле-
дований, позволяет рассматривать существование
комплекса относительно независимых механизмов
реализации выявленных в исследовании централь-
ных эффектов системно введенных иммунокомпе-
тентных клеток с измененной ex vivo оригинальным

антиконвульсантом функциональной активно-
стью у сингенных длительно алкоголизирован-
ных реципиентов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, модулированные in vitro ориги-

нальным антиконвульсантом мета-хлорбензгид-
рилмочевиной иммунокомпетентные клетки после
внутривенного введения длительно алкоголизи-
рованным сингенным реципиентам оказывают
позитивный психонейромодулирующий эффект,
проявляюшийся в редактировании характерных
для хронической интоксикации этанолом паттер-
нов поведения на фоне снижения нейровоспаления
и стимуляции нейропластичности, что служит экс-

Таблица 2. Содержание BDNF (пг/мл) в структурах головного мозга длительно алкоголизированных самцов
(CBA × C57BL/6)F1 после трансплантации сингенных лимфоцитов, модулированных in vitro мета-хлорбензгид-
рилмочевиной

Примечания: Реципиенты 1 – длительно алкоголизированные реципиенты после трансплантации сингенных спленоцитов,
прекультивированных без мета-хлорбензгидрилмочевины. Реципиенты 2 – длительно алкоголизированные реципиенты по-
сле трансплантации сингенных спленоцитов, прекультивированных с мета-хлорбензгидрилмочевиной. Результаты пред-
ставлены в виде M ± SD. n = 6 в каждой группе; * p < 0.05 по сравнению с интактными животными; ≠ p < 0.05 по сравнению
с длительно алкоголизированными животными и группой “Реципиенты 1”.

Структура мозга Интактные 
животные

Длительно 
алкоголизированные 

животные
Реципиенты 1 Реципиенты 2

Фронтальная кора 112.1 ± 11.3 93.9 ± 5.4* 91.7 ± 6.9* 90.7 ± 7.8*

Гиппокамп 115.9 ± 9.1 83.9 ± 7.2* 86.4 ± 9.3* 113.4 ± 6.2≠

Рис. 3. Цитограмма лимфоцитарной фракции клеток головного мозга длительно алкоголизированных реципиентов
(CBA × C57BL/6)F1 после внутривенного введения меченных CFSE сингенных лимфоцитов, модулированных in vitro
мета-хлорбензгидрилмочевиной. Примечания: а – диаграмма фронтального-бокового рассеяния, [cell] – область им-
фоцитарного облака. б – диаграмма бокового рассеяния против CFSE, гейтирована по области [cell] цитограммы а,
предназначена для выявления относительного содержания меченных CFSE лимфоцитов от общего числа лимфоцитов.
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Central Effects of Peripherically Introduced Immune Cells Modulated by an Original 
Anticonvulsant in Experimental Alcoholism

E. V. Markovaa, I. V. Savkina, E. V. Serenkoa, M. A. Knyazhevaa, and Yu. A. Shevchenkoa

a Federal State Budgetary Scientific Institution “Research Institute
of Fundamental and Clinical Immunology”, Novosibirsk, Russia

Violation of neuroimmune regulatory interrelation, caused, in particular, by a change in the immune cell’s
functional phenotype due to chronic ethanol intoxication, is an essential link in the pathogenesis of alcohol-
ism. The unidirectional influence of most psychoactive drugs on the cells of the nervous and immune systems
allows to consider immune cells as model objects for influencing intersystem functional interrelation. Based
upon our own priority data on the presence of immunomodulatory properties in chronic alcohol intoxication
at the original anticonvulsant acting on the molecular targets of ethanol influence in the central nervous sys-
tem and the immune system, the aim of the present study was to evaluate the central effects of peripherally
injected lymphocytes with in vitro modulated functional activity by a synthetic ligand of the GABAA-receptor
complex meta-chlorobenzhydrylurea in long-term alcoholized animals. It was shown that transplantation of
lymphocytes pre-cultivated with the anticonvulsant in syngeneic long-term alcoholic recipients achieves a
decrease in alcohol motivation and stimulation of behavioral activity in the “open field” test. Editing of be-
havioral patterns characteristic for chronic alcohol intoxication was recorded against the background of a de-
crease in pathogenetically significant brain structures of pro-inflammatory cytokines IL-1β, IL-6, TNF-α,
IFN-γ and an increase in the anti-inflammatory cytokine IL-10, as well as an increase in the level of BDNF
in the hippocampus, which allows us to consider a decrease in neuroinflammation and stimulation neuro-
plasticity as possible mechanisms for editing the behavior of recipients. Visualization of functionally active
lymphocytes pre-cultured with meta-chlorobenzydrylurea in the brain’s parenchyma of long-term alcohol-
ized recipients also suggests a direct effect of injected lymphocytes on CNS cells. Thus, immune cells mod-
ulated in vitro with meta-chlorobenzydrylurea by relatively independent mechanisms have positive psycho-
neuromodulating effects in chronic ethanol intoxication, which makes it possible to consider adoptive immu-
notherapy as a promising method in the treatment of alcoholism.

Keywords: alcoholism, meta-chlorobenzhydrylurea, lymphocytes, brain, behavior, cytokines, brain-derived neu-
rotrophic factor
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Диабетическая периферическая невропатия (ДПН) является наиболее частым осложнением диабе-
та и связана со значительной заболеваемостью и смертностью. Патофизиологические механизмы,
приводящие к развитию ДПН, исследованы не в полной мере и до сих пор являются дискутабель-
ными. В настоящее время обсуждаются иммуноопосредованные механизмы ее развития. Целью
представленной работы явилось изучение содержания ФНО-α в сыворотке крови пациентов с СД2,
осложненным ДПН и оценка значения данного фактора в развитии и прогрессировании ДПН.
Проведено открытое сравнительное исследование с участием 83 больных СД2 разной продолжи-
тельности течения. У пациентов с клинической манифестацией ДПН и длительным течением СД2
(2 группа) уровень ФНО-α был значимо выше в сравнении с пациентами СД2 и длительностью
ДПН менее 2 лет, также обе исследуемых группы пациентов с СД2 и ДПН отличались высоким
уровнем ФНО-α в сравнении с группой контроля. Полученные результаты свидетельствуют о более
агрессивном иммуноопосредованном процессе, развивающемся при более длительном течении
СД2 и вносящему свой негативный вклад в функционирование периферического нервного волокна.

Ключевые слова: сахарный диабет 2 типа, диабетическая периферическая полинейропатия, фактор
некроза опухоли- , ФНО-
DOI: 10.31857/S1027813323040210, EDN: ORYTBS

Осложнения сахарного диабета 2 типа (СД2)
обусловливают рост заболеваемости, инвалидно-
сти и смертности и представляют угрозу для эко-
номики всех стран [1].

Диабетическая периферическая невропатия
(ДПН) является наиболее частым осложнением
диабета и связана со значительной заболеваемо-
стью и смертностью. ДПН характеризуется про-
грессирующей дистально-проксимальной деге-
нерацией периферических нервов, что приводит
к боли, слабости мышц и возможной потере чув-
ствительности [2].

Диабетическая нейропатия является широко
распространенным осложнением СД2, поражаю-
щим более 50% людей с диабетом. Могут разви-
ваться различные типы заболеваний перифериче-
ских нервов, наиболее частым из которых являет-

ся дистальная симметричная полинейропатия,
поражающая нервные волокна конечностей би-
латерально, симметрично и прогрессирующая в
дистально-проксимальном направлении [3].

В целом патологический процесс при ДПН не-
специфичен, а многочисленные исследования
указывают на его полиэтиологическую природу:
в основе развития диабетической нейропатии и
других осложнений СД, лежит комплекс метабо-
лических, сосудистых и генетических факторов
риска. В то же время патофизиологические меха-
низмы, приводящие к развитию диабетической
полинейропатии, исследованы не в полной мере
и до сих пор является дискутабельными, включая
и роль факторов неспецифического воспаления [4].

Основной этиологической причиной ДН на
сегодняшний день считается гипергликемия (как
хроническая, так и эпизодическая), запускающая
каскад клеточных патологических процессов по-
средством активизации альтернативных путей

α α
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окисления глюкозы, формирования оксидатив-
ного и нитрозативного стресса, вовлечения ро-
стовых и сосудистых факторов [5]. Ожирение,
часто коморбидное СД2, входящее в понятие ме-
таболического синдрома – второй наиболее важ-
ный метаболический фактор риска развития ней-
ропатии [6], другие независимые факторы риска
включают возраст, длительность нарушений уг-
леводного обмена, курение, артериальную гипер-
тензию, гипертриглицеридемию, потребление ал-
коголя, высокий рост [5–7].

Интенсивный контроль и коррекция уровня
глюкозы в крови далеко не всегда позволяет до-
биться полного устранения метаболических и
сосудистых нарушений, возникших вследствие
СД2. Строгий контроль уровня глюкозы позволя-
ет значительно снизить частоту возникновения
ДНП при СД1, но практически не влияет на
аналогичное состояние при СД2 (которым стра-
дает около 90% больных), несмотря на более чем
10-летний контроль уровня глюкозы, что указы-
вает на различные механизмы, лежащие в основе
ДНП при каждом расстройстве. Также все чаще в
качестве патогенного фактора, способствующего
развитию нейропатии при СД2, наряду с гипергли-
кемией, рассматривается дислипидемия. Микро-
ангиопатия является фундаментальной патологией
диабета, при которой развивается эндотелиаль-
ная дисфункция (в том числе и в vasa neurorum),
приводящая к нарушению вазодилатации за счет
многих факторов, что также играет роль в разви-
тии ДНП.

Многочисленные исследования свидетельству-
ют, что повреждающее действие на нервное во-
локно оказывает не только факт хронической
гипергликемии, дислипидемии и микроангиопа-
тии, но и механизмы развития и поддержания не-
специфического воспаления. В настоящее время
обсуждаются иммуноопосредованные механиз-
мы ее развития.

Повышение концентрации циркулирующих в
крови маркеров воспаления у больных СД2 и дли-
тельным анамнезом ДПН подтверждает гипотезу
возможного вклада в развитие нейропатии неспе-
цифического воспаления. Имеющиеся в литера-
туре немногочисленные данные, указывают на
возможную роль некоторых цитокинов в патоге-
незе поражения периферических нервных воло-
кон [6, 7]. Доклинические исследования показали,
что жировая ткань продуцирует фактор, подавля-
ющий действие инсулина – это фактор некроза
опухоли-альфа (ФНО-α), путем ингибирования
тирозинкиназного рецептора к инсулину и умень-
шения экспрессии гена, ответственного за синтез
транспортера глюкозы (ГЛЮТ-4).

Также ФНО-α играет роль в развитии неспе-
цифического воспаления при ряде аутоиммун-
ных и системных процессов, однако роль его в за-
пуске, поддержании и прогрессировании повре-
ждения нервного волокна при СД2 недостаточно
ясна. ФНО-α относится к классу цитокинов –
белков, которые вырабатываются различными
клетками иммунной системы для регуляции ком-
плекса межклеточных взаимодействий при им-
мунном ответе. ФНО-α – гликопротеин с моле-
кулярной массой 17400 кДа. Он продуцируется
макрофагами, эозинофилами и естественными
киллерами (14% лимфоцитов). У здоровых людей
сыворотке крови ФНО-альфа практически не
определяется, у больных же СД2 типа содержание
ФНО-α в сыворотке крови повышено [8, 9].

Установлено, что ФНО-α, участвующий во
многих патологических процессах, приводящих к
изменениям в сосудистой стенке, к дефициту
секреции и действию инсулина, также приводит к
нарушению функции периферических нервов
(ремоделированию нервного волокна) посред-
ством уменьшения экспрессии фактора роста
нервов [10, 11].

Согласно современным данным, уже на этапе
предиабетических нарушений углеводного обме-
на, имеет место повреждение нервного волокна,
вероятно и разная длительность нарушенного уг-
леводного обмена при СД2 также взаимосвязана с
интенсивностью неспецифического воспаления,
что может манифестировать разным уровнем сы-
вороточного ФНО-α. Именно эта гипотеза легла
в основу нашего исследования [12].

Цель исследования: изучить содержание ФНО-α
в сыворотке крови пациентов с СД2, осложнен-
ным ДПН и оценить значение данного фактора в
развитии и прогрессировании ДПН.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Проведено открытое сравнительное исследо-

вание с участием 83 больных СД2 (целевой уро-
вень HbA1c <8%). Пациенты были разделены на
две исследуемых группы в зависимости от дли-
тельности СД2, осложненного ДПН: 1 группу со-
ставили 34 человека (мужчины – 13, женщины –
21), продолжительность основного заболевания
(СД2) менее 2х лет (1.2 ± 0.6 лет), средний возраст
пациентов этой группы составил 61 ± 1.2 лет,

2 группа состояла из 34 пациентов (15 мужчин
и 19 женщин). Средний возраст обследуемых
2 группы составил 62.6 ± 0.7 лет, средняя длитель-
ность СД2 6.8 ± 0.5 года.

В исследовании применялись клинико-невро-
логические, лабораторные, нейрофизиологиче-
ские и анамнестические методы исследования.
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ДПН у исследуемой группы пациентов, под-
тверждалась традиционной оценкой неврологи-
ческого статуса с использованием визуальной
аналоговой шкалы (ВАШ) для диагностики боли
и шкал NSS (Нейропатический Симптоматиче-
ский Счет), NDS (Нейропатический Дисфункци-
ональный Счет) для оценки выраженности нев-
рологического дефицита.

Согласно клинической оценки по представ-
ленным шкалам, 1 и 2 группы достоверно не
различались. Также группы были однородны и
сопоставимы по проводимой терапии, в каче-
стве сахароснижающей терапии пациенты обе-
их групп принимали метформин (средняя доза
973.7 ± 62.7 мг) и глибенкламид (средняя доза
6.5 ± 0.38 мг).

Таким образом, по клиническим характери-
стикам пациенты обеих исследуемых групп были
сопоставимы, достоверно различаясь лишь по
длительности основного заболевания (СД2) (см.
табл. 1).

Проведению электронейромиографии (ЭНМГ)
подвергались только пациенты с клинической
манифестацией ДПН с целью подтверждения
поражения нервного волокна. Количественную
оценку скорости проведения электрического им-
пульса проводили с целью анализа состояния
периферических нервных волокон с использова-
нием аппарата American Nicolet Viking IV (элек-
тронейромиограф) с количественной оценкой ско-
рости проведения по периферическому нерву.

Группу контроля (группа 3) составили 15 чело-
век с СД2, без признаков ДПН, сопоставимых по
полу и возрасту, а также по клиническим характе-
ристикам оцениваемых клинических параметров.

Методом иммуноферментного анализа боль-
ным всех оцениваемых групп (1, 2, 3) в сыворотке
крови определяли уровень цитокина ФНО-α
(тест-системы ЗАО “Вектор-Бест” г. Новоси-
бирск).

Критериями включения в исследование яви-
лись пациенты обоего пола в возрасте старше
18 лет, страдающие СД2 с наличием признаков

ДПН и высоким уровнем ФНО-α, подписавшие
информированное согласие. Критериями невклю-
чения служили полинейропатия недиабетическо-
го генеза; прием препаратов, оказывающих непо-
средственное влияние на иммунную систему.

Статистическая обработка полученных дан-
ных проводилась с использованием лицензион-
ного пакета статистических программ SPSS ver-
sion 11.5 for Windows. Проведен однофакторный
дисперсионный анализ (one-way ANOVA). Дан-
ные представляли в виде среднего арифметиче-
ского (М), ошибки среднего арифметического (±m).
Статистически значимыми считались различия
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Клинические проявления ДПН у пациентов
всех исследуемых групп (1 и 2) с СД2 проявлялась
различными симптомами со стороны чувстви-
тельной и двигательной сфер. Ведущими жалоба-
ми пациентов обеих исследуемых групп были
дискомфорт и/или боль в области стоп.

Характер сенсорных нарушений был представ-
лен следующим образом – снижение болевой
чувствительности определено у 68% (1 группа),
66% (2 группа) пациентов, температурной –
31.4/33.1% соответственно 1 и 2 группы, наруше-
ние вибрационной чувствительности выявлялось
у 41.2% (1 группа) и 42.1% (2 группа) больных с
преобладанием гипестезии на 1-м пальце стопы в
сравнении с лодыжкой (21.5/22.6% соответственно);
снижение тактильной чувствительности опреде-
лялось в 6.8/7.1% (1 и 2 группы) случаев. Оценка
двигательной сферы характеризовалась сниже-
нием ахиллова рефлекса (72.5/77.1%), коленного
рефлекса (39.9/39.1%) у пациентов 1 и 2 групп со-
ответственно.

При проведении ЭНМГ у пациентов с мани-
фестацией ДПН отмечалось снижение скорости
проведения по моторным и сенсорным волокнам
периферических нервов, однако состояние про-

Таблица 1. Сравнительная характеристика исследуемых групп

Примечание. * p < 0.05 статистически значимые различия между 1 и 2 группами.

Показатель Ср. возраст,
лет

Пол, 
м/ж

ИМТ,
кг/м2

Средняя 
длительность 

СД2, лет
ВАШ NSS NDS

Группа 1 (n = 34) 61 ± 1.2 13/21 34.3 ± 1.6 1.2 ± 0.6* 5.81 ± 0.4 7.34 ± 0.2 10.27 ± 0.5

Группа 2 (n = 34) 62.6 ± 0.7 15/19 33.7 ± 1.8 6.8 ± 0.5* 6.03 ± 0.5 6.78 ± 0.4 10.61 ± 0.3
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водимости было значимо ниже во 2 группе (р <
< 0.05), с более выраженными признаками пора-
жения моторных волокон.

Отмечались различия между группами в уров-
не ФНО-α, который был повышен в 1.9 раза
(1 группа) и 2.9 раза (2 группа) (р < 0.05). При про-
ведении корреляционного анализа взаимосвязи
уровня ФНО-α и степенью сенсо-моторной дис-
функции по ЭНМГ, прямая зависимость отмече-
на между уровнем ФНО-α и скоростью проведе-
ния по нерву (р < 0.05) как в первой, так и во вто-
рой группе.

Подобные результаты в работах Kartika R.W.
et al., Várkonyi T. et al., Thakur V. et al. представле-
ны на животных моделях ДПН [6, 7, 13].

Последнее десятилетие широко дискутируют-
ся вопросы о разнообразии механизмов, запуска-
ющих развитие ДПН и способствующих ее про-
грессированию, в том числе иммуноопосредо-
ванные механизмы [14].

В результате проведенной работы, нами уста-
новлено, что у пациентов с клинической мани-
фестацией ДПН и длительным течением СД2
(2 группа) уровень ФНО-α определяется в преде-
лах 4.68 ± 1.3 пг/мл, что было значимо выше в
сравнении с пациентами СД2 и длительностью
ДПН менее 2 лет (3.14 ± 0.8 пг/мл), также обе ис-
следуемых группы пациентов с СД2 и ДПН отли-
чались высоким уровнем ФНО-α в сравнении с
группой контроля (табл. 2).

Полученные результаты свидетельствуют о бо-
лее агрессивном иммуноопосредованном про-
цессе, развивающемся при более длительном те-
чении СД2 и вносящему свой негативный вклад в
функционирование периферического нервного
волокна. Результат этого влияния зависит от дли-
тельности СД2, метаболических расстройств, но
отрицать значимость неспецифического воспале-
ния невозможно. Несомненно, нужны дополни-

тельные исследования с отражением роли иных
молекулярных маркеров воспаления, проведение
более масштабных по количеству пациентов работ,
которые позволят удовлетворить не только иссле-
довательский интерес, но и внесут свой вклад в
практическую медицину. В клинической практи-
ке определение иммунологических показателей,
в частности ФНО-α, может использоваться в ка-
честве биомаркера для определения и подтвер-
ждения факта наличия диабетической перифери-
ческой нейропатии, степени агрессивного влия-
ния на периферические нервные структуры.

ВЫВОДЫ
Высокий уровень маркеров воспаления ФНО-α

у больных СД2 и длительным анамнезом ДПН
подтверждает гипотезу о роли неспецифического
воспаления в развитии нейропатии.

ИСТОЧНИК ФИНАНСИРОВАНИЯ
Внешнее финансирование отсутствует.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ НОРМ
Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у них

нет конфликта интересов.
Этическое одобрение. Все процедуры, выполненные

в исследовании с участием людей, соответствуют эти-
ческим стандартам институционального и/или нацио-
нального комитета по исследовательской этике и
Хельсинкской декларации 1964 года и ее последую-
щим изменениям или сопоставимым нормам этики.

Информированное согласие. От каждого из включен-
ных в исследование участников было получено ин-
формированное добровольное согласие.
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The Role of Nonspecific Inflammation in the Development of Diabetic Polyneuropathy
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Diabetic peripheral neuropathy (DPN) is the most common complication of diabetes mellitus type 2 (DM2)
and is associated with significant morbidity and mortality. The pathophysiological mechanisms leading to the
development of DPN have not been fully studied and are still debatable. Currently, immune-mediated mech-
anisms of its development are being discussed. The aim of this study was to estimate the content of TNF-α in
the blood serum of patients with DM2 complicated by DPN and to assess the significance of this factor in the
development and progression of DPN. An open comparative study was conducted with the participation of
83 patients with DM2 of different duration. In patients with clinical manifestations of DPN and long-term
course of DM2 (group 2), the level of TNF-α was significantly higher compared to patients with DM2 and
duration of DPN less than 2 years, and both studied groups of patients with DM2 and DPN had a high level
of TNF-α in comparison with the control group. The results obtained indicate a more aggressive immune-
mediated process that develops with a longer duration of DM2 and makes a negative contribution to the func-
tioning of the peripheral nerve fiber.

Keywords: diabetes mellitus type 2, diabetic peripheral neuropathy, tumor necrosis factor- , TNF-α α
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Внеклеточные везикулы (ВВ) – новая и активно развивающаяся область современной эксперимен-
тальной и теоретической биологии, которая привлекает исследователей прежде всего возможностью
использования ВВ в качестве диагностических биомаркеров и терапевтических агентов. В настоя-
щее время наибольший объем данных накоплен о малых внеклеточных везикулах (мВВ) – экзосо-
мах, везикулах эндосомального происхождения, и эктосомах (ранее известных как микровезикулы),
представляющих собой продукт непосредственного отпочковывания от плазматической мембраны.
В настоящем обзоре мы рассматриваем основные этапы биогенеза экзосом и эктосом, основные
процессы внутриклеточного трафика мембран, а также сигналинг с участием мВВ. Также обсужда-
ется роль мВВ в физиологии и патофизиологии нервной системы, а также многие перспективные
аспекты изучения биологии мВВ.

Ключевые слова: внеклеточные везикулы, малые внеклеточные везикулы, экзосомы, ESCRT, SNARE,
Rab-ГТФазы, сигналинг, эндолизосомальная система, мультивезикулярные тельца, мембранный тра-
фик, межклеточное взаимодействие
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Список сокращений
CHMP – charged multivesicular body proteins
ESCRT – endosomal sorting complex required for

transport
HRS – hepatocyte growth factor-regulated tyro-

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

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

МВТ – мультвезикулярные тельца
ОАМЭ – обусловленный активностью массо-

вый эндоцитоз

ВВЕДЕНИЕ
Внеклеточные везикулы (ВВ) – окруженные

двойным слоем фосфолипидной мембраны пу-
зырьки, секретируемые всеми типами клеток во
внеклеточное пространство. Существует несколько
субпопуляций внеклеточных везикул, самыми ис-
следованными из которых являются апоптотиче-
ские тельца (размером 50–1000 нм), эктосомы
(также известные как микровезикулы, размером
100–1000 нм) и экзосомы (размером 30–200 нм).
Существующие в настоящее время методы выде-
ления не всегда позволяют специфически выде-
лить определенную популяцию ВВ, поэтому при-
нято использовать термин малые ВВ (мВВ) для
обозначения везикул размером менее 200 нм [1].
При этом мВВ различаются по своему происхож-
дению (биогенезу), способу секреции, размеру,
составу и функции. Состав мВВ (в иностранной

* Адресат для корреспонденции: 117485, Москва, ул. Бутле-
рова, д. 5А, e-mail: al_yakovlev@ihna.ru.

УДК 616.8,577.1,612.8
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литературе широко используется термин cargo –
англ. груз) отличается широким разнообразием и
зависит от многих факторов, в первую очередь от
биогенеза и типа родительской клетки. Совре-
менные методы анализа позволяют выявить в со-
ставе мВВ белки (в т.ч. ферменты, рецепторы,
структурные белки), липиды, нуклеиновые кис-
лоты (ДНК, мРНК, микроРНК и др.), а также
низкомолекулярные метаболиты.

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

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

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

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

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

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

ЭКЗОСОМЫ
Экзосомы, до момента высвобождения из клет-

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

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

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

мВВ В МЕЖКЛЕТОЧНОМ 
ВЗАИМОДЕЙСТВИИ

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

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

Аутокринный
эффект

Паракринный
эффект

Системный эффект

Паракринный
эффект

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

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

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

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

БИОГЕНЕЗ мВВ
Кратко рассмотрим основные этапы биогене-

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Рис. 2. На рисунке представлены ESCRT-зависимые (а, б) и ESCRT-независимые (в, г) способы биогенеза ВПП и их
загрузки (cargo loading). 
(а) При классическом ESCRT-зависимом сортинге к убиквитинированному белку последовательно присоединяются
комплексы ESCRT-0, ESCRT-I и ESCRT-II, формируется начальная кривизна мембраны. Под воздействием ESCRT-I,II
белки комплекса ESCRT-III, находящиеся на поверхности эндосом, начинают полимеризоваться сначала в плоскую
спиральную структуру, а затем в объемную коническую спираль, формирующую инвагинацию мембраны. Связываю-
щийся с убиквитином белок Alix может индуцировать полимеризацию комплекса ESCRT-III независимо от ESCRT-I,II.
АТФаза Vps4 обеспечивает привлечение новых субъединиц ESCRT-III и окончательную отшнуровку пузырька, а так-
же деполимеризацию ESCRT-III после формирования ВПП. 
(б) При взаимодействии синдекана с синтенином происходит независимая от ESCRT кластеризация груза (без уча-
стия убиквитина и ESCRT-0) и инвагинация мембраны при участии фосфолипазы D2 и ARF6, а также привлекается
Alix, который участвует в полимеризации ESCRT-III и отшнуровке ВПП. 
(в) Белки, содержащие KFERQ-мотив, направляются в состав ВПП при участии белка мембраны LAMP2A и шаперо-
на HSC70. В формировании ВПП в данном случае участвуют CD63 (который способен формировать тетраспаниновые
домены, обеспечивающие инвагинацию мембраны), Rab31 и церамид. 
(г) Основной ESCRT-независимый механизм формирования ВПП реализуется за счет церамида, образующегося на
мембранах путем гидролиза сфингомиелина нейтральной сфингомиелиназой-2. Церамид способен формировать ли-
пидные рафты, которые за счет физических свойств обеспечивают спонтанное выпячивание мембраны и формирова-
ние ВПП.

ESCRT-0

ESCRT-I

Cargo

Cargo

Cargo

Arf6
PLD2 Alix

Alix

ESCRT-II

Vps4

ESCRT-III

PI
3P

PI
3PUb Ub Ub Ub

Ub

Ca2+

Alix

Syntenin

Syntenin

Syntenin

Hsp710

Syndecan

SM

nSMase-2

nSMase-2

SM

SM

SM

Cer

Cer

Cer
Cer
Flotillin

LAMP2A

CD63

Rab31K F E R Q

K F E R Q

а

б

в

г



НЕЙРОХИМИЯ  том 40  № 4  2023

СТРУКТУРНЫЕ ДЕТЕРМИНАНТЫ МАЛЫХ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ 359

A-субъединицы V1-АТФазы, тем самым увеличи-
вая закисление поздних эндосом и лизосом. Со-
ответственно, снижение экспресии сиртуина 1
ведет к увеличению секреции экзосом, причем в
таких экзосомах обнаруживается большое коли-
чество убиквитинированных белков [68]. Сирту-
ины – ферменты, чье участие в процессах выжи-
вания клеток известно достаточно давно, извест-
но, что их экспрессия снижается с возрастом.
Возможно, снижением экспрессии сиртуинов
можно объяснить увеличение количества экзо-
сом в образцах крови людей старшего возраста.

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

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

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

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

ВНУТРИКЛЕТОЧНЫЙ ТРАФИК 
И СЕКРЕЦИЯ ЭКЗОСОМ И мВВ

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

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

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

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

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

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

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

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

БИОЛОГИЯ ПОГЛОЩЕНИЯ ВВ 
И ОСУЩЕСТВЛЕНИЕ ИМИ ФУНКЦИЙ

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

ПОВЕРХНОСТНЫЕ БЕЛКИ ЭКЗОСОМ 
(ПРОТЕОСТЕММА, ЭПИПРОТЕОМ)

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

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

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

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

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

Несмотря на то, что машинерия биогенеза
мВВ во многом пересекается с компонентами хо-
рошо известных процессов и в последние годы
появляется множество исследований, проливаю-
щих свет на те или иные аспекты биологии вези-
кул, нам по-прежнему мало известно о строго
специфических для них структурных и функцио-
нальных детерминантах, особенностях разных
популяций везикул и везикул разного клеточного
происхождения. Для того, чтобы лучше понять
функции мВВ, мы считаем совершенно необхо-
димым идентификацию их структурных детерми-
нант, обусловливающих реализацию физиологи-
ческого ответа в клетках-акцепторах.
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Extracellular vesicles (EVs) are a new and actively developing area of modern experimental and theoretical
biology, which attracts researchers primarily by the possibility of using EVs as diagnostic biomarkers and ther-
apeutic agents. Currently, the greatest amount of data has been accumulated on small extracellular vesicles
(sEVs) – exosomes, vesicles of endosomal origin, and ectosomes (previously known as microvesicles), which
are the product of direct budding from the plasma membrane. In this review, we address the major steps in
the biogenesis of exosomes and ectosomes, the major processes of intracellular membrane trafficking, and
signaling involving sEVs. The role of the sEVs in the physiology and pathophysiology of the nervous system
is also discussed, as well as many promising aspects of the study of sEVs biology.

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

Ключевые слова: внеклеточные везикулы, ESCRT, нейропротекция, нейровоспаление, мезенхимные
стромальные клетки, нейральные стволовые клетки
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ВВЕДЕНИЕ

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

В то же время, исследования последних лет по-
казывают, что создание препаратов, способных
замедлить прогрессирование повреждения моз-
говой ткани и стимулировать ее регенерацию,
принципиально возможно [4–6]. В частности, ос-
новой для их создания могут стать нейральные
стволовые клетки (НСК) и мезенхимные стволо-
вые/стромальные клетки (МСК) или продукты
их секреции, содержащие широкий спектр био-
логически активных веществ и молекулярных
комплексов, переносимых в виде растворимых
факторов и в составе внеклеточных везикул (ВВ)
[4–6]. Множество исследований, как in vitro, так и
in vivo, демонстрируют, что компоненты секрето-
ма обладают нейропротективными и противовос-

* Адресат для корреспонденции: 119192, Россия, Москва,
Ломоносовский проспект, 27/10, e-mail: efimenkoay@my.
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палительными свойствами, т.е. способны пре-
пятствовать развитию патогенетических меха-
низмов, характерных для острейшего и острого
периодов в клинике повреждений мозговой тка-
ни [7, 8]. Помимо этого, компоненты секретома
способны стимулировать восстановление на по-
дострой и хронической стадиях поврежденной
мозговой ткани, запуская процессы ангиогенеза,
нейрогенеза и активируя резидентные стволовые
клетки [9, 10].

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

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

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

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

ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ: 
ПОДТИПЫ И МЕХАНИЗМЫ БИОГЕНЕЗА

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

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

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

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

МЕХАНИЗМЫ СОРТИРОВКИ 
БИОЛОГИЧЕСКИ АКТИВНЫХ ВЕЩЕСТВ 

ВО ВНЕКЛЕТОЧНЫЕ ВЕЗИКУЛЫ

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

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

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

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

Тип везикул Характеристики

происхождение размер, нм маркеры содержимое

Экзосомы

Эндолизосомальный путь; 
интралюминальное отпоч-
ковывание в мультивезику-

лярном компартменте 
и слияние частиц с плазма-

тической мембраной

50–150

Тетраспанины (напр. 
TSPAN29 и TSPAN30), 

ESCRT, PDCD6IP, 
TSG101, флотилин

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

Микровезикулы

Клеточная мембрана, 
отпочковывание напрямую 

от плазматической 
мембраны

100–1000 Интегрины, селек-
тины, CD40 лиганд

мРНК, миРНК цито-
плазматические 

и мембранные белки, 
включая рецепторы

Апоптотические 
везикулы и тельца

Клеточная мембрана; 
в процессе пузырения 
клеток, вступивших 

в апоптоз

100–5000 Значительное количе-
ство фосфатидилсерина

Любые фрагменты 
клеток, включая 

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

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

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

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

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

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

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

ОПЫТ ПРИМЕНЕНИЯ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ 
ВЕЗИКУЛ И ПРЕПАРАТОВ НА ИХ ОСНОВЕ 

ДЛЯ КОРРЕКЦИИ ПОВРЕЖДЕНИЙ ЦНС
В нервной системе ВВ являются важными

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

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

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

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

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

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

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

ПЕРСПЕКТИВЫ, ВОЗМОЖНОСТИ 
И ОГРАНИЧЕНИЯ ПРИМЕНЕНИЯ 

ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ 
И ПРЕПАРАТОВ НА ИХ ОСНОВЕ

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Так, понимание механизмов сортировки со-
держимого во ВВ, открывает возможность увели-
чивать эффективность упаковки в них необходи-
мых белков, кодирующих и регуляторных РНК,
как для исследовательских целей, так и с целью
разработки высокоэффективных и специфичных
лекарственных препаратов. Практически все эти
подходы предполагают внесение в первичную по-
следовательность белка или РНК сайтов, распо-
знаваемых системой сортировки. Так, было пока-
зано, что внесение WW-домена способствует за-
грузке необходимых белков во ВВ (M2 белок
вируса гриппа А, Cre-рекомбиназа, др.) [122, 123].
Внесение GGAG-мотива в последовательность
микроРНК увеличивает ее содержание в экзосо-
мах клеток-продуцентов [124]. Любопытный
подход к упаковке мРНК во ВВ был предложен
И.В. Зубаревым и коллегами [125]. Он базируется
на способности ряда белков, в том числе и белков
вирусного происхождения (ARC и PEG10 белки
эукариот, Nef и Gag белки ВИЧ-1), локализован-
ных в экзосомах, связывать определенные РНК
последовательности.



374

НЕЙРОХИМИЯ  том 40  № 4  2023

БАСАЛОВА и др.

Генноинженерные подходы могут позволить
увеличить специфичность ВВ и увеличить эф-
фективность их докинга с целевым типом клеток.
Поскольку слияние ВВ с клетками во многом
определяется белок-белковыми (или лиганд-ре-
цепторными) взаимодействиями, то, экспресси-
руя на поверхности ВВ соответствующие белки,
можно попытаться управлять эффективностью и
специфичностью данного процесса. Принципи-
альная возможность этого подтверждается нали-
чием аналогичных природных механизмов, бла-
годаря которым ВВ проникают в целевые клетки
(ICAM1-Интегрины, Лектин-Протеогликаны, gD-
Nectin1, gHgL-EphA2 и т.д.) [125, 126], а также ря-
дом успешных экспериментальных разработок.
Так, на in vivo модели было показано, что экс-
прессия на поверхности ВВ заякоренной молеку-
лы EGF или ее аналога полипептида GE11
(YHWYGYTPQNVI), способного распознавать
EGFR, позволяет более специфично и эффектив-
но доставлять экзосомы, содержащие лекар-
ственный препарат, в ткани EGFR-экспрессиру-
ющей опухоли [127]. Экзосомы, экспрессирующие
трансмембранный домен экзосома-специфичного
белка Lamp2b, сшитый с кардиомиоцит-специ-
фичным пептидом WLSEAGPVVTVRALRGTGSW,
более эффективно накапливались в миокарде и
защищали кардиомиоциты от гибели в экспери-
ментальной модели инфаркта миокарда крыс [128].
Потенциально аналогичные подходы можно ис-
пользовать для коррекции и остановки патологи-
ческих процессов, протекающих в нервной ткани
после повреждения, таких как гибель нейронов,
нарушение ГЭБ, нейровоспаление и т.п.

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

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

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

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

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

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Совокупность накопленных данных позволяет

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

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

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

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

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

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



НЕЙРОХИМИЯ, 2023, том 40, № 4, с. 381–395

381

ПОВЫШЕННЫЙ УРОВЕНЬ МАЛЫХ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ ДЕПРЕССИЕЙ, 
ЭПИЛЕПСИЕЙ И ЭПИЛЕПСИЕЙ С ДЕПРЕССИЕЙ

© 2023 г.   А. А. Яковлев1, 2, *, Т. А. Дружкова2, А. Стефанович3, Ю. В. Моисеева1,
Н. А. Лазарева1, М. С. Зинчук2, Ф. К. Ридер2, А. Б. Гехт2, 4, Н. В. Гуляева1, 2

1Институт высшей нервной деятельности и нейрофизиологии РАН,
Москва, Россия

2Научно-практический психоневрологический центр
им. З.П. Соловьева ДЗМ, Москва, Россия

3Первый Московский государственный медицинский университет
имени И.М. Сеченова, Москва, Россия

4Российский национальный исследовательский медицинский университет
им. Н.И. Пирогова, Москва, Россия

Поступила в редакцию 31.05.2023 г.
После доработки 01.06.2023 г.

Принята к публикации 02.06.2023 г.

Свойства малых внеклеточных везикул (мВВ) и их состав в настоящее время изучены недостаточно,
особенно в контексте психических расстройств. Для выяснения роли мВВ проведен количествен-
ный анализ мВВ в крови у больных фокальной эпилепсией, больных фокальной эпилепсией с де-
прессией, психогенными неэпилептическими приступами (ПНЭП) с депрессией, чистой депресси-
ей и биполярным аффективным расстройством (БАР) с текущим депрессивным эпизодом. (ДЭ).
Малые ВВ выделяли из сыворотки с помощью гель-фильтрации или преципитации ПЭГ, и оба ме-
тода показали очень похожие результаты. Во фракции мВВ определяли активность лизосомальных
ферментов. Кроме того, были выделены и количественно охарактеризованы нейрональные мВВ.
Концентрация мВВ в крови у пациентов с депрессией, фокальной эпилепсией или депрессией с фо-
кальной эпилепсией была выше, чем у здоровых добровольцев. Не было обнаружено различий меж-
ду пациентами и контрольной группой с точки зрения концентрации нейрональных мВВ. Еще од-
ним выводом нашей работы является то, что мВВ в сыворотке больных содержат различные лизо-
сомальные ферменты. Мы предполагаем, что концентрация мВВ в крови у больных с депрессией
или эпилепсией выше за счет секреции мВВ иммунными клетками. Обнаружение мВВ в крови па-
циентов с депрессией и фокальной эпилепсией делает обоснованными будущие попытки использо-
вать мВВ в качестве диагностических инструментов для этих расстройств.

Ключевые слова: внеклеточные везикулы, сыворотка крови, депрессивное расстройство, эпилепсия,
динамическое светорассеяние
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Список использованных сокращений
мВВ – малые внеклеточные везикулы
ПНЭП – психогенные неэпилептические

приступы
БАР – биполярное аффективное расстройство
ДЭ – депрессивный эпизод
ПЭГ – полиэтиленгликоль
BMI – индекс массы тела
BDI-II – шкала депрессии Бека

MMSE – краткая шкала оценки психического
статуса

ВВЕДЕНИЕ
Термин малые внеклеточные везикулы (мВВ)

используется для частиц размером 100–200 нм [1].
Использование этого термина в первую очередь
рекомендуется для случаев, когда состав и проис-
хождение частиц неизвестно или плохо охаракте-
ризовано. К мВВ относятся экзосомы и эктосомы
(также известные как микровезикулы) [1], при-
чем экзосомы – фракция частиц эндосомального
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происхождения – изучены лучше, тогда как об
эктосомах данных сравнительно мало.

В настоящее время сигнализация с участием
мВВ (в первую очередь экзосом) изучается очень
активно [2]. Особое внимание уделяется передаче
сигналов с помощью мВВ в головном мозге и изу-
чению роли мВВ в развитии неврологических
расстройств. мВВ головного мозга способны
проникать через гематоэнцефалический барьер
в кровь и, следовательно, могут служить доступ-
ным источником информации о состоянии го-
ловного мозга при различных патологиях [3].
Роль мВВ в течении неврологических заболева-
ний показана при болезни Альцгеймера, болезни
Паркинсона и боковом амиотрофическом скле-
розе [4–7]. Нами ранее было показано, что кон-
центрация мВВ в крови увеличивается при нали-
чии у больного депрессивного расстройства [8].
Увеличение концентрации мВВ было продемон-
стрировано четырьмя независимыми методами:
анализом траекторий наночастиц, динамическим
светорассеянием, содержанием белка в экзосо-
мальной фракции и иммуноферментным анали-
зом. Результаты, полученные этими методами,
сильно коррелировали друг с другом. В той же ра-
боте было показано, что динамическое рассеяние
света является наиболее простым и удобным для
пользователя методом грубой оценки концентра-
ции частиц размером около 100 нм [8].

В следующем эксперименте мы попытались
уточнить тип депрессии, характеризующийся по-
вышенным уровнем мВВ в сыворотке крови. Дру-
гая цель заключалась в выделении и количествен-
ной оценке мВВ нейронального происхождения
из крови пациентов. В нашем случае наиболее
подходящим методом выделения мВВ из сыво-
ротки оказалась гель-фильтрация, так как этот
метод обеспечивает наименьший уровень сыво-
роточных белков во фракции мВВ [9]. Однако в
некоторых экспериментальных ситуациях требу-
ются другие методы выделения мВВ из крови.
В частности, для выделения фракции нейрональ-
ных экзосом необходимо выделение суммарной
фракции частиц из крови с использованием вы-
сокомолекулярных полиэтиленгликолей (ПЭГ) [6].
Таким образом, в ряде экспериментов необходи-
мо использовать два метода выделения ВЭВ: пре-
ципитацию с помощью ПЭГ и гель-фильтрацию.
В то же время остается неизвестным, насколько
хорошо коррелируют результаты, полученные эти-
ми методами, поэтому мы исследовали корреля-
цию между этими методами на большом количе-
стве образцов.

мВВ содержат много белков, но функциональ-
ное значение большинства секретируемых вези-
кулярных белков неизвестно. В настоящее время
получены примеры функционально секретируемых
ферментов для нескольких протеаз семейства ме-

таллопротеиназ [10]. Например, в микроокруже-
нии опухоли процесс экзосомальной секреции
лизосомальных катепсинов является частью опу-
холевой инвазии [11]. Ранее мы наблюдали секре-
цию функциональных лизосомальных ферментов
[12, 13], но не имеем доказательств конститутив-
ной лизосомальной секреции этих ферментов в
составе мВВ. Поэтому еще одной целью нашего
исследования была проверка везикулярной лока-
лизации секретируемых лизосомальных фер-
ментов.

В настоящей работе мы впервые показали, что
сывороточные мВВ содержат лизосомальные фер-
менты, в том числе функционально активные
протеазы. Мы оценили не только функциональ-
ное содержание мВВ из сыворотки крови, но и
количество мВВ в сыворотке крови больных де-
прессией или эпилепсией. Наши результаты по-
казали повышенный уровень мВВ в крови у всех
пациентов с депрессией, эпилепсией и депресси-
ей с эпилепсией. При этом концентрация нейро-
нальных мВВ не отличалась от контроля. Таким
образом, мы делаем вывод, что повышенный уро-
вень циркулирующих мВВ в крови больных с
психическими и неврологическими расстрой-
ствами не связан с секрецией мВВ головным моз-
гом. Одно из возможных объяснений наших ре-
зультатов состоит в том, что дополнительные
мВВ в крови пациентов с этими патологиями сек-
ретируются иммунными клетками.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пациенты. В исследование были включены

20 больных униполярной депрессией (F32.1, F32.2,
F33.1, F33.2), 6 больных биполярным аффектив-
ным расстройством с ДЭ (F31.3, F31.4), больные
фокальной эпилепсией (G40.1, G40.2, G40.9), де-
вять из них без ДЭ и восемь больных с ДЭ (F32.1,
F32.2, F33.1, F33.2), пять больных с ПНЭП
(F44.5) с ДЭ (F32.1, F32.2, F33.1, F33.2) и 10 участ-
ников контрольной группы. Субъекты включа-
лись последовательно из пациентов Московского
научно-практического центра психоневрологии с
14.01.2019 по 14.07.2019, если они соответствовали
критериям включения. Отдельная группа паци-
ентов, сопоставимая с ранее включенными паци-
ентами, была включена в исследование для
определения содержания липидов с 16.09.2019 по
31.12.2019. Критериями включения пациентов
были: наличие текущего ДЭ по диагностическим
критериям МКБ-10, возраст от 18 до 60 лет. Кри-
териями включения в контрольную группу были:
возраст от 18 до 60 лет. Критериями исключения
для всех групп были: расстройства шизофрениче-
ского спектра; история злоупотребления алкоголем
и психоактивными веществами; тяжелые невро-
логические заболевания (инсульт, болезнь Пар-
кинсона, деменция, черепно-мозговые травмы);
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дислипидемия; эндокринные нарушения (сахар-
ный диабет, дисфункция щитовидной железы
или прием тиреотропных препаратов/замести-
тельная терапия); любые инвалидизирующие за-
болевания внутренних органов; серьезный дефи-
цит зрения или слуха; значительные физические
нагрузки перед обследованием, круглосуточные
смены, прием антикоагулянтов и психотропных
препаратов в период до госпитализации или до
участия в исследовании. Демографическая ин-
формация включала возраст, пол, уровень обра-
зования, экономический статус. Мы также соби-
рали информацию об индексе массы тела (ИМТ).
Исследование было одобрено этическим комите-
том, и все участники подписали информирован-
ное согласие до начала исследования.

Диагноз фокальной эпилепсии был установ-
лен двумя опытными эпилептологами в соответ-
ствии с классификацией Международной проти-
воэпилептической лиги (ILAE) [14]. Пациентов
с ПНЭП после видео-ЭЭГ-мониторинга обсле-
довали два опытных эпилептолога и психиатр,
специализирующийся на диссоциативных рас-
стройствах. Диагноз депрессивного эпизода был
установлен психиатром с помощью M.I.N.I. меж-
дународного нейропсихиатрического интервью
(M.I.N.I. v 7.0.2). Для количественной оценки
симптомов депрессии использовали валидиро-
ванную российскую версию [15] BDI-II [16], ко-
торая является “золотым стандартом” для подоб-
ных исследований. По этой шкале 0–13 баллов
соответствуют минимальной депрессии, 14–19 –
легкой депрессии, 20–28 – умеренной депрессии,
29–63 – тяжелой депрессии. Скрининг на бипо-
лярное расстройство проводился с помощью ва-
лидированной русской версии [17] опросника ги-
помании – HCL-32 [18] с порогом ≥14, а диагноз
подтверждался психиатром с использованием
M.I.N.I. Когнитивную функцию оценивали с по-
мощью MMSE [19], а балл 24 и выше считали нор-
мальным. Длительность расстройства также оце-
нивалась для всех пациентов.

Сбор образцов. Материалом для исследования
служила сыворотка крови. Забор крови у пациен-
тов и участников контрольной группы осуществ-
лялся путем венепункции утром до еды. Извест-
но, что на формирование мВВ влияет множество
факторов [20], поэтому процедура забора крови и
преаналитический этап пробоподготовки были
максимально стандартизированы. Для всех проб
соблюдались одинаковые условия, а именно: вре-
мя и способ забора крови, тип моноветта и размер
иглы (21.5 G); временной интервал (не более
30 мин) и комнатная температура между забором
крови и центрифугированием (22°C); условия
центрифугирования; условия хранения биологи-
ческого материала на всех этапах анализа. Паци-
енты с депрессивным расстройством были про-

анализированы до назначения медикаментозной
терапии.

Выделение мВВ из сыворотки с помощью гель-
фильтрации. Исследование выполнено с исполь-
зованием оборудования Центра коллективного
пользования № 40606 ИВНД и НФ РАН “Функ-
циональное картирование мозга”. Перед выделе-
нием мВВ образцы сыворотки крови очищали от
клеточного дебриса, агрегатов и высокомолеку-
лярных комплексов центрифугированием при
15000 g в течение 30 мин при 4°С. мВВ выделяли
из полученной сыворотки с помощью гель-филь-
трации. Колонку для гель-фильтрации заполняли
10 мл смолы Sepharose CL-2B (GE Healthcare,
США) и уравновешивали PBS. На колонку нано-
сили предварительно отцентрифугированную
сыворотку крови в объеме 500 мкл, после добав-
ления пробы наносили 2.5 мл PBS, элюат отбра-
сывали. После этого наносили 1 мл PBS и собира-
ли элюат для дальнейшего анализа. Перед следу-
ющей пробой колонку промывали не менее 10 мл
PBS [21]. мВВ были заморожены при –80°C.

Выделение мВВ с помощью преципитации ПЭГ
6000. Фракция мВВ была выделена по протоколу,
описанному ранее с некоторыми модификация-
ми [22]. Перед выделением мВВ образцы сыво-
ротки крови очищали от клеточного дебриса, аг-
регатов и высокомолекулярных комплексов цен-
трифугированием при 15000 g в течение 30 мин
при 4°C. Полученную сыворотку осаждали ПЭГ
6000. Для этого к 500 мкл сыворотки добавляли
500 мкл 6% ПЭГ 6000 в 45 мМ NaCl и смесь инку-
бировали в течение 30 мин на льду. Затем образцы
центрифугировали при 1500 g в течение 30 мин
при 4°C. Полученный осадок промывали 100 мкл
PBS и растворяли в 500 мкл PBS. Полученную
фракцию замораживали при –80°С.

Динамическое рассеяние света. Динамическое
светорассеяние фракции мВВ определяли на
приборе Zetasizer Nano S производства Malvern
Panalytical (Великобритания). В кварцевую кю-
вету заливали 1 мл фракции мВВ, разбавленной
в 10 раз в PBS, и определяли светорассеяние под
углом 173 градуса на длине волны 633 нм в 10 по-
вторах по 10 с. Прибор позволяет определить
количество отраженных фотонов, выраженное
в тысячах фотонов в секунду (kcps). Общее коли-
чество отраженных фотонов используется для
расчета размера частиц, но может служить и неза-
висимым параметром, характеризующим обра-
зец. Наша предыдущая работа показала, что
количество фотонов является надежным показа-
телем, характеризующим концентрацию мВВ в
образце [8].

Определение концентрации липидов во фракции
мВВ. Концентрацию общих липидов определяли
по сульфофосфофованилину [23]. Эппендорфы
предварительно обрабатывали 70 мкл хлорофор-
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ма и инкубировали на шейкере при встряхивании
в течение 10 мин при 90°C до испарения хлоро-
форма. В эти пробирки добавляли 50 мкл фрак-
ции мВВ в PBS. Затем к пробам добавляли 250 мкл
96% серной кислоты и инкубировали при встря-
хивании в течение 20 мин при 90°С. После инку-
бации образцы охлаждали до комнатной темпера-
туры и по 220 мкл каждого образца переносили в
лунку 96-луночного планшета. В лунки планшета
добавляли 110 мкл фосфо-ванилинового реагента
(0.2 мг/мл ванилина в 17% фосфорной кислоте) и
инкубировали в течение 10 мин при комнатной
температуре, после чего определяли оптическую
плотность при 540 нм с помощью планшетного
флуориметра HidexSense. (PerkinElmer, Фин-
ляндия). В качестве стандарта использовали рас-
твор масла в хлороформе с концентрацией до
2 мкг/мл.

Ультрафильтрация мВВ. Для проведения дот-
блоттинга или анализа активности ферментов
мы концентрировали частицы с использованием
концентраторов Amicon Microcon YM-3. Сначала
фракцию (0.5 мл) загружали в емкость для проб и
центрифугировали при 13000 g в течение 40 мин
при 4°C. Далее концентрированный образец от-
бирали в новую пробирку при 1000 g в течение
3 мин. Из 900 мкл исходной фракции sEV было
получено около 200 мкл концентрата. Получен-
ный концентрат хранили при –80°С.

Определение концентрации белка в мВВ. Кон-
центрацию белка определяли флуоресцентным
методом с использованием CBQCA. Реакцию
проводили в лунках 96-луночного планшета.
К 20 мкл образца добавляли 110 мкл 0.1 М борат-
ного буфера рН 9.3, 5 мкл 20 мМ KCN и 10 мкл
рабочего 2 мМ раствора CBQCA. Полученную
смесь инкубировали в течение 60 мин в темноте
при комнатной температуре, после чего измеряли
флуоресценцию при длинах волн возбужде-
ния/испускания 450/550 нм на планшетном флу-
ориметре Hidex Sense (PerkinElmer, Финляндия).
В качестве стандарта использовали раствор БСА
различной концентрации.

Выделение мВВ нейронального происхождения.
Исходным материалом для выделения мВВ ней-
ронального происхождения служила фракция мВВ,
выделенная с помощью ПЭГ и концентрирован-
ная ультрафильтрацией [24]. Некоторые образцы
были потрачены на оптимизацию эксперимента
(время инкубации и концентрация антител), по-
этому представлены результаты только на основе
части исходных образцов. мВВ инкубировали
ночь при 4°С в присутствии 4 мкг мышиных анти-
тел против белка CD171 человека (L1CAM) (клон
5G3, eBioscience, США) в 3% БСА. Затем добав-
ляли 15 мкл стрептавидин-агарозы (Ultralink,
Thermo Scientific, США) в 25 мкл 3% БСА и смесь
инкубировали в течение 6 ч при 4°С. Затем смесь

центрифугировали в течение 1 мин при 500 g для
осаждения смолы с захваченными на ней нейро-
нальными мВВ. Осадок дважды промывали 500
мкл PBS, а затем ресуспендировали в 200 мкл 0.1
М раствора глицина, рН 2.5, встряхивали в тече-
ние 10 мин и центрифугировали в течение 1 мин
при 500 g для диссоциации нейрональных мВВ от
смолы. Элюаты немедленно нейтрализовали 10
мкл 1 М Трис pH 8.0. Концентрацию мВВ в элю-
атах оценивали методом динамического свето-
рассеяния.

Дот-блот. Чтобы оценить наличие тетраспа-
нинов в нейрональных мВВ, мы провели дот-
блоттинг с использованием антител против CD9
(MA1-80307, Thermo, Великобритания), CD81
(SAB3500454, Sigma, Германия) и CD63 (10628D,
Thermo, Норвегия). мВВ наносили на нитроцел-
люлозную мембрану с помощью аппарата Bio-
Dot (Biorad, США). Мембрану высушивали на
воздухе и блокировали 2% обезжиренным сухим
молоком в TBST в течение 60 минут при комнат-
ной температуре, а затем обрабатывали антитела-
ми при комнатной температуре в течение 1 ч. По-
сле трехкратной промывки TBST по 10 мин мем-
брану инкубировали с субстратом в течение
5 мин. Хемилюминесценцию определяли с помо-
щью MicroChemi (DNR Bio Imaging systems ltd,
Израиль) и количественно определяли с помо-
щью программного обеспечения GelQuant.

Протеолитическая активность с субстратом ом-
никатепсина. Суммарную протеолитическую ак-
тивность цистеинзависимых катепсинов опреде-
ляли в мВВ, выделенных методом гель-фильтра-
ции. Небольшой набор образцов был случайным
образом был выбран из каждой группы и объеди-
нен для проведения пилотного эксперимента.
В этом пилотном эксперименте было определено
оптимальное время инкубации, поэтому количе-
ство представленных образцов немного меньше,
чем указано выше. Концентрированные мВВ ин-
кубировали при 37°С в реакционном буфере
(100 мМ MES pH 4.5, 10 мМ дитиотреитола, 1 мМ
ЭДТА) в двух параллельных образцах с добавле-
нием 50 мкМ флуорогенного субстрата (N-бен-
зоксикарбокси-Phe-Arg-7-амино-4-метилкумарин,
Z-FR-AMC, субстрат омникатепсина для всех
цистеиновых катепсинов). Флуоресценцию из-
меряли в течение 60 мин на планшетном флуори-
метре Wallac 3 (PerkinElmer, США) при длинах
волн возбуждения и испускания 380 и 440 нм со-
ответственно. Протеазную активность рассчиты-
вали по флуоресценции известных концентраций
стандарта АМС и выражали в пмоль/мин/мг
белка.

Анализ активности β-гексозаминидазы. Актив-
ность β-гексозаминидазы определяли в мВВ,
выделенных с помощью гель-фильтрации. Не-
большой набор образцов был случайным образом
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выбран из каждой группы и объединен для прове-
дения пилотного эксперимента. Оптимальные
экспериментальные условия (время инкубации,
рН реакции и концентрация субстрата) были
определены в этом пилотном эксперименте, по-
этому количество представленных образцов не-
много меньше, чем указано выше. К концентри-
рованным мВВ добавляли три объема 100 мМ
цитрата натрия, рН 4.5, содержащего 1 мМ суб-
страта β-гексозаминидазы 4-метилумбеллиферил
N-ацетил-β-D-глюкозаминида, и инкубировали
при 37°C в течение 60 мин. Реакцию останавлива-
ли пятикратным избытком 0.1 М глицина, рН
10.5, и определяли интенсивность флуоресцен-
ции при длинах волн возбуждения и испускания
365 и 440 нм соответственно. В качестве стандар-
та использовали 4-метилумбеллиферон.

Обработка мВВ протеазами. Для проверки ло-
кализации лизосомальных ферментов концен-
трированные мВВ обрабатывали протеиназой К,
трипсином или проназой. Протеазы растворяли в
50 мМ Трис, рН 8.0, и смешивали с образцами до
конечной концентрации 1 мг/мл. Образцы инку-
бировали при 37°С в течение 60 мин, после чего
реакцию останавливали добавлением ФМСФ до
1 мМ. В полученных образцах определяли актив-
ность гексозаминидазы, как описано выше. Кро-
ме того, протеазное расщепление лизосомальных
ферментов во фракции sEV проверяли в присут-
ствии 1% SDS.

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз выполнен в STATISTICA for Windows ver. 12.5
(StatSoft Inc, США) и GraphPad Prism вер. 8
(GraphPad Soft, США). Результаты представлены
в виде среднего значения ± стандартное отклоне-
ние (M ± SD), среднего значения (min–max) или
среднего значения (нижний 95% доверитель-
ный интервал – верхний 95% доверительный ин-
тервал). Статистическую значимость различий
между группами определяли с помощью непара-
метрического дисперсионного анализа (ANOVA
Крускала–Уоллиса). Множественные сравнения

были сделаны с использованием критерия Данна.
Для выявления связи между переменными прово-
дили корреляционный анализ с расчетом ранго-
вого коэффициента корреляции Спирмена (ρ) и
линейный регрессионный анализ, для которого
адекватность модели определяли по коэффици-
енту детерминации (R-квадрат). t-статистика
использовалась для проверки того, значимо ли ρ
отличается от нуля (встроенный алгоритм в
GraphPad Prism). Выбросы определялись в
GraphPad Prism с использованием встроенного
алгоритма ROUT (Q = 1%). Все обнаруженные
выбросы были исключены из анализа. Различия
считали достоверными при уровне значимости
р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Сравнительная характеристика участников ис-
следования. Все участники всех исследуемых
групп были сопоставимы по возрасту и полу. По
шкале BDI-II было 8 пациентов с минимальной
депрессией, 6 – с легкой депрессией, 11 – с уме-
ренной депрессией и 23 – с тяжелой депрессией.
По данным MMSE, все пациенты имели нор-
мальные когнитивные функции. Характеристики
групп представлены в табл. 1.

Корреляция количества мВВ, выделенных раз-
ными методами. Одной из целей нашего исследо-
вания было сравнение двух методов выделения
мВВ: с помощью преципитации ПЭГ и с помо-
щью гель-фильтрации. Общее количество образ-
цов для этого эксперимента равно 56. Результаты
представлены на рис. 1а. Наилучшая аппрокси-
мация представляет собой прямую, слегка сме-
щенную вверх от оси x (т.е. точка пересечения с
осью y составляет около 3500), так что выделен-
ные образцы ПЭГ всегда завышены по сравне-
нию с образцами гель-фильтрации. Коэффици-
ент наклона этой прямой равен 1.7, что больше
единицы; это указывает на большее количество
мВВ, выделенных с помощью ПЭГ, по сравне-

Таблица 1. Характеристика исследованных групп

Группа
Количество 
участников, 

(m/f)

Средний возраст, 
лет (min–max)

BMI, 
M ± SD

Средняя 
длительность, 
лет (min–max)

BDI-II, 
M ± SD

MMSE, 
M ± SD

Здоровый контроль 10 (4/6) 28.4 (24–39) 22.3 ± 2.4
Униполярная депрессия 20 (3/17) 33.4 (19–59) 23.2 ± 4.0 6.6 (0.5–20) 33.8 ± 10.4 28.5 ± 1.4
Фокальная эпилепсия 
без депрессии

9 (4/5) 33.7 (20–56) 25.5 ± 5.8 14.9 (3–36) 5.5 ± 3.3 27.4 ± 1.5

Фокальная 
эпилепсия с ДЭ

8 (2/6) 37.0 (22–52) 23.8 ± 2.9 11.1 (3–26) 19.9 ± 6.9 28.0 ± 1.3

ПНЭП с ДЭ 5 (1/4) 31.2 (18–50) 21.1 ± 2.2 9.6 (3–32) 34.0 ± 7.5 29.0 ± 1.2
БАР с ДЭ 7 (1/6) 27.9 (21–48) 24.2 ± 9.7 8.3 (2–17) 34.7 ± 10.5 28.7 ± 1.8
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нию с количеством мВВ, выделенных с помощью
гель-фильтрации (рис. 1а). Коэффициент детер-
минации для этой аппроксимации составил 0.44.

Между результатами этих методов выделения
была обнаружена высокодостоверная корреля-
ция ρ = 0.52 (95% доверительный интервал 0.28–
0.69, p < 0.001), что может свидетельствовать о
том, что оба метода выделяют сходные по составу
фракции мВВ. В другом эксперименте проверяли
связь между концентрацией липидов во фракции
мВВ и интенсивностью динамического светорас-
сеяния. Общее количество образцов для этого
эксперимента составило 72. Результаты показаны
на рис. 1б. Лучшим приближением является ли-
нейное приближение с нулевой концентрацией
sEV, соответствующей нулевой концентрации ли-
пидов во фракции sEV (рис. 1б). Коэффициент
детерминации для этого приближения составил
0.66.

Кроме того, между количеством частиц и кон-
центрацией липидов в образцах обнаружена вы-
сокодостоверная корреляция, ρ = 0.4 (95% дове-
рительный интервал 0.75–0.90, p < 0.0001), что
свидетельствует о том, что все выделенные части-
цы имеют одинаковое содержание липидов и, ве-
роятно, относятся к сходным по липидному со-
ставу видам. Эти эксперименты показывают, что
методы ПЭГ и гель-фильтрации дают приемлемо
аналогичную оценку количества частиц в образ-
цах (рис. 1а), поэтому в некоторых случаях их
можно использовать взаимозаменяемо.

Мы сравнили концентрацию мВВ в сыворотке
крови больных с разными диагнозами (униполяр-
ная депрессия, фокальная эпилепсия, фокальная
эпилепсия с ДЭ, ПНЭП с ДЭ и БАР с ДЭ), выде-
лив мВВ двумя разными методами. Как и ожи-
далось, результаты оказались очень похожими
(рис. 1а). Количество мВВ, выделенных с помо-
щью ПЭГ, показано на рис. 1в, а количество мВВ,
выделенных с помощью гель-фильтрации, пока-
зано на рис. 1г. И в первом, и во втором случае
дисперсионный анализ Крускала–Уоллиса вы-
явил достоверные различия (H(5, 56) = 16.45, p =
0.006, H(5, 56) = 16.67, p = 0.005, соответствен-
но).

Оба метода выделения мВВ выявляют значи-
тельное повышение концентрации частиц в сы-
воротке крови больных фокальной эпилепсией
по сравнению с контрольной группой (рис. 1в, г).
Гель-фильтрация оказалась более чувствительной в
выявлении различий между группами (рис. 1г).
В сыворотке крови больных депрессией или де-
прессией с фокальной эпилепсией концентрация
частиц была значительно повышена относитель-
но контроля (рис. 1г). Среднее значение и дове-
рительный интервал (нижний 95% ДИ — верхний
95% ДИ) для контрольной группы на рис. 1в со-
ставляет 4594 (2801–6387), а для группы с фокаль-

ной эпилепсией — 13902 (9241–18563). На рис. 1г
средние значения и доверительные интервалы со-
ставляют 1155 (539–1771) для контрольной группы,
2876 (2426–3325) для депрессии без эпилепсии,
4411 (2388–6435) для эпилепсии без депрессии и
3007 (1803–4212) для депрессии с эпилепсией.
Так, доверительный интервал для контрольной
группы лежит значительно ниже доверительного
интервала для группы эпилепсии (рис. 1в и 1г), а
также для группы депрессии (рис. 1г). Эти резуль-
таты позволяют сделать вывод, что группа де-
прессии и группа эпилепсии достоверно отлича-
ются от контрольной группы, несмотря на не
столь большое количество пациентов в группах.

Таким образом, все данные, представленные
на рис. 1, лежат в основе нашего первого важного
методологического вывода, заключающегося в
том, что оба метода выделения мВВ из сыворотки
дают очень близкие результаты. Второй вывод
имеет научное значение: у пациентов с ДЭ и фо-
кальной эпилепсией при ДЭ и у пациентов только
с фокальной эпилепсией концентрация мВВ в
сыворотке значительно повышена (рис. 1г). Это
открытие требует более глубокого изучения про-
исхождения и состава мВВ в сыворотке крови.

Мы предположили, что повышение концен-
трации мВВ в крови больных с психическими и
неврологическими расстройствами связано с мВВ
нейронального происхождения. Однако оказа-
лось, что концентрация мВВ нейронального про-
исхождения в крови этих больных не отличалась
от контрольного уровня. Этот результат подтвер-
ждается данными динамического светорассеяния
(рис. 2а), а также иммунореактивностью тетрас-
панинов CD81 (рис. 2б), CD9 (рис. 2в) и CD63
(рис. 2г) во фракции нейрональных мВВ.

Мы измеряли активность лизосомальных фер-
ментов во фракции мВВ. Основываясь на наших
предыдущих результатах, мы решили определить
активность β-гексозаминидазы и общую протео-
литическую активность лизосомальных цистеи-
новых катепсинов. В этом эксперименте все образ-
цы были сконцентрированы примерно в четыре
раза, поскольку активность в неконцентрирован-
ных образцах обычно не обнаруживалась (данные
не представлены). Активность лизосомальной
β-гексозаминидазы при мВВ в сыворотке боль-
ных показана на рис. 3а, а суммарных лизосо-
мальных цистеиновых катепсинов – на рис. 3б.
Различий между группами не обнаружено. Не-
смотря на то, что различий обнаружено не было,
эти активности обнаруживались во всех образцах
с высокой достоверностью. В случае, когда обе
активности происходят из одной и той же орга-
неллы, лизосомы, мы ожидаем найти корреля-
цию между активностью β-гексозаминидазы и
цистеиновых катепсинов. Для проверки взаимо-
связи между этими действиями был проведен ли-
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Рис. 1. Два метода выделения мВВ дали схожие результаты. Каждая точка представляет отдельного пациента. (а) Корреля-
ция между концентрацией частиц в образцах, выделенных ПЭГ, и образцах, выделенных гель-фильтрацией. Коэффициент
корреляции ρ = 0.52 (95% доверительный интервал 0.28–0.69, р < 0.0001). Сплошная линия представляет наилучшее при-
ближение данных к данным, а пунктирная линия представляет 95% доверительный интервал. Концентрацию частиц, вы-
деленных двумя способами, оценивали по динамическому светорассеянию; (б) Корреляция между концентрацией частиц
в образцах, выделенных гель-фильтрацией, и концентрацией липидов в этих образцах. Коэффициент корреляции ρ = 0.84
(95% доверительный интервал 0.75–0.90, p < 0.0001). Сплошная линия представляет наилучшее приближение данных к
данным, а пунктирная линия представляет 95% доверительный интервал. Концентрацию частиц оценивали по динамиче-
скому светорассеянию, а концентрацию липидов – по сульфофосфофованилину; (в) Концентрация частиц в сыворотке
крови больных с разными диагнозами. Частицы выделяли с помощью ПЭГ, а их концентрацию оценивали по динамиче-
скому светорассеянию. Дисперсионный анализ Крускала–Уоллиса ANOVA H(5, 56) = 16.45, p = 0.006, множественные
сравнения контрольной группы между собой проводились по критерию Данна, *** p < 0.001 с контролем. Размер выборки
n = 10 для здорового контроля, n = 19 для униполярной депрессии, n = 9 для фокальной эпилепсии без депрессии, n = 7 для
фокальной эпилепсии при ДЭ, n = 5 для психогенных неэпилептических припадков при ДЭ, n = 6 для биполярного аффек-
тивного расстройства при ДЭ; (г) Концентрация частиц в сыворотке крови больных с разными диагнозами. Частицы выде-
ляли гель-фильтрацией, концентрацию частиц оценивали по динамическому светорассеянию. Дисперсионный анализ
Крускала–Уоллиса ANOVA H(5, 56) = 16.67, p = 0.005, множественные сравнения с контрольной группой проводились по
критерию Данна, * p < 0.05, ** p < 0.01 с контролем. Размер выборки n = 10 для здорового контроля, n = 19 для униполярной
депрессии, n = 8 для фокальной эпилепсии без депрессии, n = 8 для фокальной эпилепсии при ДЭ, n = 5 для психогенных
неэпилептических припадков при ДЭ, n = 6 для биполярного аффективного расстройства в ДЭ.
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нейный регрессионный анализ; результаты пред-
ставлены на рис. 3в. Коэффициент детерминации
для этого приближения составил 0.66. Наилуч-
шим приближением является линейное прибли-

жение с нулевой активностью лизосомальных ци-
стеинзависимых протеаз в мВВ, что соответствует
активности лизосомальной β-гексозаминидазы
во фракции мВВ, близкой к нулю (рис. 3в). Меж-

Рис. 2. мВВ нейронального происхождения в сыворотке крови больных с разными диагнозами. (а) Концентрация мВВ
нейронального происхождения в сыворотке крови больных с разными диагнозами. мВВ сначала осаждали ПЭГ, а за-
тем иммунопреципитировали антителом L1CAM (CD171). Концентрацию частиц оценивали по динамическому све-
торассеянию; (б) Иммунореактивность CD81 частиц, несущих L1CAM. Различий между группами выявлено не было;
(в) Иммунореактивность CD9 частиц, несущих L1CAM. Различий между группами выявлено не было; (г) CD63-им-
мунореактивность частиц, несущих L1CAM. Различий между группами выявлено не было. Для всех представленных
графиков размер выборки n = 6 для здорового контроля, n = 11 для униполярной депрессии, n = 6 для фокальной эпи-
лепсии без депрессии, n = 6 для фокальной эпилепсии в ДЭ, n = 5 для ПНЭП с ДЭ, n = 6 для БАР с ДЭ.
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ду этими двумя активностями была обнаружена
высокодостоверная корреляция ρ = 0.89 (95% до-
верительный интервал 0.81–0.94, p < 0.0001), что
указывает на то, что обе активности имеют один и
тот же источник, в нашем случае – это лизосомы.
Известно, что ферментативная активность, свя-
занная с мВВ, может исходить из сыворотки, а не
из содержимого мВВ. Таким образом, остался не-
выясненным вопрос об источнике активности
лизосомальных ферментов. Для его выяснения
мы обработали мВВ различными протеазами и
обнаружили полностью сохраненную β-гексо-
заминидазную активность во фракции мВВ (рис.
3г), что указывает на истинную внутривезикуляр-
ную локализацию лизосомальных ферментов или
на тесную связь лизосомальных ферментов с
мВВ, так что они защищены от деградации проте-
азами белковой короной мВВ.

В этом же эксперименте показано, что инкуба-
ция sEVs с протеиназой К в присутствии 1% SDS
полностью подавляет активность β-гексозамини-
дазы (данные не представлены). Активность ли-
зосомальных цистеиновых катепсинов в мВВ
после обработки протеазами не определяли,
поскольку мы использовали неспецифический
субстрат, который может расщепляться и добав-
ленными протеазами, что может приводить к за-
вышению активности катепсинов. Корреляция
между активностью различных лизосомальных
ферментов в мВВ указывает на то, что лизосомы
являются источником некоторых мВВ. Результа-
ты, полученные с β-гексозаминидазой после об-
работки протеазами, убедительно показали, что
мВВ действительно содержат лизосомальные фер-
менты.

Наши результаты показывают, что концентра-
ция мВВ в сыворотке пациентов с ДЭ, фокальной
эпилепсией и ДЭ или только фокальной эпилеп-
сией повышена по сравнению с контрольным
уровнем (рис. 1г). Мы предположили, что некото-
рые симптомы патологии могут быть связаны с
повышением уровня мВВ в сыворотке крови. Для
выявления возможных ассоциаций мы провели
корреляционный анализ между концентрацией
мВВ и выраженностью симптомов депрессии
(рис. 4а), снижением когнитивных функций
(рис. 4б) и длительностью заболевания (рис. 4в).
Ни одной корреляции не выявлено. Между кон-
центрацией мВВ и возрастом пациентов выявле-
на слабая связь (рис. 4г) с коэффициентом корре-
ляции ρ = 0.32 (95% доверительный интервал
0.06–0.54, p < 0.05) и коэффициентом детермина-
ции 0.08.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В последнее время интерес к мВВ неуклонно

растет. Показано, что мВВ участвует в самых раз-
ных процессах в организме: от обучения и памяти

[25] до прекондиционирования к летальному по-
вреждению [26, 27]. В онкологии циркулирующие
мВВ определяют метастазирование [28], в обла-
сти цереброваскулярных заболеваний мВВ явля-
ются перспективным инструментом для прогно-
зирования и профилактики заболеваний [29].
Весьма вероятно, что мВВ могут также опосредо-
вать прогрессирование других заболеваний [29,
30]. В связи с этим большое значение имеют ис-
следования роли мВВ при психических расстрой-
ствах [31]. Появляются статьи, связывающие мВВ
с биполярным расстройством [32, 33], шизофре-
нией [34–36] и депрессией [37–39]. В попытке
выявить надежный маркер заболевания мы нача-
ли работать с мВВ крови при депрессивном рас-
стройстве [8]. В той своей самой первой работе
мы показали, что концентрация мВВ увеличива-
ется в крови больных депрессией [8]. Теперь мы
показываем, что это повышение не связано с мВВ
нейронального происхождения. Мы предполага-
ем, что повышенная концентрация мВВ в крови
может быть связана с известной активацией им-
мунной системы при депрессии [38, 40].

Иммунная система может регулировать раз-
личные функции организма с помощью мВВ [41].
В самых ранних исследованиях было показано,
что экзосомы в крови больных депрессией содер-
жат микроРНК, способные регулировать функ-
цию иммунной системы [42]. В крысиной модели
депрессии профиль экзосомальной микроРНК
был изменен и, вероятно, может быть ответствен-
ным за воспаление [37]. Аналогичные свойства
были показаны для эктосом [43]. Эти исследова-
ния не касаются содержания белка в мВВ и абсо-
лютного количества мВВ в крови. Мы разделяем
основную мысль с авторами цитируемых статей
рассматривать мВВ как мессенджеры воспаления
в крови. Выяснение содержания мВВ в крови
больных депрессией является целью наших буду-
щих исследований. Теперь мы знаем, что мВВ
из сыворотки содержат маркеры лизосом, и мы
планируем проверить другие маркеры мВВ. Мы
предполагаем, что общий высокий уровень мВВ в
сыворотке может быть связан с одной фракцией
мВВ, или экзосомами, или эктосомами. Выясне-
ние состава этой фракции должно положить
начало новому пониманию депрессивного рас-
стройства.

Роль мВВ при эпилепсии в настоящее время
неясно. Содержание белков мВВ менялось в мо-
дели эпилепсии у мышей и у человека [44], но го-
ворить о диагностической ценности этих находок
преждевременно. Одной из возможных ролей
мВВ при эпилептических припадках является ре-
гуляция воспаления [45]. Таким образом, уровень
мВВ может быть повышен при эпилепсии из-за
активации иммунной системы и может происхо-
дить из иммунных клеток. Если это так, то мы об-
наруживаем очень общую черту мВВ при эпилеп-
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Рис. 3. мВВ в сыворотке содержат лизосомальные ферменты. (а) Активность β-гексозаминидазы в мВВ в сыворотке
крови больных с разными диагнозами. Различий между группами выявлено не было. Размер выборки n = 9 для здоро-
вого контроля, n = 17 для униполярной депрессии, n = 8 для фокальной эпилепсии без депрессии, n = 7 для фокальной
эпилепсии с ДЭ, n = 4 для ПНЭП с ДЭ, n = 6 для БАР с ДЭ; (б) Суммарная активность цистеин-зависимых катепсинов
в мВВ в сыворотке крови больных с разными диагнозами. Различий между группами выявлено не было. Размер вы-
борки n = 9 для здорового контроля, n = 17 для униполярной депрессии, n = 8 для фокальной эпилепсии без депрессии,
n = 7 для фокальной эпилепсии с ДЭ, n = 4 для ПНЭП с ДЭ, n = 6 для БАР с ДЭ; (в) Корреляция между активностью
β-гексозаминидазы и общей активностью цистеинзависимых катепсинов в образцах, выделенных гель-фильтрацией.
Коэффициент корреляции ρ = 0.89 (95% доверительный интервал 0.81–0.94, p < 0.0001). Сплошная линия представ-
ляет наилучшее приближение данных к данным, а пунктирная линия представляет 95% доверительный интервал.
(г) Активность β-гексозаминидазы в мВВ после обработки мВВ различными протеазами. В отдельном эксперименте
обработка мВВ протеазой К в присутствии 1% SDS приводила к полному устранению активности β-гексозаминидазы
мВВ (данные не представлены). Общее количество образцов составляет N = 16 для эксперимента с протеазами.

0 500 1000 1500 2000

5

10

15

20

– + – –
– – + –
–

Трипсин
Проназа

Протеиназа К – – +

0

50

100

150б

0

500

1000

1500

2000

а

г

в

0

5

10

15

20

Зд
ор

ов
ы

й
ко

нт
ро

ль

У
ни

по
ля

рн
ая

де
пр

ес
си

я

Ф
ок

ал
ьн

ая
 э

пи
ле

пс
ия

бе
з 

де
пр

ес
си

и

Ф
ок

ал
ьн

ая
 э

пи
ле

пс
ия

c 
де

пр
ес

си
ей

П
Н

Э
П

 с
де

пр
ес

си
ей

Б
А

Р 
с

де
пр

ес
си

ей

А
кт

ив
но

ст
ь 

ци
ст

еи
но

вы
х 

ка
те

пс
ин

ов
,

пм
ол

ь/
м

ин
/м

г 
бе

лк
а

А
кт

ив
но

ст
ь 

ли
сз

ос
ом

ал
ьн

ой
,

ге
кс

оз
ам

ин
ид

аз
ы

, п
м

ол
ь/

м
ин

/м
г 

бе
лк

а

А
кт

ив
но

ст
ь 

ли
сз

ос
ом

ал
ьн

ой
,

ге
кс

оз
ам

ин
ид

аз
ы

, п
м

ол
ь/

м
ин

/м
г 

бе
лк

а
А

кт
ив

но
ст

ь 
ли

сз
ос

ом
ал

ьн
ой

,
ге

кс
оз

ам
ин

ид
аз

ы
, %

Активность цистеин-зависимых,
лисзосомальных протеаз, пмоль/мин/мг белка



НЕЙРОХИМИЯ  том 40  № 4  2023

ПОВЫШЕННЫЙ УРОВЕНЬ МАЛЫХ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ 391

сии и депрессии как мессенджеров иммунной си-
стемы.

Биогенез экзосом в настоящее время хорошо
изучен [2]. Вначале образуется инвагинация плаз-
матической мембраны, заполненная внеклеточ-
ным содержимым. Затем везикула открепляется
внутри клетки с образованием первичной эндо-
сомы. При созревании эндосомы внутри нее об-
разуются везикулы, заполненные цитоплазмати-
ческим содержимым, и первичная эндосома ста-
новится мультивезикулярным тельцем. Далее
мультивезикулярное тельце может сливаться с

аутофагосомами и/или лизосомами и подвергать-
ся деградации, либо сливаться с плазматической
мембраной, высвобождая содержимое наружу в
виде экзосом. Процесс секреции может быть как
ESCRT-зависимым, так и независимым [46, 47].
Биогенез эктосом также хорошо известен: вези-
кула, наполненная цитоплазматическим содер-
жимым, отпочковывается от плазматической мем-
браны [46]. Таким образом, ни при каких сцена-
риях мВВ не должны содержать лизосомальные
ферменты; тем не менее, мы обнаружили лизосо-
мальные ферменты в мВВ.

Рис. 4. Зависимость концентрации мВВ в сыворотке от выраженности депрессии, когнитивного статуса, продолжи-
тельности заболевания и от возраста. (а) Шкала депрессии Бека; (б) Когнитивные статус по MMSE; (в) Длительность
заболевания; (г) Возраст. Коэффициент корреляции r = 0.32 (95% доверительный интервал 0.06–0.54, p < 0.05).
Сплошная линия представляет наилучшее приближение данных к данным, а пунктирная линия представляет 95% до-
верительный интервал. мВВ выделяли гель-фильтрацией, концентрацию частиц оценивали по динамическому свето-
рассеянию.
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Подобные необъяснимые находки уже встре-
чались в литературе. В недавнем исследовании
было показано, что некоторые лизосомальные
белки синтезируются de novo в экзосомы, но авто-
ры не обсуждают возможные механизмы этого
явления [48]. Также было показано, что экзосомы
нейронального происхождения из крови пациен-
тов с болезнью Альцгеймера и контрольных
добровольцев того же возраста содержат лизосо-
мальный катепсин D [24]. Авторы исследования
предполагают, что дефекты в эндолизосомной
системе приводят к секреции аутолизосомного
содержимого в экзосомы, хотя и не обсуждают
возможные механизмы [24]. Масс-спектрометри-
ческое исследование выявило относительное со-
держание лизосомальных ферментов в экзосомах
мочи [49], но возможные механизмы не обсужда-
лись. Один установленный механизм секреции
лизосомальных ферментов в кровь хорошо изве-
стен. Во время активации тромбоциты [50] и
тучные клетки [51] секретируют лизосомальные
ферменты. Более того, процесс секреции лизосо-
мальных ферментов коррелирует с секрецией
мВВ [51]. Тем не менее, в этих ситуациях лизосо-
мальные ферменты секретируются в невезику-
лярной форме, а секреция растворимых фермен-
тов является хорошо известным следствием сек-
реции лизосом [52, 53]. Процессы секреции
лизосом, аутофагосом и экзосом имеют как ми-
нимум два общих механизма – снижение актив-
ности протеинкиназы PIKfyve [54, 55] или повы-
шение активности транскрипционного фактора
TFEB [56, 57]. Таким образом, секреция лизосо-
мальных ферментов может происходить одновре-
менно с секрецией экзосом, но не в виде внутри-
пузырного содержимого.

Лизосомальный экзоцитоз, высвобождение
экзосом и секреторная аутофагия очень часто
взаимосвязаны [58]. Важным случаем одновре-
менной секреции экзосом и лизосомальных
ферментов является процесс лизосомальной сек-
реции в ситуации, когда лизосомы содержат ин-
тактные экзосомы [59, 60]. Хотя строгих доказа-
тельств получено не было, предполагается, что
мультивезикулярные тельца сливаются с лизосо-
мами, но их содержимое не расщепляется лизосо-
мальными ферментами, а секретируется вместе с
содержимым лизосом [59, 60]. Аналогичная ситу-
ация возникает, когда клетка секретирует аутофа-
госомы, которые поглощают патогенные бакте-
рии [61]. Обычно это может произойти только в
том случае, если лизосомы клетки не в состоянии
справиться с возбудителями внутри клетки. Но во
всех этих случаях секретируемые лизосомальные
ферменты не находятся внутри секретируемых
мВВ, а секретируются вместе с мВВ в раствори-
мой, не связанной с везикулами форме [59–61].

Экзосомальная секреция лизосомальных фер-
ментов была постулирована как часть секретор-

ного фенотипа, связанного со старением [62].
Индуцированное рентгеновским излучением ста-
рение фибробластов приводит к секреции лизо-
сомальных ферментов в экзосомах [62]. Возмож-
ным недостатком данного исследования является
отсутствие обработки экзосом протеазами, что
приводит к недоверию к истинной внутрипузыр-
ной локализации лизосомальных ферментов. Тем
не менее, это исследование дает нам интересную
возможность рассматривать активность лизосо-
мальных ферментов во фракции мВВ сыворотки
как показатель состояния старения клеток в орга-
низме [62].

В наших экспериментах лизосомальные фер-
менты располагаются внутри мВВ или, тесно свя-
заны с наружной везикулярной мембраной, глу-
боко погружены в белковую корону мВВ, так как
обработка мВВ протеазами не изменяет актив-
ность этих ферментов. Секреция лизосомальных
ферментов внутри мВВ была показана впервые,
поэтому еще не нашла объяснения. Можно пред-
положить некоторые механизмы, которые могут
приводить к секреции лизосомальных ферментов
внутри мВВ. Широко известно, что лизосомаль-
ные ферменты могут быть обнаружены в цитозо-
ле в результате пермеабилизации лизосомальных
мембран [63]. Проницаемость лизосомальной
мембраны может быть вызвана активными фор-
мами кислорода [64] и лизосомотропными аген-
тами [65]. Катепсины могут быть обнаружены в
цитозоле после пермеабилизации лизосомальной
мембраны [66]. Цитозольные ферменты могут
секретироваться в просвет эктосом [67]. Вероят-
но, мы видим эти просочившиеся ферменты в
мВВ в сыворотке. В этом случае лизосомальные
ферменты в мВВ отражают интенсивность разры-
ва лизосом в родительской клетке. Целостность
лизосомальных мембран сильно нарушена при
раке [66], поэтому наша гипотеза предсказывает
повышенное содержание лизосомальных фер-
ментов в мВВ из раковых клеток. Другой путь
проникновения лизосомального фермента в про-
свет мВВ лежит через секрецию лизосом. Лизосо-
мы выделяют свое содержимое во многих физио-
логических и патологических ситуациях [68].
Секретируемые ферменты могут интернализо-
ваться клетками и секвестрироваться в ранних
эндосомах, а затем повторно секретироваться
в процессе эндоцитарной рециркуляции [69].
В этом случае лизосомальные ферменты в мВВ
отражают секреторную активность клеток крови.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Наша работа представляет несколько интерес-

ных результатов и предлагает новые направления
исследований мВВ. Во-первых, мВВ повышены в
сыворотке крови больных эпилепсией, депресси-
ей и эпилепсией с депрессией. Во-вторых, эти
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мВВ не нейронального происхождения. Источ-
ник дополнительных мВВ неизвестен, но мы
связываем его с активацией иммунной системы.
В-третьих, мВВ содержат лизосомальные фер-
менты из неизвестных клеток. Эти выводы требу-
ют глубокого изучения, но ожидаемые результаты
могут открыть новые возможности для клиники.
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Elevated Level of Small Extracellular Vesicles in the Serum of Patients with Depression, 
Epilepsy and Epilepsy with Depression

A. A. Yakovleva, b, T. A. Druzhkovab, A. Stefanovichc, Yu. V. Moiseevaa, N. A. Lazarevaa, M. S. Zinchukb, 
F. K. Riderb, A. B. Guekhtb, d, and N. V. Gulyaevaa, b

aInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia
bMoscow Research and Clinical Center for Neuropsychiatry, Moscow Healthcare Department, Moscow, Russia

cFirst Moscow State Medical University named after I.M. Sechenov, Moscow, Russia
dPirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russia

Small extracellular vesicles (sEVs) properties and sEVs composition are far from being well-studied for now,
especially in the context of mental disorders. To elucidate the role of sEVs in disease we performed a quanti-
tative analysis of the blood sEV in patients with focal epilepsy and patients with focal epilepsy with depression,
psychogenic non-epileptic seizures with depression, pure depression, and bipolar affective disorder with the
current depressive episode (cDE). Small EVs were isolated from the serum by gel filtration or PEG precipi-
tation, and both methods showed very similar results. Subsequently, we precipitated neuronal sEVs and quan-
tified it with several methods. Activity of lysosomal enzymes was determined in the sEVs fraction. The con-
centration of the blood sEVs in patients with depression, focal epilepsy, or depression with focal epilepsy was
higher than in healthy controls. No difference was found between patients and controls in terms of neuronal
sEVs concentration. Another finding of our work is that sEVs in the serum of patients contains various lyso-
somal enzymes. We suppose that the concentration of the blood sEVs in patients with depression or epilepsy
is higher due to the sEVs secretion by the immune cells. Finding sEVs in the blood of patients with depression
and focal epilepsy grants validity for future attempts to use sEVs as diagnostic tools for these disorders.

Keywords: extracellular vesicles, blood serum, depressive disorder, epilepsy, dynamic light scattering
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Цель исследования – определение количественных характеристик малых внеклеточных везикул
(мВВ) в крови пациентов с несуицидальным самоповреждением (НССП) и сравнение концентра-
ции и размеров мВВ у пациентов с большим депрессивным расстройством (БДР) с НССП и без та-
кового, а также оценка связи размеров и концентрации мВВ в выборке с такими параметрами как
выраженность ситуативной и личностной тревоги, депрессии и суицидального риска. В исследова-
ние были включены 28 пациентов (11 м./17 ж.) с текущим эпизодом большой депрессии и как ми-
нимум пятью эпизодами НССП за последние 12 мес. (основная группа, средний возраст 28.3 года)
и 28 пациентов с большой депрессией идентичных по полу и возрасту без НССП на протяжении
жизни (группа сравнения). Оценка психического состояния пациентов проводилась с помощью ин-
тервью MINI, опросника депрессии Бека – II (BDI II) и шкалы тревоги Спилбергера. Выделение
мВВ из крови проводилось с помощью преципитации полиэтиленгликолем (ПЭГ) и гель-фильтра-
ции. Размер и концентрацию выделенных частиц оценивали с помощью динамического свето-
рассеяния (ДРС) и анализа траекторий наночастиц (АТН). Группы значимо различались по выра-
женности депрессии по опроснику BDI-II, шкале ситуационной тревоги Спилбергера и шкале лич-
ностной тревоги Спилбергера. Оценка суицидального риска, проведенная по соответствующему
модулю опросника MINI, выявила в группе пациентов с НССП значимо большее число участники
со средним и высоким суицидальным риском. Из крови пациентов основной группы и группы срав-
нения была выделена фракция мВВ. Не было выявлено различий в концентрации и размерах мВВ
между группами пациентов с депрессией с и без НССП. Также нам не удалось выявить зависимости
концентрации и размеров мВВ от выраженности депрессии, ситуативной и личностной тревоги и
тяжести суицидального риска. Заключение: НССП у лиц с большим депрессивным расстройством
связано с более тяжелым течением расстройства (большая выраженность депрессии, ситуативной и
личностной тревоги), а также более высоким суицидальным риском. Наше исследование не выявило
отличий количественных характеристик мВВ у пациентов с депрессивным эпизодом с и без НССП.
Будущие исследования должны быть направлены на исследование структурных отличий и функци-
ональных особенностей мВВ при НССП.

Ключевые слова: несуицидальное самоповреждающее поведение, депрессия, суицидальность, малые вне-
клеточные везикулы, динамическое светорассеяние, анализ траекторий наночастиц
DOI: 10.31857/S1027813323040180, EDN: OTSQGM

Список сокращений

НССП – несуицидальное самоповреждающее
поведение

ВВ – внеклеточные везикулы

мВВ – малые внеклеточные везикулы
ДРС – динамическое светорассеяние
АТН – анализ траектории наночастиц
ПЭГ – полиэтиленгликоль
БДР – большое депрессивное расстройство
ПРЛ – пограничное расстройство личности
ИФА – иммуноферментный анализ

* Адресат для корреспонденции: 115419, Москва, ул. Дон-
ская, д. 43, e-mail: docmishin@vk.com.

УДК 616.8,577.1,612.8

КЛИНИЧЕСКАЯ 
НЕЙРОХИМИЯ



НЕЙРОХИМИЯ  том 40  № 4  2023

КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 397

ВВЕДЕНИЕ

Самоубийство является одной из ведущих
предотвратимых причин преждевременной смер-
ти. По данным Всемирной организации здраво-
охранения (ВОЗ) в год около 0.7 млн человек уми-
рает в результате самоубийства, при этом число
совершающих суицидальную попытку намного
больше [1]. В отличие от многих других ведущих
причин смерти, таких как онкологические и кар-
диологические заболевания, показавших посте-
пенное снижение уровня смертности за последние
десятилетия [2, 3], уровень самоубийств среди
молодых людей за предшествующие 45 лет вырос
в мире на 60% [4].

Предотвращение суицидального поведения за-
труднено отсутствием надежных предикторов, в
особенности среди лиц из групп высокого риска
совершения попытки. Суицидальное поведение
имеет сложный генез, определяющийся взаимо-
действием разноуровневых переменных, включа-
ющих, среди прочих социально-демографические
факторы [5], факторы окружающей среды, психо-
логические [6–8] и биологические факторы [9],
в том числе генетические переменные [10]. Ряд
клинических факторов, таких как наличие боле-
вого синдрома, нарушений сна, некоторые невро-
логические и многие психические расстройства
связаны с повышенным суицидальным риском
[11–15]. В то же время даже среди лиц с расстрой-
ствами настроения, представляющих собой груп-
пу особо высокого риска развития суицидального
поведения [16, 17], лишь малая часть совершает
суицидальную попытку. По данным Nock et al.
(2013) только около трети подростков с суици-
дальными мыслями совершали суицидальную
попытку в течение жизни [18]. В связи с этим осо-
бое значение приобретает исследование механиз-
мов, участвующих в переходе от суицидальной
идеации к суицидальной попытке в группах вы-
сокого риска [19].

К числу наиболее значимых клинических фак-
торов риска совершения суицидальной попытки
относится НССП, которое определяется как со-
циально несанкционированное прямое поврежде-
ние тканей тела без суицидальных намерений [20].
Данный феномен широко распространен как в
клинических выборках, так и в общей популяции.
По данным ряда исследований, в последние деся-
тилетия в мире происходит рост числа лиц, прак-
тикующих НССП [21]. Griep et al. (2022) выявили,
что опыт НССП является предиктором соверше-
ния в будущем суицидальной попытки. Особенно
этот эффект прослеживается у женщин и лиц с
диагнозом пограничного расстройства личности
(ПРЛ), расстройств настроения или представлен-
ностью в клинической картине симптомов де-
прессии [22]. Одним из механизмов, облегчаю-
щих переход от суицидальной идеации к совер-

шению суицидальной попытки, лицами с опытом
НССП, является формирующаяся в результате
систематических самоповреждений “привыч-
ность” переживания боли и вида крови [23, 24].
В то же время постепенно накапливаются данные,
свидетельствующие о вовлеченности генетиче-
ских [25, 26] и эпигенетических [27] механизмов,
а также изменении в гипоталамо-гипофизарно-
надпочечниковой оси [28], автономной нервной
системе [29] и системе восприятия боли [30]. Од-
нако, до настоящего времени, сохраняются про-
белы в понимании биологических механизмов
развития самоповреждающего поведения, а так-
же противоречия в результатах исследований не-
которых биологических коррелятов НССП [31].
Последние отчасти могут быть связаны с недо-
статками дизайна исследований и относительно
малым количеством участников, что требует их
проверки новыми экспериментами [31, 32].

Новым направлением в изучении этиопатоге-
неза психических расстройств стали исследова-
ния внеклеточных везикул (ВВ), в особенности,
экзосом [33]. ВВ – это гетерогенная группа ча-
стиц размером от 50 нм до 5 мкм, включающая в
себя везикулы, происходящие из эндосом (в этом
случае они называются экзосомами) и плазмати-
ческой мембраны (в этом случае они называются
эктосомами) и выделяемые большинством типов
клеток [34]. Малыми называются ВВ, если их раз-
мер не превышает 200 нм. Экзосомы – мВВ эндо-
сомального происхождением диаметром от 50 до
150 нм (в среднем 100 нм). Последовательная ин-
вагинация ограничивающей мембраны первичной
эндосомы приводит к образованию мультивези-
кулярных телец, которые впоследствии сливают-
ся с плазматической мембраной и высвобождают
свое содержимое (мВВ) во внеклеточную среду.
мВВ содержат различные макромолекулы, вклю-
чая ДНК, РНК, липиды, метаболиты, а также ци-
тозольные и поверхностные белки клетки [35].
Они выделяются большинством типов клеток и
могут быть обнаружены практически в любой
биологической жидкости (кровь, моча, спинно-
мозговая жидкость, слюна и т.д.) [36]. В настоя-
щее время доказано, что мВВ играют важную
роль в физиологии и патологии ЦНС, поскольку
они представляют собой путь локальной и ди-
станционной коммуникации между нейронами и
глией, а также клетками других органов и тканей
[37]. Из-за своей способности пересекать гемато-
энцефалический барьер, и груза, который пере-
носят мВВ (особенно микроРНК из-за их плей-
отропности), они являются многообещающими
кандидатами в биомаркеры и потенциально содер-
жат клинически значимую информацию [38, 39].
Поиск маркеров состояний при психических рас-
стройствах является основной целью изучения
мВВ в психиатрии. С этой целью проводятся ис-
следования мВВ при таких психических рас-
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стройствах как как шизофрения [38, 40] и бипо-
лярное расстройство [41], а также для оценки
суицидального риска [42]. Кроме того, были вы-
явлены изменения экзосомального профиля при
различных болевых синдромах [43], что делает
особенно перспективным изучение мВВ при
НССП – расстройстве в основе которого лежит
парадоксальное улучшение эмоционального со-
стояния в ответ на болевые стимулы.

Существуют исследования, сравнивающие осо-
бенности концентрации и размеров мВВ в крови
пациентов с психическими расстройствами. Ya-
kovlev et al. (2019) определили, что концентрация
мВВ в сыворотке крови, оцененная с использова-
нием методов ДРС, АТН и ИФА, была статисти-
чески значимо повышена у пациентов с БДР по
сравнению со здоровыми добровольцами [44].
Chen et al. (2023) с использованием АТН показа-
ли, что у пациентов с легким когнитивным нару-
шением концентрация мВВ в сыворотке крови
была достоверно выше, а диаметр был меньше по
сравнению со здоровым контролем [45]. В работе
Rani et al. (2021), при исследовании концентра-
ции и размеров мВВ в слюне у пациентов с болез-
нью Альцгеймера, было также установлено, что
концентрация мВВ в слюне у этих пациентов до-
стоверно выше по сравнению с здоровым контро-
лем [46].

На сегодняшний день существуют лишь еди-
ничные исследования, посвященные изучению
роли мВВ в формировании НССП. Целью насто-
ящего исследования была отработка протокола
выделения мВВ у пациентов с НССП и сравнение
концентрации и размеров мВВ у пациентов с
большой депрессией с НССП и без такового, а
также оценка связи размеров и концентрации
мВВ с такими параметрами как выраженность си-
туативной и личностной тревоги, депрессии и су-
ицидального риска.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Пациенты. Исследование типа случай-кон-

троль проводилось в ГБУЗ Научно-практический
психоневрологический центр им. З.П. Соловьева
Департамента здравоохранения города Москвы
(ГБУЗ НПЦ им. Соловьева ДЗМ) с сентября 2022 г.
по ноябрь 2022 г. Методом сплошного набора бы-
ло включено 28 пациентов с текущим эпизодом
большой депрессии и НССП за последние 12 мес.
(основная группа) и затем была набрана группа
сравнения из 28 пациентов с большой депрессией
идентичных по полу и возрасту без НССП на
протяжении жизни (общий размер выборки ис-
следования 56 человек). Диагноз психического
расстройства устанавливался опытным врачом-
психиатром на основании результатов интервью
Mini-International Neuropsychiatric Interview (MINI
v 7.0.2) [47]. Критерии включения: 1) диагноз БДР

(текущий депрессивный эпизод), 2) возраст от
18 лет и старше, 3) свободное владение русским
языком, 4) возможность дать информированное
согласие и соблюдать протокол исследования,
5) количество биологического материала (сыво-
ротка крови), достаточное для анализа мВВ;
6) для участников основной группы – соответ-
ствие диагностическим критериям НССП, пред-
ставленным в секции III DSM-5TR [48]. Критерии
исключения: 1) когнитивные нарушения (оценка
24 балла и меньше по шкале Mini-Mental State Ex-
amination (MMSE) [49], 2) первичные психотиче-
ские расстройства в настоящее время или в про-
шлом, наличие гипоманиакальных или маниа-
кальных фаз на протяжении жизни, 3) тяжелые
сопутствующие соматические (например, сахар-
ный диабет, аутоиммунные или онкологические
заболевания) и неврологические расстройства
(например, эпилепсия, болезнь Альцгеймера,
болезнь Паркинсона). Все пациенты подписали
форму информированного согласия для участия в
исследовании до выполнения любых процедур,
предусмотренных протоколом исследования. Все
образцы крови были взяты в день обращения до
назначения медикаментозной терапии. В даль-
нейшем пациенты получали медикаментозную
терапию, предусмотренную протоколом лечения
большой депрессии (TAU – treatment as usual).
Для оценки тяжести депрессии использовали
русскоязычную версию опросника депрессии Бе-
ка – II (BDI II) [50]. Для измерения личностной и
ситуативной тревожности использовали русско-
язычную версию опросника Спилбергера State-
Trait Anxiety Inventory (STAI) [51]. Исследование
проведено в полном соответствии с принципами
Хельсинской декларации [52]. Дизайн исследова-
ния одобрен Локальным комитетом по этике на-
учных исследований ГБУЗ НПЦ им. Соловьева
ДЗМ.

Материал для исследования. Материалом для
исследования служила сыворотка крови. Забор
крови у пациентов проводили из локтевой вены
в утренние часы натощак. Известно, что на обра-
зование мВВ оказывает влияние множество фак-
торов, поэтому процедура взятия крови и преана-
литический этап подготовки проб были макси-
мально стандартизированы. Для всех проб были
соблюдены одинаковые условия, а именно: время
и способ забора крови, тип моновет и размер
иглы (21.5 G); промежуток времени (не более
30 мин) и температура в помещении между взятием
крови и центрифугированием (22–23°C); условия
центрифугирования; условия хранения биологи-
ческого материала на всех этапах анализа. У всех
пациентов кровь брали до назначения терапии.

Выделение мВВ. Исследование выполнено с
использованием оборудования Центра коллек-
тивного пользования № 40606 ИВНД и НФ РАН
“Функциональное картирование мозга”.
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Для избавления от крупных примесей, агрега-
тов макромолекул и остатков клеток сыворотку
быстро размораживали при 37°С и центрифуги-
ровали при 13000 g 30 мин при комнатной темпе-
ратуре (рис. 1а). Для получения грубой фракции
мВВ, супернатант переносили в новые пробирки,
смешивали 1 к 1 с 6% полиэтиленгликолем (PEG
6000) и охлаждали 30 мин при 4°С (рис. 1б). После
этого исследуемый материал центрифугировали
при 1500 g 30 мин при 4°С (рис. 1в). В результате в
осадок выпадала грубая фракция мВВ, которую
отмывали небольшим количеством водно-соле-
вого буфера (PBS) (рис. 1г). Затем осадок раство-
ряли в PBS для дальнейшего выделения (рис. 1д).
Для получения чистой фракции мВВ растворен-
ный осадок подвергали гель-фильтрации через
колонку, набитую Sepharose CL-2B в объеме 10 мл
(наносили 0.5 мл пробы, промывали 3мл PBS,
проводили элюцию в 1 мл PBS) (рис. 1е). В ре-
зультате гель-фильтрации получали фракцию ве-
зикул, необходимую для последующего изучения.
Чтобы удостовериться, что полученные везикулы
являются мВВ диаметром от 50 до 150 нм, в даль-
нейшем проводили инструментальное определе-
ние размеров везикул с помощью ДРС и АТН.

Анализ траекторий наночастиц. АТН выполня-
ли на приборе NanoSight NS300 (Malvern Panalyt-
ical, Великобритания). Этот метод является
наиболее распространенным методом, использу-
емым для оценки концентраций и размеров ВВ в
растворе. Этот метод опирается на измерение ха-
рактерного движения мВВ (и наночастиц в це-

лом) в растворе на основе броуновского движе-
ния [53]. Каждый образец разводили в 200 раз в
0.05% NP-40, прокачивали с помощью шприце-
вого насоса через проточную кювету и записыва-
ли два видео по 30 с каждое. Полученные видео
обрабатывали при следующих настройках встро-
енной программы обработки видеофайлов: De-
tect Threshold: 5, Blur Size: 2-pass, Max Jump Dis-
tance: Manual: 12.0 pix.

Динамическое светорассеяние. ДРС также из-
вестное как фотонная корреляционная спектро-
скопия, является альтернативным методом изме-
рения размера мВВ [54]. ДРС фракции мВВ
определяли с помощью прибора Zetasizer Nano S
производства Malvern Panalytical (Великобрита-
ния). В кварцевую кювету наливали 1 мл разве-
денной в 5 раз в 0.05% NP-40 фракции мВВ и
определяли светорассеяние за четыре повтора по
20 с каждый. Оборудование позволяет определить
число отраженных фотонов, выражаемое в тыся-
чах фотонов в секунду, kcps. Общее число отра-
женных фотонов используется для вычисления
размера частиц, но может служить и самостоя-
тельным параметром, характеризующим образец.
В нашей предыдущей работе мы показали, что
число фотонов является надежным показателем,
характеризующим число мВВ в образце [44].

Статистический анализ и представление резуль-
татов. Статистическую обработку результатов про-
водили в программе StatPlus:macPro ver.8. Для
сравнения групп использовали дисперсионный
анализ, для анализа связи между переменными
использовали ранговую корреляцию Спирмена.
В качестве апостериорного теста использовали
U-критерий Манна–Уитни. Для сравнения каче-
ственных переменных использовали критерий
χ-квадрат. Достоверным считали уровень значи-
мости p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Основную группу составили 28 пациентов с

эпизодом униполярной депрессии и НССП: муж-
ской пол при рождении имели 11 (39.3%), жен-
ский – 17 (60.7%) пациентов. Средний возраст
участников составил 28.3 года (самый младший
участник – 19 лет, самый старший участник –
38 лет). Контроль был составлен из пропорции 1 : 1,
полностью совпадал по полу и психиатрическому
диагнозу с основной группой. Группы значимо раз-
личались по выраженности депрессии по опрос-
нику BDI-II (34.9 балла в группе c НССП против
26.0 баллов в группе сравнения; p < 0.001); шкале
ситуационной тревоги Спилбергера (63.6 балла
в группе НССП против 56.8 баллов в группе срав-
нения; p < 0.01) и шкале личностной тревоги
Спилбергера (65.2 балла в группе НССП против
57.8 баллов в группе сравнения; p < 0.01). Оценка
суицидального риска, проведенная по соответ-

Рис. 1. На рисунке представлен протокол выделения
малых внеклеточных везикул. Подробное описание
каждого этапа см. в тексте.
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ствующему модулю опросника MINI, также вы-
явила различия между группами. В группе паци-
ентов с БДР и НССП участники со средним и
высоким суицидальным риском встречались зна-
чимо чаще (p < 0.0001; согласно тесту χ-квадрат).
Основные социо-демографические и клиниче-
ские данные групп представлены в табл. 1.

Основные количественные характеристики
выделенных мВВ представлены в табл. 2. АТН не
выявил значимой разницы в размере (95.3 нано-
метров в группе НССП против 93 нанометра
группы сравнения; p = 0.4) и концентрации мВВ
(8.96E+10 частиц/мл в группе НССП против
9.48E+10 частиц/мл группы сравнения; p = 0.7).
ДРС также не выявил достоверных различий в
размерах (85.9 нанометров в группе НССП про-
тив 85.6 нанометров контроля; p = 0.67) и уровне
сигнала (2663.42 kcps в группе НССП против
2747.72 kcps контроля; p = 0.86).

Дополнительно нами была проведена оценка
связи размеров и концентрации мВВ в выборке
с такими параметрами как выраженность ситуа-
тивной и личностной тревоги, депрессии и суи-
цидального риска. Поскольку АТН является од-
ним из основных методов определения количе-
ственных характеристик мВВ [34], дальнейший
анализ проводился с использованием результатов
этого метода. Проведенный анализ не выявил
зависимости концентрации и размера мВВ от
вышеперечисленных параметров у пациентов с
БДР. Результаты представлены на рис. 2.

ОБСУЖДЕНИЕ И ВЫВОДЫ
Набор в основную группу проводился путем

последовательного включения поступающих на
лечение пациентов с депрессивным эпизодом и
НССП. Половой и возрастной состав группы сов-
падают с данными литературы о преобладании

Таблица 1. Социо-демографические и клинические характеристики исследованных групп

* U-критерий Манна–Уитни; ** тест χ-квадрат.

Параметр НССП (n = 28) Без НССП (n = 28) P-значение

Пол, мужчины 11 (39.3%) 11 (39.3%) нд*

Средний возраст, лет 28.3 28.2 нд*

Семейное положение

В браке, n (%) 5 (18%) 8 (29%)

нд**

Вдовство, n (%) 1 (4%) 0 (0%)

Развод, n (%) 2 (7%) 3 (11%)

Холост, n (%) 15 (53%) 16 (57%)

В отношениях, n (%) 5 (18%) 1 (3%)

Образование

Высшее/неоконченное высшее, n (%) 23 (82%) 23 (82%)

нд**Среднее специальное, n (%) 2 (7%) 4 (14%)

Среднее, n (%) 3 (11%) 1 (4%)

Трудовая занятость

Работает, n (%) 13 (46%) 12 (43%)

нд**Не работает, n (%) 14 (50%) 12 (43%)

Учеба, n (%) 1 (4%) 4 (14%)

Клинические шкалы

BDI II, баллы 34.9 26.0 p < 0.001*

Шкала Спилбергера (Ситуационная), баллы 63.6 56.8 p < 0.01*

Шкала Спилбергера (Личностная), баллы 65.2 57.8 p < 0.01*

MINI, суицидальный риск

Нет риска/низкий риск, N 7 23
p < 0.0001**

Средний/высокий риск, N 21 5
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среди пациентов с НССП молодых лиц женского
пола [55]. Ранее данная тенденция выявлялась
в исследовании московской популяции пациен-
тов с непсихотическими психическими расстрой-
ствами [56]. В то же время преобладание женщин
в выборке может быть и отражением паттерна об-
ращаемости за психиатрической помощью. По-
лученные нами результаты подтверждают данные
литературы о том, что при клинической депрес-
сии наличие НССП связано с более тяжелыми
клиническими проявлениями (выраженность де-
прессии, ситуативной и личностной тревоги) [57,
58], а также более высоким суицидальным риском
[59, 60].

Область изучения внеклеточных везикул при
психических расстройствах остается относитель-
но новой, однако убедительные данные из других
областей указывают на то, что изучение внекле-
точных везикул может пролить свет на механиз-
мы, лежащие в основе патогенеза психических
заболеваний, а также повысить точность прогно-
зирования терапевтического ответа. Большин-
ство проведенных исследований в области само-
повреждающего поведения посвящены изучению
роли микроРНК в патогенезе суицидального по-
ведения, с использованием данных, полученных
в ходе изучения мВВ [61]. На сегодняшний день
нам удалось найти лишь 2 исследования, изучаю-
щие роль микроРНК в патогенезе несуицидаль-
ного типа самоповреждающего поведения.

В исследовании Wang et al. (2021) типа случай–
контроль в выборке из 15 пациентов с депресси-
ей, установленной согласно Диагностическому
и статистическому руководству по психическим
расстройствам 5-го издания (DSM 5) [62], и опы-
том НССП была выявлена роль гена SIRT1 в па-
тогенезе НССП [63]. Ранее выявлялась ассоциа-
ция данного гена с такими клиническими симп-
томами как когнитивные нарушения, нарушение
сна, чувство вины, суицидальное поведение и
симптомы сексуальной дисфункции у пациентов
с депрессией. В исследовании Chen et al. (2022) у
пациентов с депрессией, установленной согласно
DSM 5, и опытом НССП была выявлена повышен-
ная регуляция hsa-miR-122-5p, hsa-miR-202-5p и

hsa-miR-365a/b-3p и пониженная регуляция но-
вых-hsa-miR-311-5p, hsa-miR-1976 и новый hsa-
miR-105-5р [64]. К сожалению, оба исследования
имеют свои ограничения, основанные на включе-
нии малого количества участников выборки па-
циентов (10 человек в исследовании Chen et al.
(2022), 15 человек в исследовании Wang et al.
(2021)), и связанной с этим возможной предвзя-
тостью.

Результаты нашего исследования подтвержда-
ют потенциальную возможность использования
внеклеточных везикул в исследовании этиологии
и патогенеза несуицидального самоповреждения.
В нашем исследовании с дизайном типа кейс-
контроль с подбором пациентов идентичных по
полу, возрасту и диагнозу не было выявлено раз-
личий в концентрации и размерах мВВ в зависи-
мости от наличия или отсутствия НССП. Также
нам не удалось выявить зависимости концентра-
ции и размеров мВВ от выраженности депрессии,
ситуативной и личностной тревоги и тяжести су-
ицидального риска. Нам не удалось найти иссле-
дования сравнения подобных параметров.

ОГРАНИЧЕНИЯ
Нами впервые был отработан протокол выде-

ления мВВ и определена концентрация и размер
мВВ у пациентов с БДР с и без НССП. К числу
достоинств нашего исследования относится
сплошной набор пациентов основной группы с
депрессивным эпизодом и НССП, обратившихся
за психиатрической помощью, что уменьшает ве-
роятность ошибки при наборе. Другим достоин-
ством является диагностика депрессивного эпи-
зода и проведение оценки суицидального риска
путем проведения интервью MINI, представляю-
щего собой в настоящее время “золотой стан-
дарт” диагностики. Еще одним достоинством ис-
следования является подбор пациентов группы
сравнения, полностью совпадающие по полу,
возрасту и психиатрическому диагнозу.

В то же время наше исследование имеет ряд
ограничений. Первое связано с половыми и воз-
растными характеристиками участников. В на-

Таблица 2. Количественные характеристики мВВ из крови пациентов разных групп

*  U-критерий Манна–Уитни.

Параметр НССП (n = 28) Без НССП (n = 28) P-значение

АТН

Диаметр, нм 95/3 93/0 нд*
Концентрация, частиц/мл 8.96E + 10 9.48 E + 10 нд*

ДРС

Диаметр, нм 85.9 85.6 нд*
Число рассеянных фотонов, тысяч/с 2663.4 2747.7 нд*
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шем исследовании превалировали женщины и
молодые взрослые. В то же время данное распре-
деление отражает половозрастные характеристи-
ки лиц с НССП вообще и подобные пропорции
встречаются в большинстве исследований дан-
ной клинической популяции в мире. Второе огра-
ничение связано с большей тяжестью эмоциональ-

ных расстройств у участников основной группы,
что могло повлиять на результаты. В то же время
по данным большинства исследований НССП ас-
социировано с более тяжелым течением психиче-
ских расстройств и рядом неблагоприятных исхо-
дов, включая суицидальные попытки [65], что
также нашло отражение в нашей выборке. Кли-

Рис. 2. На рисунке представлены результаты оценки связи размеров и концентрации мВВ в выборке с такими пара-
метрами как выраженность депрессии (а, б), ситуативной тревоги (в, г), личностной тревоги (д, е) и суицидального
риска (ж, з).
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нический профиль участников основной группы
совпадает с наблюдаемым у большинства пациен-
тов с НССП и депрессивным эпизодом в повсе-
дневной практике врача-психиатра.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Наше исследование не выявило количествен-

ных особенностей мВВ у пациентов с депрессив-
ным эпизодом с и без НССП. Будущие исследо-
вания должны быть направлены на исследование
структурных отличий и функциональных особен-
ностей мВВ при НССП.
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Quantitative Characteristics of Small Extracellular Vesicles from the Blood
of Patients with Non-Suicidal Self-Harm
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Objective of the study – determination of quantitative characteristics of small extracellular vesicles (sEV) in
the blood of patients with non-suicidal self-injury (NSSI) and comparison of the concentration and size of
sEV’s in patients with major depressive disorder (MDD) with and without NSSI, as well as an assessment of
the relationship between the sizes and concentrations of sEV in the sample with such parameters as the sever-
ity of situational and personal anxiety, depression and suicidal risk. The study included 28 patients (11 m./17 f.)
with a current episode of major depression and at least five episodes of NSSI in the last 12 months (main
group, mean age 28.3 years) and 28 patients with major depression identical in sex and age without NSSI
throughout life (comparison group). Patient mental status was assessed using the MINI interview, the Beck
Depression Inventory II (BDI II), and the Spielberger Anxiety Scale. Isolation of sEV from blood was carried
out using polyethylene glycol (PEG) precipitation and gel filtration. The size and concentration of isolated
particles were estimated using dynamic light scattering (DLS) and nanoparticle tracking analysis (ATN). The
groups differed significantly in the severity of depression according to the BDI-II questionnaire, the Spiel-
berger Situational Anxiety Scale, and the Spielberger Personality Anxiety Scale. The assessment of suicidal
risk, carried out according to the corresponding module of the MINI questionnaire, revealed a significantly
larger number of participants with medium and high suicidal risk in the group of patients with NSSI. The sEV
fraction was isolated from the blood of the patients of the main group and the comparison group. There were
no differences in the concentration and size of sEV between groups of patients with depression with and with-
out NSSI. In our study, the dependence of the concentration and size of sEV on the severity of depression,
situational and personal anxiety, and the severity of suicidal risk wasn’t revealed. Conclusion: NSSI in indi-
viduals with major depressive disorder is associated with a more severe course of the disorder (greater severity
of depression, situational and personal anxiety), as well as a higher risk of suicide. Our study did not reveal
any differences in the quantitative characteristics of sEV in patients with a depressive episode with and with-
out NSSI. Future studies should focus on investigating the structural differences and functional features of
sEV in NSSI.

Keywords: nonsuicidal self-injury behavior, depression, suicidality, small extracellular vesicles, dynamic light
scattering, nanoparticle tracking analysis
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Скоординированная регуляция процессов превращения энергии в головном мозге обеспечивает его
высокопродуктивную работу и эффективность психической деятельности. Нарушения энергетиче-
ского метаболизма рассматриваются в качестве одного из патогенетических факторов развития ши-
зофрении, но на сегодняшний день сложно сказать, первичны ли эти нарушения и являются ли они
одной из непосредственных причин развития заболевания или представляют собой следствие изме-
нений в работе нейромедиаторных и других нейрохимических систем. В настоящем обзоре рассмат-
риваются основные результаты исследований – на различных уровнях и разными подходами –
энергетического метаболизма при шизофрении, а также некоторые попытки воздействия на энер-
гетические процессы в мозге в качестве дополнительной терапии при шизофрении. Эффективность
этих терапевтических подходов на сегодняшней день не доказана, что может быть связано с мало-
численностью исследований и отсутствием предварительного выделения/стратификации подгрупп
больных, для которых “энерготропная” терапия была бы наиболее эффективна. На основании по-
лученных данных можно сделать вывод о необходимости проведения анализа связей между психо-
патологическими проявлениями шизофрении и нарушениями энергетического обмена в целях вы-
деления подгрупп больных, для которых применение митохондриальных модуляторов, митопро-
текторов и других подходов может представлять перспективный метод дополнительной терапии.
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В настоящее время диагноз шизофрения вы-
ставляется исключительно на основании клини-
ческой психиатрической симптоматики, пред-
ставляющей сложный комплекс симптомов, обу-
словленных нарушением мышления (симптомы
клинически относят к позитивным, негативным,
общей психопатологии); для заболевания харак-
терны нарушения когнитивных познавательных
процессов, исполнительных функций, расстрой-
ство концентрации внимания. Шизофрения – ге-

терогенное заболевание, и выраженность ее от-
дельных симптомов сильно варьирует, что при-
знается одной из главных проблем на пути поиска
эффективной фармакотерапии. Кроме шизофре-
нии к шизофреническому спектру относят также
шизоаффективное расстройство, шизотипиче-
ское расстройство, первичные острые психозы и
бредовые расстройства. В рамках данного обзора мы
рассмотрим только данные о шизофрении и ши-
зоаффективном расстройстве. Для терапии пси-
хоза (психотического состояния) и предупрежде-
ния релапсов при этих заболеваниях применяют-
ся антипсихотики, которые являются лигандами
рецепторов нейромедиаторов – преимуществен-
но дофамина и серотонина. Хотя рецепторные
профили современных атипичных антипсихоти-
ков весьма различаются, облегчают они в первую
очередь и главным образом тяжесть позитивной
симптоматики, но отнюдь не всех психотических
симптомов, а состояние многих больных рези-
стентно к действию антипсихотиков. Также при

Принятые сокращения: АЛК – альфа-липоевая кислота,
КК BB – мозговая изоформа креатинкиназы, КрФ – кре-
атинфосфат, мтКК – митохондриальная изоформа креа-
тинкиназы, s-мтКК – саркомерная митохондриальная
креатинкиназа, u-мтКК – повсеместно распространенная
митохондриальная креатинкиназа, ЦО – цитохром c-ок-
сидаза, ЦТК – цикл трикарбоновых кислот, ЭТЦ – элек-
тронно-транспортная цепь, HK – гексокиназа, NAC – N-
ацетилцистеин.
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применении антипсихотиков проявляются зна-
чительные побочные эффекты, неразрывно свя-
занные с механизмом действия нейролептиков:
прибавка веса, метаболический синдром, сердеч-
но-сосудистые расстройства. Поэтому поиск но-
вых лекарств при шизофрении связан с открыти-
ем новых альтернативных лекарственных тера-
певтических мишеней. На пути их разработки,
наряду с гетерогенностью заболевания, стоит так-
же проблема ограниченного понимания этиоло-
гии и патофизиологии шизофрении [1].

Современные концепции патогенеза шизо-
френии включают нарушение дофаминергиче-
ской и глутаматергической нейромедиаторных
систем [2] и провоспалительные процессы – как
системные, так и ЦНС [3]. В качестве дополни-
тельного патологического фактора при шизофре-
нии рассматривается нарушение энергетического
метаболизма – как в мозге, так и в организме в це-
лом [4, 5].

Энергетическое состояние головного мозга
является основой, обеспечивающей его высоко-
продуктивную работу и эффективность психиче-
ской деятельности. Энергетический обмен харак-
теризует функциональное состояние головного
мозга и его физиологическую активность. На се-
годняшний день сложно сказать, являются ли
нарушения энергетического метаболизма/мито-
хондриально-опосредованный патогенез шизо-
френии одной из основных причин развития забо-
левания или следствием – реакцией на отклонения
в работе нейромедиаторных и других нейрохими-
ческих систем.

Вклад нарушений энергетического метаболиз-
ма в патогенез шизофрении интенсивно обсужда-
ется в научной литературе [6, 7], но попыток тера-

певтических подходов к его коррекции известно
немного.

Целью данной работы является обзор дости-
жений в области изучения нарушений энергети-
ческого метаболизма при шизофрении и возмож-
ных терапевтических подходов, которые могут
быть направлены на его коррекцию.

1. НОРМАЛЬНЫЙ ЭНЕРГЕТИЧЕСКИЙ 
МЕТАБОЛИЗМ МОЗГА. СОПРЯЖЕНИЕ 

НЕЙРОНОВ И ГЛИИ
Почти 3/4 энергетического запаса серого ве-

щества используется при передаче нервных им-
пульсов [8] и связано это с тем, что изменение
постсинаптического потенциала зависит от нали-
чия устойчивых ионных градиентов, опосредо-
ванных действием АТФ-зависимых насосов, в
частности, градиента Na+, регулирующего также
концентрацию других ионов, таких как Ca2+,

Mg2+, H+ и Cl–, которые транспортируются или
обмениваются с Na+ для поддержания их физио-
логических уровней в клетках (или вне клеток).
Высокая потребность мозга в энергии является
следствием большого количества нейронов (си-
напсов), передающих десятки или сотни нервных
импульсов в секунду.

При нормальных физиологических условиях
глюкоза служит основным и обязательным энер-
гетическим субстратом в мозге (рис. 1).

В основной оси продукции АТФ в мозге мож-
но выделить вклад: гликолиза, окислительного
фосфорилирования, а также β-окисления и мета-
болизма кетоновых тел [9]. Кроме того, в мозге
есть небольшие запасы гликогена, которые пре-
имущественно присутствуют в астроцитах [10], но

Рис. 1. Схема компартментализации основных процессов энергетического метаболизма в мозге. а – Схема взаимодей-
ствия между нейронами и глией (астроцитами). б – Внутриклеточные энергетические процессы с изображением бел-
ков, активность и/или концентрация которых изменены при шизофрении.
(а) Глюкоза переносится в клетки белками-переносчиками глюкозы или образуется в результате распада гликогена в
астроцитах. В астроцитах глюкоза используется в главной “оси” производства АТФ (гликолиз), для восстановления
запасов восстановительных эквивалентов и процессов биосинтеза. В нейронах глюкоза используется для восстанов-
ления запасов восстановительных эквивалентов. Конечный продукт гликолиза пируват поступает в цикл трикарбоно-
вых кислот. Бóльшая часть пирувата в астроцитах превращается лактатдегидрогеназой 5 в лактат и транспортируется
во внеклеточное пространство и в нейроны (“астроцитарно-нейрональный челнок”). В нейронах лактат снова превра-
щается в пируват, который может участвовать в ЦТК и окислительном фосфорилировании с генерацией трансмем-
бранного протонного градиента и образованием АТФ АТФ-синтазой. Жирные кислоты окисляются в астроцитах с об-
разованием кетоновых тел, которые могут либо служить субстратом для дальнейших реакций в митохондриях астро-
цитов, либо транспортироваться в нейроны. Обратимая реакция фосфорилирования креатина до креатинфосфата,
катализируемая креатинкиназой, служит для временнóго запасания энергии АТФ в форме креатинфосфата, в основ-
ном, в астроцитах, окружающих глутаматные синапсы, где существует потребность быстрого высвобождения АТФ для
преобразования захваченного глутамата в глутамин, транспортируемый далее в нейроны. 
(б) Внутриклеточные энергетические процессы с изображением белков, активность и/или концентрация которых из-
менены при шизофрении (выделены темным градиентным фоном). Принятые сокращения: КрФ – креатинфосфат,
ЦТК – цикл трикарбоновых кислот, ЭТЦ – электронно-транспортная цепь, ACON – аконитаза, ALDO – альдолаза,
CK BB – креатинкиназа BB, CS – цитратсинтаза, CTP1 – карнитинпальмитоилтрансфераза 1, CTP2 –карнитинпаль-
митоилтрансфераза 2, EHO – енолаза, FH – фумаратгидратаза, HK – гексокиназа, GAPDH – глицеральдегид-3-фос-
фатдегидрогеназа, GPI – глюкозо-6-фосфатизомераза, ICD – изоцитратдегидрогеназ, αKGDH – α-кетоглутаратде-
гидрогеназа, LDH – лактатдегидрогеназа, MD – малатдегидрогеназа, mtCK – митохондриальная креатинкиназа,
PDH – пируватдегидрогеназа, PFK – фосфофруктокиназа, PGK – фосфоглицераткиназа, PGM – фосфоглицератму-
таза, PK – пируваткиназа, SCL – сукцинат-КоА лигаза, SD – сукцинатдегидрогеназа, TPI – триозофосфатизомераза.
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также обнаруживаются и в нейронах и могут мо-
билизоваться при определенных условиях [11].
Важную роль в поддержании концентрации АТФ
играет креатинфосфокиназная система [12].

Для компенсации различных потребностей в
энергии и повышения эффективности снабже-
ния клеток необходимыми метаболитами в мозге
существуют механизмы, обеспечивающие усиле-
ние кровотока и утилизацию метаболитов в обла-
стях повышенной нервной активности [13]. Ис-
точники АТФ динамически меняются в зависи-

мости от активности нейронов. Хотя и нейроны,
и астроциты способны поглощать глюкозу и осу-
ществлять как гликолиз, так и цикл Кребса (цикл
трикарбоновых кислот, ЦТК), накопленные дан-
ные подтверждают гипотезу о том, что “активные”
нейроны могут “делегировать” гликолитическую
активность астроцитам [14]. Для объяснения ме-
ханизма этого явления и обеспечения энергети-
ческих потребностей нейронов была выдвинута
модель “астроцитарно-нейронального лактатно-
го челнока” [15], согласно которой при поглоще-
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нии астроцитами глутамата (благодаря глутамат/
глутаминовому циклу) [16] происходит увеличение
скорости поглощения глюкозы, переключение с
окислительного метаболизма на аэробный глико-
лиз и высвобождение во внеклеточное простран-
ство лактата, который используется нейронами.
Эта модель поддерживается многочисленными
исследованиями, обнаружившими повышенное
содержание лактата в участках мозговой актив-
ности и показавшими необходимость лактата
для поддержания синаптической активности [13].
В тоже время получены данные, указывающие на
то, что при разных метаболических условиях мо-
гут реализоваться различные стратегии, касаю-
щиеся транспорта энергетических субстратов
между астроцитами и нейронами [17, 18]. В насто-
ящее время модель “астроцитарно-нейронально-
го лактатного челнока” рассматривается как один
из нескольких способов удовлетворения энерге-
тических потребностей нейронов [18, 19].

Кроме того, исследования Ebert D. et al. пока-
зали, что в астроцитах активно осуществляется
β-окисление жирных кислот, за счет которого об-
разуется до 20% энергии, расходуемой головным
мозгом [20], поэтому в тканях головного и спин-
ного мозга содержатся значительные количества
карнитина и ацил-карнитинов.

Нейроны также имеют механизмы обеспече-
ния обратной связи и регуляции потоков энергии
и контроля продукции и потребления энергии
для поддержания гомеостаза [21–23].

Таким образом, в ЦНС различные нейрональ-
ные и не нейрональные источники АТФ работают
“по запросу”, в зависимости от локальных уров-
ней синаптической активности.

2. ГЕНОМНЫЕ, ТРАНСКРИПТОМНЫЕ 
И ПРОТЕОМНЫЕ ДАННЫЕ 

О НАРУШЕНИЯХ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО 
МЕТАБОЛИЗМА ПРИ ШИЗОФРЕНИИ

2.1. Геномные и транскриптомные исследования.
Многочисленные исследования близнецов, се-
мей с повышенной частотой встречаемости забо-
левания шизофренией и крупные популяцион-
ные исследования шизофрении показали, что
шизофрения относится к полигенным заболева-
ниям, при которых нарушения экспрессии не-
скольких или многих генов объединяются, фор-
мируя общий фенотип заболевания. Генетиче-
ские локусы, ассоциированные с шизофренией,
сходятся на определенных молекулярных класте-
рах: “постсинаптическая плотность”, “организа-
ция цитоскелета” и “митохондрии” [24].

Проводимые с начала XXI века широкомас-
штабные транскриптомные исследования по-
средством микроэрреев (микрочипов) аутопсий-
ного материала разных структур мозга больных

шизофренией выявили изменение экспрессии ряда
генов, кодирующих белки, связанные с энергети-
ческим метаболизмом, а именно, белки малат-
но/аспартатного шаттла (малатно/аспартатный
шаттл обеспечивает импорт в митохондрии вос-
становительных эквивалентов НАДН/НАДФН,
образующихся в цитоплазме путем гликолиза) и
ЦТК [25], белки, связанные с метаболизмом кре-
атинфосфата (КрФ) [25], а также генов, кодирую-
щих митохондриальные белки [26, 27]. Показано,
что нарушение работы митохондрий при шизо-
френии может быть связано с полиморфизмами и
перестройками (аберрациями) митохондриаль-
ных генов и генов ядерного генома, кодирующих
митохондриальные белки [24].

Результаты генетических исследований (муль-
типлексного анализа) шизофрении указали на
сцепленность генов, кодирующих гликолитиче-
ские ферменты фосфофруктокиназу-2/фрукто-
зо-2,6-бисфосфатазу, гексокиназу (HK) и пиру-
ваткиназу, с этим заболеванием [28], что также
свидетельствует о вкладе биоэнергетических на-
рушений в патогенез шизофрении.

Транскриптомные исследования обнаружили,
что при шизофрении снижена экспрессия гена,
кодирующего мембранную субъединицу АТФ-
синтазы [29].

2.2. Протеомные исследования. Протеомные
исследования мозга и биологических жидкостей
больных шизофренией предоставили новые воз-
можности для конкретизации молекулярных
процессов, определяющих патогенез шизофре-
нии [30]. При этом даже высказывалось предпо-
ложение о том, что протеомика может предоста-
вить больше информации о патофизиологии ши-
зофрении, чем геномика и транскриптомика,
поскольку протеомика характеризует спектр бел-
ков, присутствующих в конкретные моменты
времени в ходе развития болезни [31, 32].

При обширном сравнительном анализе дан-
ных, полученных в различных протеомных иссле-
дованиях образцов аутопсийного мозга больных
шизофренией, обнаружено изменение концен-
трации белков, имеющих отношение к энергети-
ческому метаболизму [5, 32]. Также выявлены
отклонения в концентрации белков, имеющих
отношение к глюконеогенезу, метаболизму глу-
тамата, окислительному стрессу и сигнальным
путям, связанным с энергетическим метаболиз-
мом [5].

2.2.1. Изменения в гликолитическом пути при
шизофрении. Уже давно известны и неоднократно
подтверждены различными исследователями ано-
малии метаболизма глюкозы и повышение содер-
жания лактата в спинномозговой жидкости и
мозге при шизофрении [33–36], свидетельствую-
щие о нарушении энергетического метаболизма.
Далее мы рассмотрим подробнее известные на се-



410

НЕЙРОХИМИЯ  том 40  № 4  2023

БОКША и др.

годняшний день нарушения в основных звеньях
энергетического метаболизма, в том числе объяс-
няющие и эти феномены.

При шизофрении выявлены следующие изме-
нения содержания ферментов гликолиза.

Гексокиназа. По-видимому, изменение кон-
центрации этого фермента при шизофрении может
различаться в зависимости от структуры мозга.
Так, в одном исследовании сообщается о повы-
шенной концентрации HK1 в дорсолатеральной
префронтальной коре [37]. При этом в другом ис-
следовании в поле 10 (по Бродману) было обнару-
жено снижение концентрации HK1 [38]. Возмож-
но также, что различие результатов объяснялось
различными способами экстракции белков из об-
разцов ткани мозга, использованными в разных
работах. Еще в одном исследовании наблюдали
повышение отношения уровня HK1, локализо-
ванной в цитоплазматической фракции, к HK1,
ассоциированной с митохондриальной фракцией
[39]. В норме HK1 связывается с наружной мем-
браной митохондрий за счет N-концевого домена
связывания митохондрий, и это связывание регу-
лирует активность глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназы [40]. HK1 взаимодействует также с
потенциал-зависимым ионным каналом VDAC [41].
HK1 функционально сопрягает окислительное
фосфорилирование с гликолизом в цитоплазме
(использует образовавшуюся в результате окис-
лительного фосфорилирования АТФ для фосфо-
рилирования глюкозы), что регулирует скорость
метаболизма глюкозы в соответствии с потребно-
стями клетки в энергии и позволяет избежать
чрезмерного производства лактата [42]. Диссоци-
ация HK1 от митохондрий может приводить к
усилению анаэробного метаболизма глюкозы и
увеличению концентрации лактата, что и наблю-
дается в мозге и спинномозговой жидкости
больных шизофренией [42]. Учитывая важность
регуляторных свойств HK1, необходимы дополни-
тельные исследования этого фермента при шизо-
френии.

Альдолаза. В литературе имеются данные о том,
что при шизофрении концентрация альдолазы С
повышена в поле 46 [43] и снижена в поле 22 [44]
и передней поясной коре [45], концентрации аль-
долаз А и В снижены в поле 10 [38], а в поле 24
концентрация альдолазы А повышена [46].

Триозофосфатизомераза 1. Концентрация ее
при шизофрении повышена в поле 22 [44] и тала-
мусе [47].

Глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа. Кон-
центрация ее при шизофрении понижена в поле
22 [44] и повышена в дорсолатеральной коре [37]
и таламусе [47].

Фосфоглицератмутаза 1. Концентрация фер-
мента при шизофрении повышена в поле 22 [44]
и таламусе [47].

Енолаза 2. Концентрация фермента при шизо-
френии повышена в поле 22 [44], снижена в поле
10 [38] и поле 9 [48].

Фосфофруктокиназа. Концентрация фермента
при шизофрении повышена в дорсолатеральной
префронтальное коре [37].

Уровень лактатдегидрогеназы А снижен при
шизофрении в поле 24 [45], лактатдегидрогена-
зы В – в мозолистом теле [49] и гиппокампе [50].

Таким образом, изменения концентрации ря-
да гликолитических ферментов при шизофрении
происходит не единообразно, а специфично для
каждой структуры мозга.

Данные нейровизуализации (ЯМР) и метабо-
ломного анализа аутопсийного мозга больных
шизофренией также свидетельствуют о наруше-
нии регуляции гликолиза и усилении катаболиз-
ма гликогена (из-за повышенной потребности в
глюкозе), увеличении концентрации лактата и
снижении внутриклеточного рН (pHi), что указы-
вает на переход от аэробного дыхания к анаэроб-
ному гликолизу [51]. Интересно, что повышение
уровня лактата в мозге у больных шизофренией
прямо коррелирует со снижением когнитивных
функций и функциональной несостоятельностью
(проблемами социального функционирования) [35].

2.2.2. Нарушения митохондриального 
энергетического метаболизма

2.2.2.1. Роль митохондрий в обеспечении ней-
ронных функций в норме и митохондриальных нару-
шениях при шизофрении. Митохондрии играют
решающую роль в энергетическом обеспечении и
регуляции клеточных функций, включая био-
энергетику, гомеостаз кальция, передачу редокс-
сигналов и гибель клеток путем апоптоза. Мито-
хондрии также необходимы для многих аспектов
развития нервной системы и функционирования
нейронов. Нарушение митохондриальной функ-
ции, приводящее к нарушению энергетическо-
го состояния клеток, влечет аномалии развития
нервной системы из-за воздействия на диффе-
ренцировку клеток, образование связей между
нейронами, нейромедиаторные системы и мие-
линизацию, что имеет место при шизофрении
[52, 53].

Известно, что митохондрии могут модулиро-
вать активность нейронов, морфогенез и пла-
стичность шипиков и синапсов [54]. В экспери-
ментальных моделях на животных показано, что
факторы, связанные с делением и слиянием ми-
тохондрий, необходимы для эмбрионального раз-
вития и образования синапсов [55, 56], а дефекты
в этих процессах приводят к аномальному разви-
тию нейронов. Нарушения дифференцировки
нейронов, возникающие вследствие митохондри-
альной дисфункции, были моделированы в инду-



НЕЙРОХИМИЯ  том 40  № 4  2023

АНОМАЛИИ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО МЕТАБОЛИЗМА 411

цированных плюрипотентных стволовых клетках
волосяных фолликул пациентов с шизофренией [57].

Принято считать, что шизофрения – это ней-
роонтогенетическое заболевание, т.е. в ее основе
лежат аномалии развития нервной системы. Пе-
речисленные выше наблюдения указывают на
возможный вклад дополнительного патогенети-
ческого фактора – участия митохондриальных
нарушений в аномалиях развития нервной систе-
мы при шизофрении [58].

Интересно, что при экспериментальном моде-
лировании нарушения работы нейромедиатор-
ной глутаматной системы наблюдается развитие
митохондриальной дисфункции. Так, при экспе-
риментальном моделировании шизофрении на
животных посредством воздействия кетамином
(антагонистом глутаматных рецепторов NMDA-
типа, симулирующим глутаматергическую “гипо-
функцию”, имеющую место при шизофрении, и
аномальное поведение, напоминающее психоз),
у животных развивались митохондриальная дис-
функция и поведенческие изменения, что тоже
подтверждают связь митохондриальной патоло-
гии с патогенезом шизофрении [59].

Некоторые исследователи полагают, что моле-
кулярные изменения, приводящие к митохон-
дриальной дисфункции, – не дополнительный,
а ключевой патогенетический фактор шизофре-
нии [60, 61]. Повышенная частота психических
отклонений при митохондриальных заболевани-
ях, вызванных мутациями в митохондриальных
генах, указывает на важность митохондриального
генома для риска развития психических рас-
стройств, включая шизофрению [62, 63]. У боль-
ных с митохондриальными заболеваниями часто
описываются когнитивные нарушения, депрес-
сивные симптомы и нарушения поведения, такие
как абстиненция, социальные проблемы, дефи-
цит внимания, нарушения сна и эмоционального
реагирования у детей. Реже галлюцинации, симп-
томы шизофрении и шизофреноподобных состо-
яний [64, 65].

2.2.2.2. Изменения при шизофрении активности
ферментов ЦТК. Митохондриальные нарушения
в мозге больных шизофренией различаются в за-
висимости от структуры мозга и типа клеток.
Данные протеомных исследований мозга боль-
ных шизофренией свидетельствуют об измене-
нии как концентрации митохондриальных бел-
ков и ферментов, так и активности митохондри-
альных ферментов.

Так, показано, что в поле 9 и полосатом теле
снижена концентрация пируватдегидрогеназы
[38, 66], с чем, возможно, связано повышенное
содержание пирувата и лактата в этих областях
мозга. Обнаружено снижение концентрации фер-
ментов аконитазы и малатдегидрогеназы в поле
10 [38, 43], цитратсинтазы в поле 24 [67] и повы-

шение содержания малатдегидрогеназы в таламу-
се [47].

В работе Bubber P. показано, что в поле 46 из-
менена активность ферментов ЦТК: снижена ак-
тивность пируватдегидрогеназы, цитратсинтазы,
а также аконитазы, изоцитратдегидрогеназы, аль-
фа-кетоглутаратдегидрогеназы, сукцинаттиоки-
назы и повышена активность сукцинатдегидроге-
назы, фумаразы и малатдегидрогеназы [68].

2.2.2.3. Нарушения дыхательной электронно-
транспортной цепи митохондрий при шизофрении.
Митохондриальная электронно-транспортная цепь
(ЭТЦ) – сложный мультиферментный комплекс,
состоящий из белков-переносчиков электронов,
условно объединенных в комплексы I–IV.

Комплекс I. Еще в начале этого века было про-
ведено подробное сравнительное исследование
комплексов I–IV ЭТЦ в аутопсийных образцах
мозга пациентов с шизофренией и контрольной
группы. Критически сниженная активность НАДН-
дегидрогеназного комплекса (комплекса I – круп-
нейшего белкового комплекса дыхательной цепи,
через который электроны транспортируются в си-
стему окислительного фосфорилирования), на-
блюдалась в образцах базальных ганглиев и ви-
сочной коры больных шизофренией [69]. В тех же
структурах у больных обнаружено снижение ак-
тивности комплекса III, в то время как актив-
ность комплекса IV была снижена в лобной и ви-
сочной коре [69].

Более того, в поле 10 и полосатом теле при ши-
зофрении было обнаружено снижение экспрес-
сии мРНК и количества субъединиц комплекса I
[38, 70, 71]. Было высказано предположение, что
аберрантная динамика митохондриальной сети,
включая слияние и деление митохондрий, также
может иметь отношение к аномалиям комплекса I
у пациентов с шизофренией [72], поскольку, как
известно, аномалии комплекса I могут нарушать
клеточное дыхание и динамику митохондриальной
сети, индуцировать усиление генерации актив-
ных форм кислорода и активацию апоптоза [73].

Комплекс III. В протеомных исследованиях
аутопсийного мозга при шизофрении выявлено из-
менение концентрации корового белка комплекса
цитохром bc1 (убихинол-цитохром с-оксидоре-
дуктаза, комплекса III) [38, 43]. Коровый белок
комплекса цитохром bc1 локализован в митохон-
дриальном матриксе, а весь этот комплекс – клю-
чевой компонент ЭТЦ, интегральный компонент
внутренней митохондриальной мембраны.

Комплекс IV. Активность комплекса IV (цито-
хром c-оксидазы, ЦО) и концентрация белков
ключевых субъединиц комплекса IV были оцене-
ны в аутопсийном мозге больных шизофренией и
лиц без психической патологии. Хотя общая ак-
тивность ЦО в контроле и у больных не различа-
лась, при шизофрении наблюдалось снижение
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концентрации отдельных субъединиц ЦО [74, 75].
В некоторых исследованиях отмечалось сниже-
ние активности ЦО [76, 77]. В фармакологиче-
ских моделях на животных, в течение длительного
времени получавших антипсихотические препа-
раты, не было обнаружено каких-либо изменений
в концентрации субъединиц ЦО, что позволяет
предположить, что изменения, наблюдаемые при
шизофрении, не были вызваны лекарственными
препаратами [78].

2.2.2.4. Исследования митохондриальной ЭТЦ
в клетках крови. Изменения концентраций и ак-
тивности дыхательных ферментов, обнаружен-
ные в митохондриях мозга больных шизофрени-
ей, могут обнаруживаться в митохондриях клеток
крови. Многие авторы ранних работ регистриро-
вали в тромбоцитах больных с шизофренией
изменение активности митохондриального ком-
плекса I относительно контрольных значений
[79, 80]. Выявленные при шизофрении измене-
ния ферментативной активности комплекса I в
митохондриях тромбоцитов в значительной сте-
пени зависели от состояния больных [80, 81]. Так,
в клетках периферической крови у пациентов с
шизофренией в острой стадии (как получающих
медикаментозное лечение, так и не получающих)
активность комплекса I была повышена, в то вре-
мя как она была снижена у получающих лечение
пациентов с хроническим течением шизофрении
и с наличием резидуальных симптомов [80].

В наших работах при сравнении с контроль-
ными значениями мы обнаружили достоверное
снижение активности тромбоцитарной ЦО как у
больных с первым приступом шизофрении до на-
чала лечения (U-тест Манна–Уитни, p < 0.001)
[81], так и у больных с хронически протекающей
параноидной шизофренией в стадии обострения
(p = 0.000001) [82]. Однако в группе пациентов
при первых юношеских депрессиях с аттенуиро-
ванными симптомами шизофрении и высоким
риском развития психоза различий в активности
тромбоцитарной ЦО по сравнению с контроль-
ной группой не зарегистрировано [83, 84]. Воз-
можно, снижение активности тромбоцитарной
ЦО происходит лишь при развитии психоза или
обострении заболевания с хроническим течени-
ем. Интерпретировать результаты, полученные
при изучении энергетического метаболизма (ми-
тохондрий) на клетках периферической крови,
нужно с пониманием того, что мутации генов ми-
тохондриальной ДНК (как и генов ядерного гено-
ма) могут происходить лишь в отдельных тканях и
органах, что приводит к мозаичности [85].

2.2.2.5. Нарушение энергетического звена АТФ-
синтазы при шизофрении. Как упоминалось выше,
в недавних транскриптомных [29] и протеомных
исследованиях [5] при шизофрении обнаружено
изменение экспрессии гена и концентрации

белка, являющегося субъединицей АТФ-синта-
зы. АТФ-синтаза отвечает за превращение АДФ
в АТФ за счет трансмембранного градиента кон-
центрации протонов, формируемого переносчи-
ками дыхательной митохондриальной цепи (ре-
акции окислительного фосфорилирования).

2.2.2.6. β-окисление и транспорт карнитина и
жирных кислот в митохондриях. При исследова-
нии образцов аутопсийного мозга больных шизо-
френий (поле 9) были обнаружены изменения,
касающиеся ферментов, участвующих в β-окис-
лении, и ферментов транспортной системы кар-
нитина [38]. Так, количество транскриптов кар-
нитинпальмитоилтрансферазы 1, осуществляющей
перенос ацильной группы от молекулы ацил-CoA
на карнитин, и карнитинпальмитоилтрансфе-
разы 2, расщепляющей ацилкарнитины на кар-
нитин и ацил-CoA, на внешней и внутренней
митохондриальных мембранах было значительно
повышено в мозге больных шизофренией. Иници-
ация и регуляция β-окисления внутри митохон-
дрий и пероксисом связана с активностью карни-
тилацетилтрансферазы [86], содержание которой
при шизофрении также было значительно повы-
шено на уровне транскриптов.

2.3. Система макроэргических соединений кре-
атинфосфат/АТФ. Уровень АТФ в мозге контро-
лируется ферментативными реакциями, катали-
зируемыми АТФ-азой и креатинфосфокиназой
(КK). При резком повышении энергетических
потребностей КK использует КрФ для быстрого
фосфорилирования АДФ до АТФ [12]. Преобра-
зование креатина в КрФ посредством КK дей-
ствует как биоэнергетический датчик, поддержи-
вающий стабильные уровни АТФ при значитель-
ных потребностях энергии в клетке.

Методом 31P-ЯМР, позволяющей определять
уровень высокоэнергетических фосфатов, было
обнаружено снижение концентрации АТФ и
КрФ в префронтальной коре мозга пациентов с
шизофренией [87], а также у пациентов с шизо-
френией и их родственников первой степени [88].
В одной из ранних работ было показано, что тя-
жесть негативных симптомов и нейропсихологи-
ческие показатели коррелируют с уровнями АТФ
и КрФ [89]. Несмотря на наличие нескольких ис-
следований, результаты которых единообразны в
том, что в мозге пациентов с психозами по срав-
нению со здоровыми субъектами происходит из-
менение уровней КрФ и АТФ, в недавнем обзоре
доступной литературы [90] подчеркивается, что
имеющиеся данные сильно варьируют и неодно-
значны с точки зрения интерпретации метаболи-
ческих изменений.

Изменение уровня КрФ при шизофрении мо-
жет быть связано с изменением концентрации
мозговой изоформы КК (КK ВВ). Протеомные ис-
следования разных структур аутопсийного мозга
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показали как повышение, так и снижение уровня
КK BB [49, 67, 91]. В наших работах было обнару-
жено сильное и достоверное снижение креатин-
киназной активности и количества мозговой ци-
топлазматической формы КK BB во фракции лег-
ко растворимых белков, экстрагированных из
аутопсийных образцов полей 10, 23, 24, гиппо-
кампа и коры мозжечка больных шизофренией
при сравнении с контролем [92, 93]. Эти данные
согласуются с результатами, полученными груп-
пой американских исследователей, измеривших
скорость реакции КK в лобной коре мозга паци-
ентов с шизофренией in vivo с использованием
техники переноса намагничивания в сочетании с
31P-ЯМР и обнаруживших ее значительное сни-
жение относительно контроля [94]. Позднее той
же группой специалистов тем же методом был ко-
личественно определен поток метаболитов через
реакцию КK (“поток КK”) и было показано его
снижение в медиальной префронтальной коре
больных шизофренией по сравнению с контро-
лем [95]. В другом исследовании той же группы
ученых тем же методом в лобной коре больных с
первым эпизодом психоза показано достоверное
снижение (на 15%) константы скорости реакции
КK, снижение (на 12%) “потока КK” (тенденция,
не достоверно), тогда как достоверных измене-
ний в уровнях КрФ и АТФ не обнаружено [90].

Кроме цитоплазматических форм КK, суще-
ствуют митохондриальные формы КК (мтКK).
мтКK локализована на наружной митохондри-
альной мембране и представлена двумя формами –
саркомерной (s-мтКK) и повсеместно распро-
страненной (u-мтКK) [12]. мтКK играет важную
роль в процессе энергетического метаболизма
митохондрий, однако, если цитоплазматической
форме КK BB при шизофрении посвящен ряд ци-
тированных выше работ, то исследования мтКK
при шизофрении практически отсутствуют. Так,
проведенный Clark et al протеомный анализ поля
24 мозга больных шизофренией не показал нали-
чия u-мтКK [67]. Что касается исследований
мтКK при других патологиях нервной системы,
то опубликована единственная работа [96], в ко-
торой активность u-мтКK и s-мтКK определяли с
использованием метода иммуноингибирования в
сыворотке 50 больных болезнью Паркинсона и
контрольной группы, и у больных было выявлено
достоверное и значительное снижение активно-
сти u-мтКK, но не s-мтКK. При этом у больных
наблюдалась достоверная корреляция между ак-
тивностью u-мтКK и скоростью прогрессирова-
ния заболевания, продолжительностью и возрас-
том начала заболевания. Мы считаем, было бы
интересно исследовать мтКK при шизофрении.

Многочисленные исследования в конце про-
шлого–начале нынешнего века показали, что в
крови пациентов с психозами, в том числе при
шизофрении, определяются высокие уровни ак-

тивности сывороточной КК, которая, в основ-
ном, представлена изоформой КК ММ, преобла-
дающей в скелетной мускулатуре [97–99]. При
этом уровни сывороточной КК у больных с шизо-
аффективным расстройством выше, чем у боль-
ных шизофренией [99] и коррелируют с показате-
лями по шкале оценки позитивных и негатив-
ных синдромов (PANSS), а проведенный в Китае
ретроспективный анализ сывороточной КК у
2780 больных шизофренией показал ее достовер-
ную связь с уровнем агрессии больных [100].

3. ВОЗМОЖНОСТИ ТЕРАПИИ, 
НАПРАВЛЕННОЙ НА КОРРЕКЦИЮ 

ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО МЕТАБОЛИЗМА 
ПРИ ШИЗОФРЕНИИ

Таким образом, у больного шизофренией мо-
гут оказаться нарушенными различные звенья
энергетического метаболизма. Существующие на
сегодняшний день методы инструментальных и
биохимических исследований митохондриаль-
ных нарушений [101] не могут дать ответ на во-
прос, какую долю составляют такие больные сре-
ди всех пациентов с шизофренией и какие имен-
но биохимические процессы должны и могут
быть подвергнуты коррекции для улучшения
клинического состояния пациентов.

Митохондриальная дисфункция рассматрива-
ется как одно из основных звеньев нарушений
при шизофрении. Поэтому в качестве препаратов
дополнительной терапии часто испытывают энер-
готропные препараты, которые применяются для
лечения митохондриальных заболеваний, вита-
мины и антиоксиданты [102]. В таких испытаниях
прежде всего оцениваются изменения выражен-
ности негативных симптомов, астении и специ-
фических для шизофрении когнитивных наруше-
ний, которые логически (и часто гипотетически)
выводятся из “недостаточности” митохондриаль-
ной функции и энергетического метаболизма в
целом.

3.1. Препараты, влияющие на доступность 
субстратов ЭТЦ

L-карнитин и его производные. Карнитин (три-
метиламино-β-дироксибутират) присутствует в
клетках в виде свободного карнитина и ацилкар-
нитинов. Он играет важную роль в метаболизме
липидов и митохондриальном β-окислении жир-
ных кислот, регулирует соотношение пула сво-
бодного кофермента A и ацил-кофермента А и
удаление избытка ацильных групп. В литературе
обсуждаются антиоксидантные свойства карни-
тина и его способность предотвращать апоптоз
клеток [103]. Кроме того, производные карнити-
на играют роль в окислении глюкозы и могут
повышать инсулиновую резистентность [104].
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L-карнитин и его ацилированные и ацетилиро-
ванные производные при шизофрении представ-
ляют интерес с диагностической точки зрения
[105, 106].

Что же касается терапии, то препараты с L-кар-
нитином и ацетил-L-карнитином применяются в
лечении астении [107], которой часто страдают
больные шизофренией. Интерес к ацетил-L-кар-
нитину обусловлен еще и тем, что он является мо-
дулятором активности глутаматной системы [108].
12-недельное открытое неконтролируемое клини-
ческое испытание, направленное на выяснение
эффективности ацетил-L-карнитина в отноше-
нии клинических симптомов и когнитивных
функций у пациентов, частично отвечающих на
терапию клозапином, показало, что дополни-
тельное лечение ацетил-L-карнитином усиливает
(аугментирует) действие клозапина в отношении
позитивных симптомов и неэффективно в отно-
шении негативной симптоматики и когнитивных
нарушений [109]. Другое контролируемое клини-
ческое испытание эффективности ацетил-L-кар-
нитина в качестве дополнительной терапии к
оланзапину в отношении негативных симптомов
и когнитивных нарушений также не показало су-
щественных различий в отношении улучшения
негативной симптоматики и тяжести когнитив-
ных нарушений между группами больных, участ-
вующих в испытании [110]. Отечественных иссле-
дований по эффективности L-карнитина и его
производных при шизофрении не опубликовано.

3.2. Препараты, влияющие 
на перенос электронов по ЭТЦ

Кофермент Q10. Кофермент Q10 является ком-
понентом митохондриальной ЭТЦ, участвую-
щим в переносе электронов от комплексов I и II
на комплекс III и синтезе АТФ. При применении
кофермента Q10 указывается на важность диффе-
ренциации состояния первичного дефицита ко-
фермента Q10, которое поддается коррекции при
введении добавки к пище.

Результаты рандомизированного плацебо-кон-
тролируемого испытания эффективности кофер-
мента Q10 в отношении когнитивных функций и
симптомов шизофрении и шизоаффективного
расстройства показали некоторые улучшения со-
стояния больных шизофренией в отношении об-
щей утомляемости, когнитивных функций и
аффективных нарушений. Было высказано пред-
положение о том, что кофермент Q10 можно при-
менить в терапии шизофрении [111]. Однако, в
опубликованном позднее отчете о проведенном
клиническом испытании сообщалось об отсут-
ствии положительного эффекта препарата в от-
ношении исхода лечения, хотя и было отмечено
повышение уровня кофермента Q10 в плазме че-
рез 3 мес. лечения, но по прошествии полугода

это повышение стало статистически незначимым
в сравнении с плацебо [112].

Идебенон. Синтетический аналог коэнзима Q10
активизирует синтез глюкозы и АТФ, способ-
ствует выведению лактата. Замедляет перекисное
окисление липидов и предохраняет мембраны
нейронов и митохондрий от повреждений. Моду-
лирует нейрофизиологические реакции мозговых
структур. Опубликовано единственное японское
исследование с описанием опыта эффективного
применения идебенона [113] вместо антипсихо-
тической терапии (при неэффективности и по-
бочных эффектах последней). Опубликованных
результатов контролируемых клинический испы-
таний не найдено.

3.3. Препараты, снижающие концентрации 
токсических метаболитов

Другой подход к коррекции энергетического
метаболизма включает снижение концентрации
токсических метаболитов, в том числе активных
форм кислорода и перекисей, посредством со-
единений, проявляющих антиоксидантную ак-
тивность, таким как альфа-липоевая кислота
(АЛК), N-ацетилцистеин (NAC) [114, 115], этил-
метилгидроксипиридина сукцинат, ресвератрол.

Альфа-липоевая кислота. АЛК является кофер-
ментом, участвующим в окислительном декарбок-
силировании альфа-кетокислот, таких как пиру-
ват и альфа-кетоглутарат, и играет существенную
роль в процессе образования энергии в организ-
ме. АЛК – сильный антиоксидант. Она также ак-
тивизирует деятельность других антиоксидантов –
витаминов А, С, глутатиона и коэнзима Q10 [116].

АЛК обладает способностью обращать гипо-
функцию глутаматных рецепторов NMDA-типа и
блокировать дофаминовые рецепторы. Предпо-
лагалось, что сочетание таких свойств может ока-
заться благоприятным и применяться в лечении
шизофрении, устойчивой к терапии конвенцион-
ными препаратами. Действительно, известен
положительный опыт применения АЛК в таких
клинических случаях [117]. Исследование эффек-
тивности АЛК как дополнительного лекарствен-
ного агента в отношении позитивных и негатив-
ных симптомов, когнитивных нарушений и по-
бочного действия при шизофрении, устойчивой к
действию препаратов, показало более выражен-
ное улучшение по сумме баллов шкалы негатив-
ных расстройств, в подгруппе пациентов, полу-
чавших АЛК. Также наблюдалось снижение по-
казателей окислительного стресса.

В то же время в контролируемом клиническом
испытании АЛК в качестве дополнительной тера-
пии при шизофрении не было обнаружено значи-
тельного улучшения когнитивных функций,
психопатологических показателей, побочных эф-
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фектов нейролептиков или показателей окисли-
тельного стресса и воспаления в эксперименталь-
ной группе по сравнению с плацебо. В группе
больных, получавших АЛК, отмечалось значи-
тельное снижение количества эритроцитов, лей-
коцитов и тромбоцитов [118].

N-ацетилцистеин. Благодаря тому, что NAC
проявляет антиоксидантную активность и спосо-
бен модулировать активность глутаматной систе-
мы, уменьшать действие окислительного стресса
на митохондрии и восстанавливать недостаточ-
ность митохондриальной активности, NAC пер-
спективен с точки зрения его применения при
шизофрении для коррекции энергетического ме-
таболизма [114, 119].

При применении NAC при шизофрении был
обнаружен статистически значимый эффект, вы-
ражающийся в улучшении характеристик рабо-
чей памяти [115, 120], а также отмечено достовер-
ное снижение баллов по шкалам, оценивающим
позитивную, негативную симптоматику и общую
психопатологию, причем по сравнению с груп-
пой плацебо достоверно отличалась динамика не-
гативных симптомов и общей психопатологии.
Таким образом, NAC оказывает положительное
влияние на выраженность негативных симптомов
и других психопатологических проявлений шизо-
френии, а также улучшает когнитивное функцио-
нирование больных [114].

Этилметилгидроксипиридина сукцинат (мек-
сидол). Отечественный оригинальный препарат
мексидол имеет широкий спектр действия. Он
обладает антиоксидантным и антигипоксиче-
ским эффектами, оказывает влияние на физико-
химические свойства мембран, способен улуч-
шать энергетический статус клетки и восстанав-
ливать процессы в ЦТК, индуцировать митохон-
дриогенез и уменьшать глутаматную эксайтоток-
сичность [121, 122].

Применение мексидола в качестве дополни-
тельной терапии при лечении параноидной ши-
зофрении показало, что оно обеспечивает более
быстрое и полное купирование психопатологиче-
ских симптомов по сравнению с традиционной
терапией нейролептиками у определенных групп
больных [123, 124]. В психиатрической практике
мексидол, в основном, применяется для коррек-
ции побочного действия нейролептиков [125].

Ресвератрол. Ресвератрол – природный поли-
фенол, обладающий широким спектром дей-
ствия. Ресвератрол известен как антиоксидант,
нейропротектор, противовоспалительное, антиа-
поптическое и противоопухолевое соединение.
Разнообразие биологических эффектов ресвера-
трола обусловлено большим количеством моле-
кулярных мишеней [126].

Подобно сукцинату этилметилгидроксипири-
дина, ресвератрол (200 мг/день) был успешно

применен при шизофрении как дополнительное
терапевтическое средство к антипсихотику ри-
сперидону в плане улучшения переносимости ос-
новной терапии и снижения побочного действия
нейролептика, причем в одном исследовании со-
общалось и об улучшении на фоне ресвератрола
негативных симптомов и общей психопатологии,
оцененных по психометрическим шкалам [127].
С другой стороны, опубликованы результаты ис-
следований, в которых не было найдено значи-
мых преимуществ в улучшении психического со-
стояния пациентов и когнитивных функций от
применения ресвератрола [126, 128, 129].

Кофеин. Потребление кофеина больными ши-
зофренией (в среднем 500 мг/день) почти втрое
превышает среднее его потребление в общей по-
пуляции, причем в одном исследовании показа-
но, что треть пациентов вне стационаров потреб-
ляют его более 550 мг/день [130]. Несмотря на
давность этих наблюдений, влияние усиленного
потребления кофеина на симптоматику и когни-
тивные функции до сих пор изучено недостаточ-
но [131, 132].

В недавнем исследовании, посвященном во-
просу потребления кофеина больными шизофре-
нией и шизоаффективным расстройством и его
влияния на состояние больных и их когнитивные
способности [133], выяснено, что у 13 пациентов,
которые потребляли умеренные дозы кофеина
(≤250 мг/день), по сравнению с 14 пациентами,
потребляющими высокие (>250 мг/день) дозы,
оказались выше способности решения задач и
прохождения тестов на исполнительные функ-
ции. У пациентов, потребляющих высокие дозы
кофеина, были менее выражены негативные
симптомы, но у них сильнее проявлялась пози-
тивная симптоматика. Хотя группы достоверно
различались по количеству выкуренных сигарет,
никотиновая зависимость не влияла на результат
исследования.

Влияние кофеина на мозг и его функциониро-
вание в норме (сон, когнитивные функции, па-
мять, обучение) и при патологиях (включая ши-
зофрению) нейрохимически объясняется его ан-
тагонизмом к аденозиновым рецепторам A1, A2A,
A3, and A2B [134]. Кроме того, ксантины, вклю-
чая кофеин, проявляют и другие нейрохимиче-
ские эффекты: ингибируют фосфодиэстеразы 1, 4
и 5, усиливают высвобождение кальция из внут-
риклеточных пулов, взаимодействуют с рецепто-
рами ГАМК-А. В контексте настоящего обзора
еще одним важным эффектом кофеина является
стимуляция экспрессии генов, кодирующих субъ-
единицы ЦО и, таким образом, усиление ее фер-
ментативной активности [135]. Последний факт
важен, если учесть, что при шизофрении обнару-
жено снижение активности ЦО в мозге [76] и
тромбоцитах крови [81, 82].
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3.4. Препараты, повышающие запасы АТФ в мозге

Креатин. Еще один подход в коррекции мито-
хондриальной дисфункции направлен на коррек-
цию недостаточности такого звена энергетиче-
ского метаболизма, как система КрФ/АТФ. Как
отмечалось выше, эта система служит для поддер-
жания уровней АТФ в мозге, и ее компоненты
локализованы как в цитоплазме, так и в митохон-
дриальной мембране. Подход предполагает исполь-
зование соединений, увеличивающих запасы АТФ,
например, креатина. При пероральном приеме
креатина в мозге увеличивается содержание креа-
тина и КрФ [136]. Известен положительный эф-
фект применения креатина (как пищевой добав-
ки) на когнитивные процессы и функционирова-
ние мозга при восстановлении после травмы,
депривации сна при депрессии, ишемии, мито-
хондриальных нарушениях, снижении когнитив-
ных функций при старении и старческих демен-
циях [137, 138]. Поэтому было высказано предпо-
ложение о возможном использовании креатина в
качестве терапевтического средства для измене-
ния метаболизма высокоэнергетических фосфатов
в головном мозге больных шизофренией [137].

Клиническое испытания креатина на 7 боль-
ных шизофренией с выраженной негативной
симптоматикой, резистентной к антипсихотиче-
ской терапии, показало, что на фоне приема кре-
атина умеренно улучшилось состояние больных,
измеренное по подшкале общей психопатологии
PANSS. Улучшений со стороны негативной, по-
зитивной симптоматики и когнитивного функ-
ционирования отмечено не было [139]. Креатин
также облегчал симптомы тардивной (поздней)
дискинезии. Также известно двойное слепое пла-
цебо-контролируемое исследование эффектив-
ности применения креатина в качестве добавки
при лечении шизофрении [140]. Хотя в целом по-
ложительного эффекта применения креатина от-
мечено не было, авторы предложили продолжать
и развивать исследования с тем, чтобы выявить
подгруппу больных, для которых добавка креати-
на может оказаться терапевтически ценной. От-
сутствие эффекта у больных от приема креатина
может объясняться гетерогенностью заболевания
и, соответственно, различиями биохимических
характеристик пациентов, включенных в иссле-
дование без предварительной стратификации.

3.5. Терапия, направленная на изменение уровня 
окисления жирных кислот

Кетогенная диета. Метаболомную оценку ин-
тенсивности метаболизма жирных кислот и сте-
пень ее нарушений при шизофрении предлагается
проводить по спектру метаболических маркеров –
сывороточных концентраций глицериновой кис-
лоты, бета-оксибутират, пируват и цистин [141].

Нам не удалось найти публикаций, в которых
этот метод был бы применен, но, возможно, в бу-
дущем определение спектра данных биомаркеров
позволит стратифицировать пациентов перед на-
значением кетогенной диеты (КД). КД, содержа-
щая высокое количество жиров и минимальное
количество углеводов, предполагает, что в каче-
стве источника энергии используются образую-
щиеся при распаде жиров кетонные тела, такие
как бета-оксибутират (БОБ) и ацетат. Показано,
что повышенный уровень БОБ может улучшать
симптомы неврологических заболеваний [142].
КД может способствовать нормализации окисли-
тельно-восстановительных процессов и препят-
ствовать развитию окислительного стресса [142],
а БОБ может функционировать не только как
энергетический метаболический субстрат, но и
как сигнальная молекула в мозге, поэтому по-
средством него предполагается влиять на патоло-
гические процессы, связанные с развитием забо-
леваний, включая шизофрению.

КД рекомендована при лечении эпилепсии, и
в данном случае механизм терапевтического дей-
ствия КД связан с ингибированием сигнального
пути mTOR и влиянием на соотношение активно-
сти ГАМК- и глутаматергической систем [143, 144].

Связь между эпилепсией и шизофренией, от-
носящимися к группе нейроонтогенетических за-
болеваний, хорошо прослеживается, и эффектив-
ность некоторых противоэпилептических средств
у больных шизофренией подразумевает, что пато-
генез этих заболеваний имеет сходные черты [142,
145], поэтому можно ожидать, что КД окажется
полезной и при лечении шизофрении.

Примерами клинического применения КД
при шизофрении являются недавние исследова-
ния [146, 147] и публикация почти 60-летней дав-
ности [148].

Клинические исследования КД при шизофре-
нии малочисленны и проведены на ограничен-
ных группах больных или описывают истории бо-
лезни отдельных пациентов. Однако у отдельных
пациентов с хроническим длительным течением
шизофрении при лечении КД наблюдалось суще-
ственное улучшение состояния и достоверное ста-
бильное облегчение симптоматики в течение
продолжительного времени [149, 150]. КД также
успешно применена при лечении 2 больных с ши-
зоаффективным расстройством [151]. Недавний
ретроспективный анализ подтвердил положитель-
ные результаты, полученные при применении КД
у 10 больных с шизоаффективным расстройством
[152]: отмечено статистически значимое улучше-
ние позитивных и негативных симптомов, сни-
жение дозы антипсихотика у 6 из 10 пациентов к
моменту выписки и достоверное улучшение об-
щего состояния больных.
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Относительно применения КД для коррекции
энергетического метаболизма при шизофрении
не сложилось единого мнения – встречаются как
критически-пессимистические обзоры этого на-
правления [153], так и выдвигаются интересные
предположения о возможных перспективах раз-
вития направления КД [154, 155], что, вероятно,
резонно, если учитывать гетерогенность заболе-
вания и состояния больных, а также проводить
предварительную стратификацию пациентов.

Эффект КД можно симулировать введением
БОБ. Однако в ранних сообщениях о примене-
нии БОБ при шизофрении сообщалось об отсут-
ствии эффекта, дополнительного к действию ан-
типсихотика [156], что предположительно было
связано с неправильно рассчитанной дозой пре-
парата и отсутствием стратификации пациентов
перед включением в испытание.

Действительно, оценка уровней БОБ в сыво-
ротке крови 54 больных шизофренией [157] пока-
зала, что уровни БОБ у больных достоверно пре-
вышают значения в контрольной группе, и это,
по мнению авторов, указывает на более высокие
потребности в использовании энергии у больных,
при этом в концентрации пирувата различий
между группами больных и контроля не наблюда-
лось. Хотя ни концентрации БОБ, ни пирувата не
были связаны с клиническими характеристиками
заболевания, авторы предполагают, что сыворо-
точные уровни БОБ потенциально могут служить
показателем нарушения потребления энергии
при шизофрении. Интересно, что выявлена пря-
мая корреляция Пирсона между изменениями
уровня БОБ и изменениями исполнительных
функций пациентов за период наблюдения 12 нед.
С другой стороны, в систематическом обзоре ме-
таболомных исследований психозов [158] приве-
дены данные определения концентрации БОБ в
сыворотке крови [159] и моче больных шизофре-
нией [141], причем по сравнению с контролем в
крови было обнаружено снижение уровня БОБ,
тогда как в моче уровень БОБ оказался повышен.
Вследствие расхождений в оценках уровней БОБ
при шизофрении по сравнению с контролем оче-
видна необходимость дальнейших исследований,
направленных на выявление подгрупп больных
шизофренией, в которых отклонения от контро-
ля уровней БОБ могут оказаться разнонаправлен-
ными.

Милдронат и реамберин. Милдронат (3-(2,2,2-
триметилгидразиний) пропионата дигидрат) –
конкурентный ингибитор фермента синтеза кар-
нитина гамма-бутиробетаингидроксилазы, который
улучшает метаболизм головного мозга, мозговой
кровоток и микроциркуляцию, повышает физи-
ческую и умственную работоспособность. Мил-
дронат классифицируется как частичный инги-
битор окисления жирных кислот. В отсутствии

карнитина жирные кислоты не могут транспор-
тироваться в митохондрии и, следовательно,
не могут выступать в качестве источника энер-
гии. Милдронат также увеличивает относитель-
ную метаболическую скорость окисления глюко-
зы, процесса, требующего меньшее количество
кислорода по сравнению с окислением жирных
кислот.

Реамберин (N-метилглюкамина натрия сук-
цинат) препарат с дезинтоксикационным, анти-
гипоксическим и антиоксидантным действием.
Главный фармакологический эффект реамбери-
на обусловлен наличием в его составе 1.5% соли
сукцината натрия, усиливающей компенсатор-
ную активацию аэробного гликолиза и активиру-
ющий метаболические процессы в ЦТК, что при-
водит к увеличению содержания макроэргиче-
ских соединений – АТФ и КрФ.

Опубликованы положительные результаты при-
менения милдроната и реамберина в качестве до-
полнительной терапии у больных параноидной
шизофренией с терапевтической резистентно-
стью [160]. В данном исследовании были опреде-
лены основные биохимические показатели ак-
тивности энергетического метаболизма больных:
концентрации АТФ, АДФ и АМФ, активность и
соотношение изоформ лактатдегидрогеназы в
эритроцитах до и после курса лечения. У 60 боль-
ных, включенных в исследование, содержание
АТФ в эритроцитах выросло по отношению к ис-
ходному уровню в среднем в 1.95 раза и достигло
нижней границы нормы, а содержание АДФ и
АМФ, напротив, снизилось до верхней границы
нормы. Авторы сделали вывод о том, что включе-
ние комбинации реамберина с милдронатом в ле-
чебный комплекс при шизофрении с наличием
терапевтической резистентности к нейролепти-
кам способствует повышению эффективности
аэробного гликолиза и стимуляции вследствие
этого продукции АТФ, что сопровождается вос-
становлением энергетического потенциала орга-
низма.

Итак, какой можно сделать вывод о возможно-
сти корректировки митохондриальных наруше-
ний при шизофрении? Исследования малочис-
ленны, и, как правило, проводились на неболь-
ших группах больных. Большинство препаратов
хорошо переносились, но из-за ограниченного
количества доклинических данных и отсутствия
надежных результатов клинических испытаний
сложно делать вывод об эффективности, потен-
циальной токсичности и оптимальных дозах ис-
пользуемых добавок у пациентов с шизофренией.
В опубликованных в 2022 г. зарубежных клиниче-
ских рекомендациях для лечения шизофрении
рекомендовано использование в качестве допол-
нительной терапии при шизофрении NAC, ме-
тилфолата и экстракта гинкго билоба [161].
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БОКША и др.

В большинстве проведенных испытаний от-
сутствуют положительные результаты лечения,
что, возможно, связано с отсутствием верифици-
рованных биологических показателей, которые
можно использовать для определения мишени
терапевтического воздействия и назначения со-
ответствующей дополнительной терапии, а также
для выделения групп больных, для которых опре-
деленная терапия была бы наиболее эффективна.
Нам не удалось найти опубликованные исследо-
вания, в которых проводилась бы стратификация
пациентов и предварительный поиск специфиче-
ских нарушений какого-либо звена энергетическо-
го метаболизма перед проведением клинических
испытаний, но в некоторых работах отслежива-
лась концентрация лекарственного соединения,
которым лечили пациентов, и некоторые показа-
тели интенсивности энергетического метаболизма.

4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Открытые в недавних нейрохимических, тран-
скриптомных и протеомных исследованиях изме-
нения экспрессии генов и концентрации фер-
ментов при шизофрении означают изменения
активности в основных звеньях главной метабо-
лической оси генерации АТФ, а также затрагива-
ют окислительное фосфорилирование. Кроме то-
го, при шизофрении обнаружены нейрохимиче-
ские изменения в мозге, свидетельствующие о
нарушении не только продукции АТФ, но и раз-
личных других звеньев энергетического метабо-
лизма с вовлечением митохондриальной дис-
функции, что влечет за собой окислительные
повреждения и приводит к нарушениям синапти-
ческой проводимости и аномалиям в функциони-
ровании не только нейронных сетей, но и глии,
в том числе, олигодендроглии и нарушениям про-
цесса миелинизации. Эти молекулярные измене-
ния приводят к структурным аномалиям и в це-
лом нарушению развития мозга и возникнове-
нию психотических симптомов и когнитивных
нарушений при шизофрении.

В связи с этим коррекция энергетического ме-
таболизма, в том числе применение митохондри-
альных модуляторов и митопротекторов, может
представлять собой довольно перспективный па-
тогенетически-направленный подход к терапии
шизофрении.
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Anomalies of Energy Metabolism in Schizophrenia
and Possible Pathogenetic-Targeted Therapeutic Approaches

I. S. Bokshaa, T. A. Prokhorovaa, O. K. Savushkinaa, 
E. B. Tereshkinaa, E. A. Vorobyevaa, and G. Sh. Burbaevaa

aFederal state budgetary scientific institution Mental health research center, Moscow, Russia

Coordinated regulation of energy conversion processes in the brain maintains its highly productive work and
efficient mental activity. Impairments of the brain energy metabolism are considered among pathogenetic
factors in the schizophrenia origin, but presently it is difficult to say whether these impairments are primary
and causative the development of the disease or represent consequences of certain changes in the functioning
of neurotransmitter and other neurochemical systems. This review discusses the main results of the energy
metabolism research in schizophrenia – at various levels and using different approaches, as well as regards
some attempts of influencing the energy processes in the brain as an adjunctive therapy in schizophrenia. To
date, the efficacy of these therapeutic approaches has not been proven, this may be due to the paucity of stud-
ies and the lack of preliminary identification/stratification of patient subgroups to whom the energy metab-
olism-targeted therapy would be the most useful. Based on the data presented, one can conclude that an anal-
ysis is necessary of relationships between the psychopathological manifestations of schizophrenia and energy
metabolism deviations for further identification of those patients to whom the use of mitochondrial modula-
tors, mitoprotection, and other approaches may represent a promising method of adjunctive therapy.

Keywords: schizophrenia, energy metabolism, therapeutic approaches, mitochondria, glycolysis
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Полиневропатии – это гетерогенная группа иммунно-опосредованных заболеваний, среди которых
синдром Гийена-Барре и хроническая воспалительная демиелинизирующая полиневропатия зани-
мают основное место. Напротив, боковой амиотрофический склероз чаще всего рассматривается
как заболевание, развитие которого практически не связывают с изменениями функции иммунной
системы. В представленном обзоре суммированы последние данные об изменениях в численности
субпопуляций Т-лимфоцитов и их функции в крови и ликворе при указанных выше заболеваниях.
Эти данные говорят о том, что NKT-клетки и нарушение функционирования регуляторных Т-кле-
ток могут играть важную роль в развитии обсуждаемых патологий. Обсуждается необходимость на-
копления и анализа данных по субпопуляциям Т-клеток, а также последовательности Т-клеточных
рецепторов, HLA, и CD1 у пациентов для разработки подходов к диагностике и возможной терапии
указанных заболеваний.

Ключевые слова: Т-лимфоцит, боковой амиотрофический склероз, хроническая воспалительная демие-
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Исследования, проведенные в последние го-
ды, говорят о том, что ряд заболеваний нервной
системы ассоциирован с изменениями в функци-
онировании иммунной системы. Часть невроло-
гических заболеваний, такие как синдром Гийе-
на–Барре (СГБ) и хроническая воспалительная
демиелинизирующая полиневропатия (ХВДП),
считаются приобретенными заболеваниями пе-
риферической нервной системы, в патогенезе ко-
торых ведущую роль играют первичные наруше-
ния работы иммунной системы, включающие в
себя активацию воспалительных процессов [1].
Предполагается, что одну из ведущих ролей в
развитии полиневропатий играют Т-лимфоциты.
В то же время существуют неврологические забо-
левания, при которых участие иммунитета в пато-
генезе заболевания является неочевидным, по-
скольку изменения в состоянии иммунитета но-
сят атипичный характер. Ярким примером такого
заболевания является боковой амиотрофический
склероз (БАС), поскольку для него характерно
изменение доли Т-регуляторных клеток в общей
субпопуляции Т-клеток крови при очень слабом
провоспалительном сдвиге в иммунитете и появ-
лении в ряде случаев антител к некоторым белкам

моторных нейронов [2]. Существующие данные
говорят о том, что при упомянутых заболеваниях
может происходить накопление или, наоборот,
потеря Т-клеток, осуществляющих контроль те-
чения воспаления как в периферической, так и в
центральной нервной системе. Однако особенно-
сти Т-клеточной компоненты иммунитета при
данных заболеваниях остаются мало исследован-
ными.

Упомянутые неврологические заболевания
встречаются относительно редко (1.1–1.8 на
100000 человек для СГБ [3], 1–3 на 100000 чело-
век для ХВДП [4], и 1.1–8.2 на 100000 человек для
БАС [5]); поэтому работы, посвященные иссле-
дованиям разных аспектов патогенеза этих забо-
леваний, обычно включают лишь данные по не-
скольким пациентам и сфокусированы лишь
на некоторых сторонах патогенеза, оставляя мно-
жество других аспектов нераскрытыми. Именно
вследствие невысокой частоты встречаемости этих
болезней происходит медленное накопление дан-
ных о них, и их этиология остается практически
неизвестной.

СГБ и ХВДП прежде всего рассматриваются
как заболевания периферической нервной си-
стемы, поскольку при них нарушается функция
именно периферических нервов. Однако поиск

* Адресат для корреспонденции: 117485, Москва, ул. Бутле-
рова 5а, e-mail: ocrachek@yahoo.com.
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биомаркеров этих заболеваний в крови и цере-
броспинальной жидкости (ЦСЖ) показал, что
изменения наблюдаются как в крови, так и ЦСЖ.
Важно отметить, что изменения в ЦСЖ включа-
ют в себя не только неспецифическое повышение
уровня белка, но также изменения уровня специ-
фических белков, причем для каждого заболева-
ния набор белков достаточно специфичен и зави-
сит от стадии заболевания. На данном вопросе
мы останавливаться подробно не будет и адресу-
ем читателя к последним обзорам по этой теме
[6–8]. Изменения в уровне белков в ЦСЖ при
указанных заболеваниях явно говорят о том, что
патогенез этих заболеваний активно затрагивает
ЦНС.

Значимую роль во взаимодействии централь-
ной нервной системы (ЦНС) и иммунной систе-
мы (ИС) играют клетки, участвующие в форми-
ровании адаптивного иммунитета, а, если точнее,
то Т-лимфоциты. Исследования, направленные
на выяснение роли Т-клеток в функционирова-
нии ЦНС, показали, что эти клетки, несмотря на
свою важнейшую роль в адаптивном иммунитете,
являются важным фактором, поддерживающим
нормальное функционирование ЦНС в условиях,
когда активации иммунитета не происходит. Ана-
лиз функциональной роли Т-клеток в ликворе и
хороидном сплетении здоровых животных пока-
зал, что Т-хелперы, локализованные в оболочках
мозга и хороидном сплетении, критически не-
обходимы для нормального функционирования
мозга, обучения и формирования памяти [9].

Т-ЛИМФОЦИТЫ И ЦНС
Т-лимфоциты являются важной частью специ-

фической иммунной системы. Они несут на сво-
ей поверхности гипервариабельный Т-клеточный
рецептор (TCR), который распознает процесси-
рованный антиген в комплексе с молекулой глав-
ного комплекса гистологической совместимости
1 или 2 типа (MHC1/2). У зрелых клеток рецептор
представляет из себя гетеродимер, состоящий из
α и β, или γ- и δ-цепей (αβ- и γδ-клетки, соответ-
ственно). Каждая цепь TCR состоит из констат-
ного и вариабельного доменов. Вариабельные до-
мены TCR формируются за счет альтернативной
делеции экзонов из геномного локуса на хромо-
соме. При этой хромосомной перестройке проис-
ходит ряд хромосомных делеций и нематричных
заполнений промежутков, что приводит к фор-
мированию уникальной последовательности зре-
лого гена TCR [10]. В дальнейшем, Т-лимфоциты
подвергаются положительной селекции по спо-
собности TCR связывать MHC, отрицательной
селекции по аутореактивности, и положительной
селекции по способности узнавать презентиро-
ванный антиген. Т-клетка, прошедшая все стадии
селекции, может сформировать клон, с уникаль-

ной последовательностью TCR. Далее, взаимо-
действие с антигеном может привести к размно-
жению определенного клона Т-клеток. В зависи-
мости от множества факторов представленность
различных клонов TCR в организме может значи-
тельно различаться, что позволяет говорить о
клональной экспансии [11].

Как было сказано выше, экспонирование ан-
тигена в комплексе с MHC необходимо для его
распознавания при помощи TCR. MHC каждого
типа в человеческой популяции представлены не
менее чем сотней аллельных вариантов. Эти ва-
рианты могут обладать различным сродством как
TCR, так и к презентируемым антигенам белко-
вой природы [12]. Это разнообразие, вероятно,
закрепилось для обеспечения эффективного по-
пуляционного иммунитета [13], но оно же приво-
дит и к формированию склонности к аутоиммун-
ным заболеваниям у носителей ряда аллелей [14].
Предполагается, что разные аллельные варианты
МНС могут иметь сродство к разным фрагментам
белка, презентуемого в МНС, а также, что фрагмен-
ты некоторых чужеродных белков могут иметь
структуру, схожую с фрагментами собственных
белков организмов. В результате у людей с разными
аллельными вариантами МНС комплексы экспо-
нируют на своей поверхности разные фрагменты
одного и того же чужеродного белка. Это ведет к
формированию разных TCR на один и тот же па-
тоген, и у ряда людей с определенным аллельным
вариантом МНС сформированный TCR может
оказаться обладающим кросс-реактивностью к
собственным антигенам. Этот важный аспект мы
обсудим ниже в рамках раздела о невропатиях.

ПОДТИПЫ Т-КЛЕТОК
Выделяют несколько различных подтипов

Т-клеток (рис. 1), но два наиболее многочислен-
ных подтипа это Т-киллеры и Т-хелперы. Оба ти-
па клеток экспрессируют TCR, имеющий либо α
и β цепи либо γ и δ-цепи. Однако важно отметить,
что αβ-клетки относятся не только к двум упомя-
нутым субпопуляциям, но также к субпопуляции
NKT-клеток. Следует также подчеркнуть, что не
все γδ-клетки можно отнести к Т-киллерам или -
хелперам, поскольку некоторая их часть не экс-
прессирует рецепторов, способных взаимодей-
ствовать с МНС (1 или 2), и предполагается, что
они являются рецепторами, распознающими мо-
лекулы как белковой так и небелковой природы
[15, 16]. Ниже мы очень коротко остановимся на
основных типах Т-клеток, которые по современ-
ным данным могут участвовать в развитии рас-
сматриваемых в нашей работе патологий ЦНС.

Т-киллеры распознают антигены в комплексе
с молекулой рецептора MHC1, который экспрес-
сирует большинство соматических клеток в орга-
низме. Часть белков, синтезированных в клетке,
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сразу после синтеза и созревания отправляется на
расщепление до пептидов в протеасоме и часть
этих пептидов затем экспонируется в комплексе
с МНС1. Таким образом клетки демонстрируют
иммунной системе профиль экспрессируемых в
них белков [17]. Взаимодействие комплекса
MHC1 + пептид и TCR Т-киллера обеспечивает-
ся корецептором CD8, который является марке-
ром этой популяции лимфоцитов. В случае рас-
познавания антигена при помощи TCR, Т-киллер
активирует апоптоз в клетке-мишени. Т-килле-
ры, как правило, участвуют в противовирусной
защите организма и в борьбе с новообразования-
ми, убивая клетки, экспрессирующие белки, не
характерные для нормальной ткани [18]. Если же
рассматривать нервную систему, то наиболее из-
вестен вклад Т-киллеров в патогенез рассеянного
склероза, в ходе которого они участвуют в пора-
жении белого вещества [19]. В то же время, они,
по-видимому, постоянно присутствуют в мозге
неврологически здоровых людей, вероятно, обес-
печивая его противовирусную защиту [20]. В опы-
тах на лабораторных животных была показана
критическая важность Т-киллеров мозга для нор-
мального функционирования гиппокамп-зави-
симой памяти [9]. Непосредственные механизмы
функций, осуществляемых Т-киллерами в мозге в
настоящее время практически неизвестны.

Т-хелперы являются критически важными клет-
ками-регуляторами иммунных процессов. Они рас-

познают антиген в комплексе с MHC2 на поверх-
ности специализированных антиген-презентую-
щих клеток (АПК), прежде всего, макрофагов,
дендритных клеток, B-лимфоцитов и, вероятно,
микроглии. Корецептор CD4 является маркером
популяции Т-хелперов. Этот белок обеспечивает
взаимодействие TCR и MHC2. После распозна-
вания антигена, эти лимфоциты начинают пара-
кринно секретировать про- и противовоспали-
тельные цитокины, определяющие дальнейшую
активность окружающих клеток иммунной си-
стемы. Спектр выделяемых цитокинов определя-
ет принадлежность Т-хелпера к одной из функци-
ональных популяций. Для ряда субпопуляций
Т-хелперов известны функции, которые они вы-
полняют по отношению к ЦНС. Th1-лимфоциты
в ответ на активацию секретируют такие цитоки-
ны как IFNγ, ИЛ-1β, TNFα, при помощи кото-
рых они повышают функциональную активность
тканевых макрофагов и микроглии, что позволяет
предположить, что данная субпопуляция лимфо-
цитов активирует нейровоспалительную реакцию
как в норме, так и при патологических процессах.
Th17-лимфоциты также являются провоспали-
тельными клетками, секретирующими ИЛ-17 и
ИЛ-23, отмечена их важная роль в патогенезе
астмы, атопического дерматита, постинсультных
расстройств и расстройств депрессивного спек-
тра. Регуляторные T-лимфоциты (Treg), напро-
тив, являются основными противовоспали-

Рис. 1. Основные субпопуляции Т-клеток и их функции.
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тельными лимфоцитами клеточного иммуните-
та, секретирущими ИЛ-10 и TGFβ. Показана их
важная роль в защите мозга от долговременных
последствий повреждения в моделях инсульта,
депрессии, травмы и эпилепсии. Th2-лимфоциты
являются основными индукторами гуморального
иммунитета при помощи секреции ИЛ-4, ИЛ-5,
ИЛ-13. Как правило, они взаимодействуют с MHC2
на поверхности В-клеток. Они подавляют актив-
ность Th1-лимфоцитов и активируют синтез ан-
тител B-лимфоцитами. Таким образом, они могут
выступать в качестве противовоспалительных аген-
тов применительно к воспалению в центральной
нервной системе [21].

Важно подчеркнуть, функционирование Трег
клеток имеет особенность, которая была описана
на культивируемых клетках, а также in vivo. Эта
особенность заключается в том, что при опреде-
ленных условиях противовоспалительные Трег
клетки могут терять свой фенотип и превращать-
ся в клетки, секретирующие провоспалительные
факторы. Возможность такой трансформации
была показана не только у животных, но и при па-
тологиях у человека [22]. Необходимо отметить
также, что часто говорят не просто об утрате про-
тивовоспалительного и обретении провоспали-
тельного фенотипа у Трег клеток, а об их транс-
формации в Th17 клетки, причем эта трансфор-
мация может носить обратимый характер [22].

Вопрос о наличии Т-хелперов непосредствен-
но в ткани мозга остается предметом для дискус-
сии [23], поскольку для функциональной акти-
вации Т-хелперов необходим непосредственный
контакт рецептора TCR на поверхности лимфо-
цита с комплексом MHC2 на мембране макрофа-
га или клетки микроглии и представленным на
нем антигеном. Известно, что под действием IL-10
в мозге снижалась экспрессия MHC2, что может
быть признаком снижения интенсивности пре-
зентации антигенов в ходе реализации противо-
воспалительной программы. Этот факт может
служить косвенным доводом в пользу возможно-
сти миграции Т-хелперов в паренхиму головного
мозга [24]. В то же время, показано, что в ЦНС
мышей неизвестная субпопуляция Т-лимфоци-
тов была критически важна для нормализации
поведения в ходе выздоровления в модели индук-
ции депрессивно-подобного поведения одно-
кратным введением ЛПС. При этом, лимфоциты
не являются основным источником ИЛ-10 в тка-
ни головного мозга этих мышей [25]. В настоящее
время известна возможность регуляции проница-
емости ГЭБ для лимфоцитов при помощи цито-
кинового фона, в частности, при помощи IFNβ
[26]. Этот факт позволяет предположить возмож-
ность локального повышения проницаемости
ГЭБ для лимфоцитов непосредственно в зоне
нейровоспалительного процесса, к которому они
могут добираться по градиенту хемокинов по со-

судам кровеносной сети. В то же время присут-
ствие Т-хелперов в оболочках головного мозга и в
сосудистом сплетении не подвергается сомнению
[27]. Поскольку паутинная оболочка непосред-
ственно прилежит к поверхности коры полуша-
рий и гиппокампу и через нее проходят питаю-
щие мозг кровеносные сосуды, то лимфоциты из
периваскулярного пространства паутинной обо-
лочки могут секретировать различные регулятор-
ные белки, в том числе и цитокины, в локальный
мозговой кровоток или уходить в циркуляцию по
кровеносным сосудам головного мозга. Кроме
того, показана возможность прямой диффузии
цитокинов из оболочки мозга в кору больших по-
лушарий [28].

Как указано выше, классическое распознава-
ние антигена Т-клетками основывается на распо-
знавании пептида в комплексе с MHC. В 2000-х гг.
была открыта способность ряда минорных субпо-
пуляций Т-клеток распознавать липиды, экспони-
рованные в комплексе с белками семейства CD1
на поверхности АПК. Наиболее изучены 2 субпо-
пуляции Т-клеток, относящиеся к конкретным
клонотипам. Первая – популяция γδ-клеток, имею-
щая генотип Vδ1 и участвующая в защите эндоте-
лия от инфекций. Эти клетки могут экспрессиро-
вать различные цитокины в зависимости от мик-
роокружения. Основными цитокинами являются
провоспалительные ИЛ-17 и ИФНγ, но под дей-
ствием ИЛ-4 in vitro они начинают секретировать
противовоспалительный ИЛ-10 [29]. Вторая суб-
популяция – так называемые NKT-клетки, име-
ющие у человека TCR Vα24-Jα18. Эти клетки од-
новременно несут маркер CD56, не характерный
для классических лимфоцитов, но экспрессруют
общий Т-клеточный маркер CD3 и функцио-
нально подобны классическим Т-лимфоцитам.
Они могут нести CD4 и CD8 на поверхности (или
не нести оба) и функционально подобны класси-
ческим Т-лимфоцитам. Они могут нести CD4 и
CD8 на поверхности и функционировать подобно
Т-киллерам и Т-хелперам [30, 31]. В отличие от
классических Т-лимфоцитов, NKT-клетки спо-
собны ингибировать активность Т-киллеров в
ходе непосредственного контакта, без секреции
цитокинов в среду [32]. Было показано, что
NKT-клетки присутствуют в ЦСЖ и, по-видимому,
могут участвовать в развитии патологий ЦНС [33].

Исследование Т-клеточных субпопуляций, на-
ходящихся у людей в оболочках головного мозга и
сосудистых сплетениях ЦНС, не представляется
возможным по этическим соображениям, поэто-
му основными клетками, которые исследуют при
различных патологиях нервной системы остают-
ся клетки, находящиеся в ЦСЖ спинного мозга.
Основными иммунными клетками, находящи-
мися в ликворе центрального канала спинного
мозга, являются Т-клетки, причем бóльшую их
часть составляют CD4-положительные Т-хелпе-
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ры [34–36]. В ряде работ показано, что субпопу-
ляция Т-клеток ликвора по репертуару Т-клеточных
рецепторов существенно отличается от Т-клеток
крови и, по всей видимости, имеет специфич-
ность к антигенам, имеющим отношение к нерв-
ной системе. Между кровью и ликвором постоян-
но происходит обмен Т-клетками. Основной
обмен происходит в лептоменингеальном про-
странстве и в хороидном сплетении, причем в
норме у мышей для диффузии меченных клеток
из крови в ткань мозга достаточно 2 ч, однако, на-
копление в ткани ЦНС Т-клеток, имеющих ре-
цептор к ЦНС-специфичному антигену, проис-
ходит медленнее и может занять около 24 ч [37].
Основную группу Т-клеток в ЦСЖ составляют
клетки памяти, в то время как в крови бóльшую
часть CD4- и CD8-лимфоцитов составляют наив-
ные клетки [36, 38].

На основании того, что Т-клетки могут высту-
пать в качестве регуляторов воспалительного про-
цесса, предполагается, что в основе развития не-
которых нейродегенеративных, а также невроло-
гических заболеваний может лежать появление
или гибель опреде-ленных субпопуляций Т-кле-
ток, имеющих Т-клеточные рецепторы (TCR) к
некоторым специфическим для нервной системы
антигенам.

ВОСПАЛИТЕЛЬНЫЕ ПОЛИНЕВРОПАТИИ
Воспалительные полиневропатии – это при-

обретенные заболевания в основном перифери-
ческих нервов, которые могут возникать в любом
возрасте; полиневропатии можно подразделить
на острые и хронические. Острые формы поли-
невропатий развиваются и стихают в течение
4 нед., в то время как хронические формы могут
продолжаться в течение 8 или более нед. Наибо-
лее распространенная форма острой воспали-
тельной полиневропатии – это синдром Гийена–
Барре. Наиболее распространенной формой
хронической воспалительной полиневропатии
является хроническая воспалительная демиели-
низирующая полиневропатия (ХВДП).

ХВДП – это клинически гетерогенная имму-
ноопосредованная периферическая нейропатия,
имеющая прогрессирующее или рецидивирую-
щее-ремиттирующее течение [39]. Основными
симптомами ХВДП являются слабость в конеч-
ностях, ухудшение чувствительности и демиели-
низация периферических (сенсорных и мотор-
ных) нервов. Основной терапией ХВДП является
подавление функции иммунитета с помощью
кортикостероидов, внутривенного введения им-
муноглобулинов, и плазмафереза. Универсаль-
ной терапии не существует, и разные пациенты
отвечают на разные виды терапии; до 20% паци-
ентов не отвечает ни на один из видов упомяну-
той терапии [39].

В настоящее время выделяют типичные и ати-
пичные формы ХВДП [1, 40]. Типичная форма
ХВДП характеризуется симметричной полинев-
ропатией, которая захватывает как проксималь-
ные так и дистальные части конечностей и может
захватывать как преимущественно сенсорные,
так и преимущественно моторные нервы, а также
оба типа нервов. Атипичная форма ХВПД вклю-
чает в себя несколько дополнительных подтипов
(в скобках указано сокращенное английское на-
звание):

1. Дистальная симметричная приобретенная
полинейропатия (DADS);

2. Мультифокальная демиелинизирующая сен-
сорная и моторная нейропатия (MADSAM);

3. Редкая хроническая атаксическая нейропа-
тия, ассоциированная с офтальмоплегией, IgM
парапротеинами, холодовыми агглютининами и
антителами к дисиалосилу (CANOMAD).

Механизмы, инициирующие различные формы
ХВДП, остаются до сих пор неизвестными, хотя в
некоторых случаях есть данные о заболеваниях,
перенесенных незадолго до развития ХВДП. Так,
было показано, что в ряде случаев перенесенные
вирусные инфекции могут предшествовать раз-
витию ХВДП [41]. В ряде случаев ХВДП комор-
бидна с сахарным диабетом или с моноклональ-
ной гаммапатией [42], однако, несмотря на эти
данные, факторы, провоцирующие ХВДП, оста-
ются неизвестными.

Синдром Гийена–Барре (СГБ) – это острая
воспалительная демиелинизирующая полиневро-
патия и по своей симптоматике в значительной
степени схожа с ХВДП. В отличие от ХВДП, СГБ
очень часто ассоциируют с различными вирусными
и бактериальными заражениями, которые прово-
цируют формирование либо кросс-реактивных ан-
тител с аутоиммунными свойствами либо кросс-
реактивных Т-клеток, узнающих некоторый ауто-
антиген [43]. В ряде случаев описано развитие
СГБ после черепно-мозговой травмы или хирур-
гического вмешательства [44]. В клинической
практике дифференциальная диагностика ХВДП
и СГБ зачастую может быть проблемной и поста-
новка точного диагноза может требовать длитель-
ного наблюдения врачей [45]. Несмотря на ярко
выраженную аутоиммунную картину патогенеза,
терапия стероидными препаратами при СГБ про-
тивопоказана, в отличие от ХВДП [45], что указы-
вает на существенно отличные механизмы, во-
влеченные в патогенез этих двух заболеваний.
В большинстве случаев удается идентифициро-
вать вирус или бактерии, спровоцировавшие раз-
витие СГБ. Среди них такие распространенные
вирусы, как вирус герпеса, цитомегаловирус, ви-
рус Эпштейна–Барра и др. [43], однако, до сих
пор остаются непонятными факторы, способ-
ствующие возникновению СГБ лишь у некото-
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рых людей. По крайней мере, для части микроор-
ганизмов, провоцирующих СГБ показано, что
они индуцируют активацию адаптивного имму-
нитета и формирование Т- и В-лимфоцитов про-
тив антигенов атаковавшего микроорганизма.
Однако в ряде случаев оказывается, что либо TCR
либо антитела, сформированные против чуже-
родного антигена, имеют кросс-реактивность с
белками или липидами самого организма, что
провоцирует развитие аутоиммунной реакции,
приводящей к нарушению функций перифериче-
ской нервной системы [43]. Существуют данные о
том, что фактором, способствующим формирова-
нию кросс-реактивных TCR, является специфи-
ческий аллельный набор главного комплекса ги-
стосовместимости либо белков семейства CD1,
ответственных за презентацию липидных антиге-
нов [43]. Однако данных для окончательного вы-
вода об ассоциации определенного типа антиген-
презентирующих белковых комплексов и разви-
тием СГБ в настоящее время недостаточно.

УЧАСТИЕ Т-КЛЕТОК В РАЗВИТИИ 
ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ПОЛИНЕВРОПАТИЙ

Исследования Т-клеток крови при СГБ пока-
зали, что, несмотря на то, что основным иммун-
ным элементом патогенеза СГБ считается гумо-
ральный иммунитет, в ряде случаев наблюдается
клональная экспансия Т-клеток [46], причем не
только αβ-клеток, но и γδ-клеток [47]. Исследова-
ние субпопуляций Т-клеток в крови во время
прогрессирования заболевания показало, что при
СГБ доля CD4- и CD8-положительных Т-клеток
в крови меняется в зависимости от инфекции,
вызвавшей СГБ. Однако наиболее типичные из-
менения в составе клеток во время фазы прогрес-
сирования заболевания включали в себя увеличе-
ние доли активированных CD8 клеток и провос-
палительных CD4/CD29-положительных клеток,
а также снижение доли наивных CD4 клеток [48].
Ниже мы увидим, что изменения наблюдаются
также в ЦСЖ.

Исследования различных компонентов адап-
тивного клеточного иммунитета показали, что
ХВДП сопровождается клональной экспансией
Т-киллеров в крови [49, 50]. Важно отметить, что
вывод о клональной экспансии делался на основе
спектратипирования V-региона β-цепи Т-клеточ-
ного рецептора, как обеспечивающего основное
разнообразие Т-клеточного рецептора у αβ-кле-
ток. Анализа вариабельной части альфа цепи, а
также гамма и дельта цепей не проводилось. Не-
смотря на то, что клональная экспансия наблю-
дается в основном среди Т-киллеров, изменения
наблюдаются также и в популяции Т-хелперов.
Количественная оценка числа Т-хелперов выяви-
ла существенный рост числа Т-хелперов в крови у
пациентов с ХВДП, при этом число Т-киллеров

не меняется [51]. Таких изменений, однако, не
было обнаружено в другом исследовании [52].
Важно отметить, что разделение пациентов на
группы по форме ХВДП в упомянутых исследова-
ниях не проводилось. Последующие исследова-
ния [53, 54] уже разделяли пациентов по формам
заболевания и показали, что при атипичных фор-
мах ХВПД увеличивается число Т-клеток в крови,
причем происходит это за счет увеличения числа
Т-хелперов, в то время как при типичной форме
ХВДП таких изменений не наблюдается [53], что
подтверждает данные работы [52]. Кроме того,
было показано, что ХВДП сопровождается ослаб-
лением иммунносупрессорной функции Трег
клеток [52, 55], причем фазы обострения ХВДП
сопровождались снижением числа Трег лимфо-
цитов в крови [55]. Описанные выше изменения
Т-клеточной компоненты адаптивного иммуни-
тета носят неспецифический характер. Однако
были обнаружены также специфические измене-
ния, а именно появление Т-клеток, реагирующих
на компоненты миелиновых оболочек P0 и MBP,
а также белок Neurofascin, участвующий в форми-
ровании перехвата Ранвье [54]. Последнее явля-
ется очень существенной деталью, поскольку
часть патологий, которые раньше относили к
ХВДП, недавно решено было выделить в отдель-
ную группу – аутоиммуные нодопатии, и одним
из важных диагностических критериев для отне-
сения к этой группе является наличие антител к
белкам перехвата Ранвье, в том числе к Neurofas-
cin [56].

Все перечисленные исследования включали
в себя только Т-клетки, выделенные из крови.
В ряде работ также проводился анализ Т-клеток
в биопсии периферических нервов при СГБ и
ХВДП. Эти работы показали, что отсутствует зна-
чимая корреляция между регистрируемыми нев-
рологическими нарушениями и количеством
иммунных клеток, обнаруженных в биопсии ик-
роножного нерва [57–59]. Кроме того, было по-
казано, что наряду с αβ-клетками у некоторых
пациентов происходит значимое накопление
γδ-клеток, причем это накопление характерно не
только для ХВДП и СГБ, но и других заболеваний
[57]. Также было обнаружено, что в биопсиях
нервов при ХВДП наблюдается клональная экс-
пансия CD8-положительных Т-клеток [49], а так-
же в ряде случаев появляются NKT клетки [31].
Вообще говоря, на основе результатов, полученных
на биопсии икроножного нерва, сделать какие-
либо значимые выводы о патогенезе обсуждаемых
заболеваний представляется очень проблематич-
ным, поскольку наиболее сильным изменениям
подвергается не этот нерв, а нервные корешки, вы-
ходящие из спинного мозга, и в настоящий мо-
мент сложно сказать насколько Т-клетки, обна-
руженные в икроножном нерве, обладают специ-
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фичностью к тем же антигенам, что и Т-клетки в
корешках спинного мозга.

Как уже отмечалось выше, ХВДП и СГБ со-
провождаются повышением уровня ряда цитоки-
нов (CXCL10, CCL7, IL8, IL1ra, BAFF) в ЦСЖ [7,
60]. CXCL10 является мощным активатором функ-
ции Т-клеток [61], и как CCL7 и IL8 (CXCL8) от-
носится к ряду провоспалительных цитокинов
[62], поэтому можно было бы ожидать изменений
в состоянии Т-клеток в ликворе. Единственная
опубликованная к настоящему моменту работа, в
которой анализировался клеточный состав в
ликворе при СГБ и ХВДП – это работа [33]. В ней
показано, что при ХВДП и СГБ наблюдаются схо-
жие изменения в ликворе – повышение концен-
трации белка, повышение проницаемости ГЭБ
(или, точнее, повышение уровня альбумина в
ЦСЖ с пропорциональным повышением уровня
иммунноглобулинов). Авторам удалось обнару-
жить значимое отличие между ХВПД и СГБ –
увеличение доли NKT клеток в ликворе при
ХВДП. По мнению авторов, многофакторное
сравнение, учитывающее долю NKT клеток, до-
лю Т-клеток, и долю моноцитов в ликворе может
лечь в основу создания диагностического крите-
рия, позволяющего отличить ХВДП от СГБ. Дан-
ное предложение, как отмечают сами авторы,
требует дальнейших подтверждений, поскольку
СГБ и ХВДП представляют собой очень гетеро-
генный набор патологий с несколькими стадиями
течения заболевания и остается неясным, какой
стадии каждого заболевания, а также моменту с
начала заболевания, соответствуют обнаружен-
ные зависимости. Необходимо отметить, что
NKT клетки имеют Т-клеточный рецептор для
распознавания гликолипидов и увеличение их
доли в ликворе при ХВДП может косвенно указы-
вать на возможный элемент патогенеза данного
заболевания, однако, остается все же непонят-
ным, что может выступать в качестве возможного
патогена, индуцирующего формирование Т-кле-
точного рецептора с аутоиммунной кросс-реак-
тивностью, приводящей к формированию забо-
левания. В связи с тем, что изменения в клеточ-
ном составе ЦСЖ при СГБ и ХВДП ярко
выражены, можно предполагать, что при этих па-
тологиях также могут меняться характеристики и
клональность Т-клеток ликвора, однако, эти па-
раметры до сих пор не анализировались.

Важным отличием СГБ от ХВДП является то,
что СГБ является монофазным заболеванием и
при лечении наблюдается постепенное улучше-
ние, в то время как ХВДП может прогрессиро-
вать либо характеризоваться рецидивирующе-
реммиттирующим течением. Несмотря на то, что
аутоиммунная природа обоих заболеваний не вы-
зывает сомнений, факторы, определяющие раз-
ницу в характере течения заболевания не ясны.
В работах, посвященных патоненезу СГБ и ХВДП

предполагают, что провоцирующий фактор, как
правило, инфекционное заболевание, приводит к
формированию клона Т- или В-клеток, кросс-
специфичных не только к антигенам патогена, но
и к аутоантигенам. Однако возможен и альтерна-
тивный путь патогенеза, не оцененный в экспе-
риментальных работах. Известно, что в крови
здоровых людей достаточно часто находят клет-
ки, специфичные к аутоантигенам-мишеням при
СГБ и ХВДП, например, к MBP [63]. Более того,
в исследованиях на животных показано, что
Т-клетки, специфичные к другому иммуноген-
ному аутоантиену миелина MOG, критически
важны для формирования долговременной памя-
ти [64]. Это позволяет предположить, что такие
клетки либо осуществляют трофическую под-
держку функционирования нервов [65], либо, яв-
ляясь Treg, превентивно защищают нервы от воз-
можных атак иммунной системы. В случае втор-
жения патогена эти клетки, распознавая сходные
антигены, могут изменить свой фенотип и, как
следствие спектр выделяемых цитокинов.

Можно предположить, что одним из факто-
ров, предрасполагающих к неуклонному прогрес-
сированию ХВДП, может являться трансформа-
ция Трег клеток в провоспалительные Т-клетки,
особенно Th17. Схожая ситуация возможна и при
рецидивирующем течении, когда возникновение
рецидива может быть результатом той же самой
трансформации. Известна возможность транс-
дифференцировки Treg в Th17 и Th17 в Treg под
действием различных субпопуляций макрофагов
ex vivo [66]. Можно предположить, что различные
субпопуляции макрофагов могут получать неоди-
наковую трофическую поддержку в условиях ин-
фекционной провокации, что может приводить к
появлению макрофагов, способствующих транс-
дифференцировке Т клеток. Последнее может
приводить к изменению характера иммунной
компоненты патологического процесса и разви-
тию либо интенсивного воспаления, либо, наобо-
рот, фазы ремиссии.

Еще одним возможным патологическим меха-
низмом развития и прогрессирования ХВДП мо-
жет являться взаимный антагонизм между Tрег и
NKT-клетками. Данный антагонизм показан для
аллергический астмы – другого аутоиммунного
заболевания, также, поддающегося терапии кор-
тикостероидами. Nguyen и др. показали ex vivo
прямую и специфическую цитотоксичность CD4+-
NKT-клеток по отношению к Tрег, что может
приводить к снижению функциональной актив-
ности и количества Tрег у пациентов. Более того,
эта цитотоксичность была повышена у пациентов
с аллергической астмой по сравнению с неал-
лергической астмой и здоровым контролем и
снижалась под действием кортикостероидов [67].
Существуют данные и об обратном эффекте – по-
давлении функциональности NKT-клеток под
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действием Tрег [68]. В отличие от СГБ, ХВДП
характеризуется увеличением представленности
NKT-клеток в ЦСЖ пациентов [33]. По-видимо-
му, колебания равновесия между активностью
NKT- и Трег-клеток также могут лежать в основе
ремитирующего течения заболевания. Можно пред-
положить, что CD4+-NKT-клетки не участвуют
в патогенезе СГБ, что объясняет устойчивость
этой патологии к кортикостероидам. К сожале-
нию, данные о взаимных прямых взаимодействи-
ях NKT-клеток и Tрег при ХВДП и СГБ не описа-
ны в литературе.

Как мы описали выше СГБ и ХВДП являются
очень гетерогенными группами заболеваний, из
которых, скорее всего, при дальнейших исследо-
ваниях удастся выделить группы заболеваний с
четкими критериями для диагностики (как, на-
пример, вышеупомянутые нодопатии). Для выяв-
ления возможных диагностических критериев, а
также мишеней для терапии при данных заболе-
ваниях необходимо учитывать следующий набор
факторов:

(1) агент, индуцировавший заболевание,
(2) TCR и/или B-клеточный рецептор (антите-

ло), связывающийся с патогеном и обладающий
потенциальной кроссреактивностью,

(3) вариант HLA и CD1 у пациента.
При наличии такой информации возможно

создание терапии, направленной на селективное
подавление Т- и В-клеток, несущих рецептор, об-
ладающий кросс-реактивностью.

БАС
Боковой амиотрофический склероз является

клинически гетерогенным заболеванием и по не-
которым симптомам схож с ХВДП (например,
слабость в конечностях), однако, имеет ряд при-
знаков, позволяющих отделить его от ХВДП (на-
пример, появление патологических рефлексов)
[69]. Тем не менее, ХВДП может быть в ряде слу-
чаев неверно диагностирована как боковой амио-
трофический склероз, несмотря на существен-
ную разницу в патогенезе и течении этих заболе-
ваний [70]. БАС, по всей видимости, является
гетерогенной группой заболеваний, поскольку
для нее описаны семейные формы, ассоцииро-
ванные с точечными мутациями в генах SOD1,
C9orf72, TARDBP, FUS, и т.д. [71], однако, подав-
ляющее большинство случаев сейчас все-таки
рассматривается как спорадические.

Течение БАС безусловно включает в себя им-
мунную компоненту (повышение уровня С реак-
тивного белка, уровня иммуноглобулинов в кро-
ви [72], а также уровня белков острой фазы в сы-
воротке пациентов [73], и появление окисленных
белков в сыворотке крови [74]). Однако, эти из-
менения часто относят к реакции иммунной си-

стемы на отмирающую ткань нервной системы и
не рассматривают как первичное звено патогене-
за БАС. Более того, БАС практически не рассмат-
ривается как заболевание, патогенез которого во-
влекает иммунитет, поскольку терапия с помо-
щью иммуносупрессантов не оказывает никакого
влияния на течение заболевания [2]. Анализ
Т-клеточной компоненты иммунитета показал,
что при БАС повышается доля активированных
Т-хелперов и Т-киллеров как в крови так и ЦСЖ,
причем предполагается, что активация Т-хелпе-
ров в ЦСЖ происходит именно в спинномозго-
вом канале, а не за счет диффузии активирован-
ных Т-клеток в ликвор [75]. Кроме того, при БАС
выявили достаточно необычные изменения –
уменьшение доли регуляторных Т-клеток среди
общей субпопуляции Т-клеток [76, 77], причем
было обнаружено, что у пациентов с БАС сниже-
ны иммуносупрессорные свойства Трег клеток [78].
Общее число Трег клеток в крови при этом могло
как падать [77, 79], так и не меняться [80]. Здесь
необходимо сделать одно важное отступление о
данных, полученных на мышах с мутацией G93A
в гене SOD1, обнаруженной у больных с семей-
ной формой БАС. На этих животных было пока-
зано, что возникновение патологии, схожей с
БАС, сопровождается сначала увеличением числа
Трег клеток, а затем снижением числа этих кле-
ток [79]. Эти данные наводят на мысль о том, что
в зависимости от стадии БАС у пациентов может
также наблюдаться разное число Трег в крови.
Поиск корреляции у пациентов между скоростью
прогрессирования заболевания и числом Трег
выявил обратную корреляцию между этими пара-
метрами, указывая на то, что Трег клетки могут
играть важную роль в патогенезе БАС и тормо-
зить развитие патологии [77, 79]. Важно отметить,
что среди Трег клеток значимое снижение числа
происходило в субпопуляции эффекторных Трег
клеток (CD45RO+) [77]. Возвращаясь в данным,
полученным на трансгенных мышах с семейной
мутацией, можно также отметить, что инъекции
Il-2c этим мышам приводили к экспансии эф-
фекторных Трег клеток, которые затем накапли-
вались в вентральных рогах спинного мозга, что
сопровождалось замедлением прогрессирования
заболевания [77]. Существуют данные о том, что
защитным эффектом могут обладать не только
Трег клетки, но и везикулы, секретируемые эти-
ми клетками [81]. Эти данные послужили осно-
вой для создания Трег терапии БАС.

Клинические испытания подхода, направлен-
ного на увеличение доли аутологичных Т-клеток
в крови у пациентов с БАС, показали положи-
тельный результат [82, 83], причем Трег терапия
замедляла повышение уровня белков острой фа-
зы, а также снижала уровень окисленных белков в
сыворотке крови [74]. Для начала необходимо от-
метить, что обнаруженный положительный эф-
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фект лечения с помощью аутологичных Трег кле-
ток не является очень однозначным, что отмеча-
ют даже сами авторы [83], поскольку в случае
быстро прогрессирующего БАС, сопровождаю-
щегося сильным повышением уровня провоспа-
лительных цитокинов, терапия не имела явного
эффекта. Возможно, что как и при других заболе-
ваниях, характеризующихся сильной гетероген-
ностью, Трег терапия может быть эффективной
только в ряде случаев, однако, конкретные крите-
рии включения пациентов с БАС для анализа те-
рапии пока не ясны.

Важно также отметить, что Трег терапия влия-
ла на интенсивность течения воспаления [74], что
ставит под вопрос интерпретацию данных об ак-
тивации иммунитета при БАС всего лишь как о
реакции организма на протекающий дегенера-
тивный процесс. Тот факт, что подавление им-
мунной реакции с помощью Трег, но не с помо-
щью стероидных средств, может замедлять тече-
ние БАС указывает на возможный элемент
патогенеза БАС, который зависит от иммунитета.
В данном случае речь идет о том, что неселективное
подавление воспалительной реакции неэффек-
тивно, а восстановление иммунносупрессорных
свойств и увеличение числа иммунносупрессор-
ных Трег клеток может оказывать положитель-
ный эффект. Последнее говорит о избирательно-
сти, которая необходима для достижения поло-
жительного эффекта и чем эта избирательность
может быть обусловлена в настоящий момент не
ясно. Предположительно, избирательность мо-
жет определяться TCR некоторых Трег клеток,
которые за счет специфического рецептора могут
находить необходимую нишу в организме, в кото-
рой важно остановить воспалительный процесс
или за счет секреции некоторых цитокинов акти-
вировать процесс, препятствующий нейродеге-
нерации. Если принципиальным моментом явля-
ется ингибирование воспаления, то альтернатив-
ным вариантом для Трег терапии может быть
поиск воздействий, восстанавливающих угнетен-
ную функцию Трег клеток и/или сдвигающих ба-
ланс Th17/Tрег в сторону Трег клеток. Однако в
настоящее время фармакологические агенты или
другие терапевтические воздействия, способные
выполнять указанные функции в организме, не-
известны. В любом случае, если участие Трег кле-
ток в патогенезе БАС подтвердится дальнейшими
исследованиями, необходим поиск TCR, ответ-
ственных за развитие положительного эффекта
Трег терапии, а также поиск ассоциаций между
TCR и аллельными вариантами MHC, для разра-
ботки персональной терапии для каждого паци-
ента с БАС.

Причины, вызывающие снижение доли и
функциональности Treg в периферической крови
и, вероятно, в ЦСЖ [84] пациентов с БАС остают-
ся неизвестными. В ряде работ одновременно со

снижением представленности Treg наблюдали
повышение доли NK- и NKT-клеток в перифери-
ческой крови пациентов [80, 85]. У мышей, несу-
щих мутантную супероксиддисмутазу (генетиче-
ская модель БАС) и у пациентов с БАС, было об-
наружено проникновение NK-клеток в спинной
мозг. Кроме того, у мышей было обнаружено за-
висимое от NK-клеток и IFNγ снижение проник-
новения Tрег в спинной мозг и экспрессии мРНК
Foxp3 – ключевого транскрипционного фактора
Tрег [86]. К сожалению, авторы данной работы
ограничились изучением NK-клеток, принадле-
жащих к неспецифической иммунной системе,
несмотря на то, что использовали антитела к CD3
для негативной сортировки NK-клеток и антите-
ла к неспецифическому для NK/NKT маркеру
NK1.1 [87] для удаления NK клеток. Последнее не
позволяет утверждать, что NKT-клетки не участ-
вуют в обнаруженном эффекте. Таким образом,
несмотря на то, что БАС и ХВДП являются раз-
ными патологиями, изменения в уровне некото-
рых подтипов Т-клеток очень схожи и это может
указывать на некоторый общий элемент в разви-
тии этих патологий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В нашем обзоре мы рассмотрели несколько
неврологических заболеваний, каждое из кото-
рых фактически является также группой заболе-
ваний с внешне схожей симптоматикой. Хотя в
случае рассмотренных невропатий существуют
универсальные терапевтические подходы, способ-
ные улучшить состояние пациентов, накопленные
данные о патогенезе этих заболеваний говорят о
том, что излечение, с высокой вероятностью,
возможно только при персонализированном им-
муннологическом подходе. Суммированные на-
ми данные говорят о том, что СГБ, ХВДП и БАС,
несмотря на большие различия в патогенезе, име-
ют общий элемент в патогенезе, который адресу-
ет к характерным изменениям в специфическом
иммунитете. Эти изменения включают в себя ли-
бо появление аутоиммунных Т- и/или В-клеток
(СГБ, ХВДП) либо подавление функции Трег
клеток и увеличение числа NKT-клеток (ХВДП,
БАС). В любом случае речь идет о клетках, обла-
дающих специфичностью к аутоантигенам, и, в
зависимости, от патологии это могут быть как
про- так и противовоспалительные клетки. Ско-
рее всего, разработка диагностики и терапии рас-
смотренных заболеваний потребует длительного
накопления иммунологических данных, включая
аллельные варианты не только МНС, но и CD1,
данных о микробиоте пациентов, и, конечно,
данных об ассоциациях между последовательно-
стью TCR и МНС. Эти данные должны в себя
включать, по всей видимости, не только последо-
вательности, но и принадлежность Т-клетки к од-
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ной из субпопуляций для более легкой идентифи-
кации клеток, на которые должна быть направле-
на терапия.

Возникший в нашем обзоре аспект, касаю-
щийся трансформации Трег клеток и, если гово-
рить более широко, изменение фенотипа Т-кле-
ток, может указывать на некий общий механизм
развития рецидивов заболеваний, включая не
только ХВДП, но и рассеянный склероз и множе-
ство других заболеваний, не относящихся к нерв-
ной системе. Возможно, что одним из аспектов
старения является медленное накопление ауто-
иммунных Т-клеток с неустойчивым фенотипом,
которые при изменении гормонального фона или
других факторов в организме может приводить к
развитию нескольких очагов воспаления и увели-
чению нагрузки на иммунную систему и орга-
низм, усугубляя тем самым течение патологии.
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T-Cell Aspects of Some Neurological Diseases

A. A. Kvichanskya and A. P. Bolshakova

aInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

Polyneuropathies are a heterogeneous group of immune-mediated diseases, among which Guillain–Barré
syndrome and chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy are the most frequent. On the contrary,
amyotrophic lateral sclerosis is most often considered as a disease, whose development is practically not as-
sociated with changes in the function of the immune system. This review summarizes the latest data on
changes in the T-lymphocyte subpopulations and their function in the blood and cerebrospinal f luid in the
aforementioned diseases. These data suggest that regulatory T cells and NKT cells may play an important role
in the development of the discussed pathologies. We stress the necessity of accumulation and analysis of data
on T-cell subpopulations, as well as the sequence of T-cell receptors, HLA, and CD1 in patients for the de-
velopment of approaches to the diagnosis and possible therapy of these diseases.

Keywords: T-lymphocyte, amyotrophic lateral sclerosis, chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy,
Guillain–Barré syndrome
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Фактор роста нервов (ФРН) является фактором, определяющим дифференцировку нейронов. ФРН
играет важную роль в росте и дифференцировке сенсорных и симпатических нейронов в перифери-
ческой нервной системе. В зрелом мозге ФРН участвует в поддержании холинергического феноти-
па нервных клеток. В работе была исследована возможность индукции холинергического фенотипа
в клетках нейробластомы мыши, которые часто используются для моделирования разных физиоло-
гических и патологических процессов, протекающих в нервной системе. Клетки нейробластомы
линий NB41A3 и Neuro2a чаще всего используются, когда необходимо исследовать свойства холи-
нергических нейронов. В клетках этих линий была обнаружена экспрессия рецепторов TrkA и
p75NGFR, которая характерна для холинергических нейронов базальных ядер переднего мозга.
Дифференцировку клеток вызывали аппликацией ФРН или 8-Br-цАМФ. ФРН не вызывал выра-
женной дифференцировки клеток по нейрональному фенотипу. Кроме того, не было обнаружено
изменений содержания мРНК и белка холинацетилтрансферазы и везикулярного транспортера
ацетилхолина, которые использовали в качестве маркеров холинергического фенотипа. Таким об-
разом, клетки линий NB41A3 и Neuro2a не могут быть рекомендованы для использования в качестве
модели холинергических нейронов in vitro, поскольку они не дифференцируются и/или не демон-
стрируют признаков холинергического фенотипа в ответ на стимуляцию ФРН.

Ключевые слова: фактор роста нервов, нейробластома, дифференцировка, холинацетилтрансфераза,
везикулярный транспортер ацетилхолина, ацетилхолинэстераза
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ВВЕДЕНИЕ
Дифференцировка нейронов связана со мно-

жеством морфологических и биохимических из-
менений. Ключевым фактором роста и диффе-
ренцировки нейронов является фактор роста
нервов (ФРН). В периферической нервной систе-
ме ФРН регулирует дифференцировку сенсорных
и симпатических нейронов, запуская морфологи-
ческие модификации и экспрессию специфических
генов [1, 2]. Широко известно, что ФРН отвечает
за поддержание жизнедеятельности некоторых по-
пуляций нейронов, активируя сигнальные каска-
ды взаимодействием с TrkA и p75 рецепторами [3].
В головном мозге ФРН необходим для поддержа-
ния фенотипических характеристик холинерги-
ческих нейронов. На своих терминалях холинер-
гические нейроны экспрессируют оба рецептора
ФРН – и p75/NGFR, и TrkA/NTRK1. После свя-
зывания с этими рецепторами ФРН транспор-

тируется из проекционных областей холинер-
гических нейронов вдоль их аксонов к телам,
расположенным в подкорковых ядрах, таких как
медиальное септальное ядро, ядра диагональной
полоски Брока, базальное ядро Мейнерта, безы-
мянная субстанция и другим [4]. Возрастные из-
менения в системе ФРН могут приводить к деге-
нерации холинергических нейронов в упомянутых
областях [4, 5]. Введение ФРН или его сверхэкс-
прессия в мозге экспериментальных животных
обладает нейропротекторными свойствами в мо-
делях нейродегенеративных заболеваний [6–8].
Кроме того, введение ФРН в мозг представляется
перспективным терапевтическим подходом для
улучшения памяти при некоторых нейродегене-
ративных заболеванях, например, при болезни
Альцгеймера [9–11].

Первичные культуры клеток, полученные от
животных разных видов, являются важным ин-
струментом исследований, предназначенных для
получения данных, которые не удается получить
in vivo [12]. Культуры холинергических нейронов

* Адресат для корреспонденции: 117485, Москва, ул. Бутле-
рова, д. 5а; e-mail: m_stepanichev@ihna.ru.

УДК 576.32/.36

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ 
РАБОТЫ
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наиболее часто получают из медиального сеп-
тального ядра или базального ядра Мейнерта.
Во всех случаях эти культуры являются смешан-
ными, содержат помимо нейронов глиальные
клетки, а холинергические нейроны составляют
только малую часть от общего числа клеток. На-
пример, культуры, полученные из медиальной
перегородки, помимо холинергических содержат
ГАМКергические и глутаматергические нейроны
[13–17]. Для того, чтобы повысить долю холинер-
гических нейронов, используют длительную куль-
тивацию клеток в присутствии ФРН. Так, 10–
12-дневное выращивание клеток в присутствии
100 нг/мл ФРН в бессывороточной среде позво-
ляет повысить долю холинергических неронов
до 36% за счет ре-дифференцировки ГАМКерги-
ческих и глутаматергических нейронов септум
[18]. Похожий эффект наблюдается после обра-
ботки культуры эмбриональных стволовых кле-
ток ФРН [19].

В последние годы значительный прогресс был
достигнут в области исследования индуцибель-
ных плюрипотентых стволовых клеток человека
(ИПСКЧ). Использование культур ИПСКЧ суще-
ственно улучшило понимание патогенеза и меха-
низмов, задействованных в разных заболеваниях,
и позволило продвинуться на пути к персонали-
зированной медицине. Современные подходы
дают возможность дифференцировать ИПСКЧ
в разные типы нейронов, включая холинергиче-
ские, моноаминергические и другие. Например,
принципиальная возможность коррекции ассоции-
рованной с болезнью Альцгеймера мутации в гене,
кодирующем PSEN2, с применением CRISPR/Cas9
технологии геномного редактирования была по-
казана на холинергических клетках, полученных
из ИПСКЧ [20, 21]. Однако эти методы достаточ-
но сложны и трудозатратны.

Другим источником клеток, которые часто ис-
пользуются в исследованиях in vitro, являются
клетки, полученные из опухолей. Такие клеточ-
ные линии широко применяются как модели для
изучения разнообразных процессов, протекаю-
щих при канцерогенезе [22]. В то же время, благо-
даря своей способности дифференцироваться в
различные типы клеток, раковые клетки приме-
няются для изучения молекулярных механизмов
функционирования разных тканей. Нейробластома
(neuroblastoma, NB) является солидной экстра-
краниальной опухолью, образующейся из клеток
нервного гребня, по всей вероятности предше-
ственников симпатоадреналовых клеток, диффе-
ренцирующихся в нейроны симпатических гангли-
ев и хромаффинные клетки мозгового вещества
надпочечников, секретирующие катехоламины [23].
После применения дифференцирующих агентов,
таких как ретиноевая кислота, циклический аде-
нозинмонофосфат (цАМФ) или нейротрофины,
клетки NB могут формировать отростки разной
длины. Было показано, что после дифференци-
ровки клетки линий NB41A3, Neuro2a и гибрид-
ной линии SN56 B5 G4 проявляют некоторые

черты холинергического фенотипа [24–26]. К со-
жалению, клетки линии SN56, полученные путем
слияния иммортализованных клеток медиальной
перегородки и NB, почти недоступны на рынке.
В клетках линии NB41A3 можно измерить актив-
ность холниацетилтрансферазы (ХАТ) и обнару-
жить мРНК и белок ХАТ после длительного пере-
севания или аппликации цАМФ или нейротро-
фического фактора мозга [24, 27, 28]. В клетках
линии Neuro2a можно наблюдать эти признаки
холинергического фенотипа даже без примене-
ния дифференцирующих агентов [26]. Однако,
ни клетки NB41A3, ни клетки Neuro2a не способ-
ны формировать холинергические синапсы в
культуре [27]. Важно отметить, что наряду с холи-
нергическими маркерами, клетки NB продолжают
экспрессировать маркеры дофаминергических
нейронов [29, 30].

Принимая во внимание тот факт, что важную
роль в поддержании холинергического фенотипа
в мозге взрослых животных играет ФРН, мы
предположили, что применение ФРН сможет вы-
звать дифференцировку клеток NB в холинерги-
ческие нейроны и позволит получить стабильную
культуру холинергических клеток. В этой работе
мы использовали ФРН для дифференцировки
клеток линий NB41A3 и Neuro2a и исследовали
экспрессию мРНК ХАТ и везикулярного транс-
портера ацетилхолина (ВТАХ) и активность ХАТ
для функциональной оценки, соответственно, ге-
нов холинергического локуса и фермента. Кроме
того, мы оценили экспрессию ХАТ, ацетилхо-
линэстеразы (АХЭ) и рецепторов p75 и TrkA с ис-
пользованием иммуноцитохимии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование клеток. Клетки нейробласто-

мы мыши NB41A3 и Neuro2a были получены из
Российской коллекции клеточных культур (Ин-
ститут цитологии РАН, С.-Петербург, Россия).
Клетки линии NB41A3 культивировали в среде
F10 (ПанЭко, Россия), содержавшей 10% сыво-
ротку теленка (FBS, Sigma-Aldrich, США) и смесь
антибиотиков Pen Strepmixture (Gibco, США).
Клетки линии Neuro2a культивировали в моди-
фицированной среде Игла (MEM, ПанЭко, Рос-
сия), содержавшей 10% FBS. Клетки выращивали
в инкубаторе при 37°C и 5% СО2. Для экспери-
ментов клетки обрабатывали 0.05% трипсином-
ЭДТА (ПанЭко, Россия) в течение 5–10 мин при
37°C. Трипсин инактивировали добавлением 10%
FBS в соответствующей среде, и клетки осаждали
центрифугированием. Далее, клетки ресуспенди-
ровали в культуральной среде и высевали в чашки
Петри с плотностью 13 × 103 клеток/см2.

Для экспериментов с дифференцировкой клет-
ки, посеянные с плотностью 13 × 103 клеток/см2

в среду, содержавшую 10% FBS в чашки Петри
диаметром 10 см или 6- или 24-луночные планше-
ты, инкубировали при 37°C и 5% СО2. Через 4 ч
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среду замещали на новую порцию с 0.5% FBS и
одним из дифференцирующих агентов ФРН или
8-Br-цАМФ (оба Sigma-Aldrich, США) или без
них. Использовали ФРН человека в конечной
концентрации 20 нг/мл или 8-Br-цАМФ в конеч-
ной концентрации 1 мкмоль. Реагенты растворя-
ли в стерильной воде и добавляли 10 мкл водного
раствора в культуру. Клетки инкубировали в тече-
ние 48 ч.

Морфологическая оценка дифференцировки. По
окончании дифференцировки культуры иссле-
довали с помощью фазово-контрастной микро-
скопии с использованием автоматизированного
микроскопа Keyence BZ-9000 (Keyence Corpora-
tion of America, США). Фотографирование прово-
дили с увеличением объектива ×20, используя
ССD камеру Keyence и программное обеспечение
BZ-II Viewer (Keyence Corporation of America,
США), и сохраняли изображения в виде .tiff фай-
лов. Оценку длины отростков проводили с помо-
щью программного пакета ImageJ/Fiji (Version
1.52p, NIH, USA). Для этого изображения перево-
дили в 8-битный формат оттенков серого и ана-
лизировали с помощью плагина “NeuronJ”, как
описано в работе [31]. Подсчитывали число от-
ростков и измеряли их длину. Подсчеты проводи-
ли в 5 оптических полях 3-х культур для каждого
условия эксперимента. Использовали образцы из
трех независимых серий экспериментов.

Иммуноцитохимия. Для проведения иммуно-
цитохимической детекции экспрессии белков
клетки выращивали на 10-мм покровных стеклах,
покрытых поли-L-лизином (Sigma-Aldrich, США),
помещенных в лунки 24-луночных планшетов.
Клетки фиксировали 4% параформальдегидом
(PanReac AppliChem, ФРГ) в течение 15 мин при
комнатной температуре. Клетки промывали фос-
фатно-солевым буфером рН 7.4 (ФСБ) и хранили
в 0.02% растворе NaN3 в ФСБ при 4°C до исполь-
зования. Перед окрашиванием клетки трижды
промывали ФСБ и неспецифическое связывание
блокировали ФСБ, содержащим 5% нормальную
сыворотку козы или осла (Sigma-Aldrich, США),
0.3% тритона Х-100 (Serva, ФРГ) в течение 1 ч при
комнатной температуре. Затем клетки инкубиро-
вали с одним из первичных антител, разбавлен-
ных блокирующим буфером, при 4°С в течение
ночи. Список использованных антител представ-
лен в табл. 1. На следующий день клетки промы-
вали трижды ФСБ и инкубировали с одним из со-
ответствующих вторичных антител (табл. 1),
конъюгированных с одним из флюорофоров Al-
exa 488 или Alexa 546 в течение 2 ч при комнатной
температуре. После промывания клетки заключа-
ли в среду Fluoroshield с DAPI (Sigma-Aldrich,
USA) и хранили при –18°C. Препараты изучали,
используя микроскоп Axioskop 2 (Carl Zeiss, ФРГ).

Полимеразная цепная реакция. После оконча-
ния дифференцировки клетки дважды промыва-
ли холодным ФСБ, снимали с чашек, осаждали,
замораживали и хранили при –80°С. Общую РНК

экстрагировали с использованием реагента Ex-
tractRNA (Евроген, Россия) согласно инструкции
производителя. Изолированную тотальную РНК
(1 мкг) очищали от следов геномной ДНК с ис-
пользованием 1 U ДНКазы I (ThermoScientific,
США). Синтез кДНК проводили с 0.5 мкг РНК с
помощью набора реактивов MMLV RT kit (Евро-
ген, Россия) в соответствии с протоколом произ-
водителя. Образцы ДНК разбавляли деионизиро-
ванной водой в соотношении 1 : 9 и хранили при
–20°С.

В качестве позитивного контроля использова-
ли РНК, полученную из спинного мозга и гиппо-
кампа самцов мышей C57Bl/6. Образцы ткани за-
бирали после эвтаназии животных, заморажива-
ли в жидком азоте и хранили при –80°С. Общую
РНК экстрагировали из образцов ткани массой
~70 мг после их гомогенизации в реагенте Ex-
tractRNA (Евроген, Россия) согласно инструкции
производителя.

Экспрессию генов Chat, Vacht и Ache оценива-
ли с помощью ПЦР с обратной транскрипцией.
Для амплификации использовали 2 мкл компли-
ментарной ДНК проводили в присутствии 5 U Taq
ДНК полимеразы (Евроген, Россия), 200 мкмоль
каждого dNTP и 20 пмоль каждого из двух прай-
меров (табл. 2). Протокол амплификации вклю-
чал следующие стадии: 3 мин 95°С, 32 цикла ам-
плификации (инкубация при 95°С, 50–66°С и
72°С в течение 15, 15 и 30 с соответственно), 5 мин
при 72°С. Температуры отжига для каждой пары
праймеров указаны в табл. 2.

Образцы охлаждали и 20 мкл продукта ПЦР
разделяли электрофоретически в 1% агарозном
геле, содержавшем 0.5 мг/мл бромида этидия па-
раллельно со стандартными фрагментами ДНК
известного размера. Гели фотографировали в УФ
свете.

Содержание транскриптов мРНК генов Ntrk1
and Ngfr определяли с помощью ПЦР в реальном
времени, используя амплификатор Bio-Rad CFX-
384 (Bio-Rad, США). Реакцию проводили с ис-
пользованем набора qPCRmix-HS SYBR + Low-
ROX PCR mix (Евроген, Россия) в соответствии с
протоколом производителя. Относительное со-
держание мРНК нормализовали по геометриче-
скому среднему экспрессии мРНК гена Gapdh.
В качестве негативного контроля использовали
образцы, предварительно обработанные ДНКа-
зой I. Экспрессию генов рассчитывали по методу
E−ΔΔCt.

Амплификацию фрагмента гена Chat в образ-
цах, полученных из клеток NB41A3 и Neuro2a,
проводили с помощью ПЦР с вложенными прай-
мерами, как описано в работе [28]. Контрольные
обазцы РНК получали из спинного мозга мыши.
Сначала выполняли ПЦР с использованием пары
внешних праймеров (табл. 2), затем 5 мкл реакци-
онной смеси брали в качестве матрицы для ам-
плификации с использованием пары внутренних
праймеров. Продукты ПЦР разделяли с помощью
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электрофореза в 1% агарозном геле, содержав-
шем 0.5 мг/мл бромида этидия и стандартных об-
разцов ДНК с известной массой. Гели фотогра-
фировали в УФ свете.

Для рестрикционного анализа продукты ПЦР
вырезали из агарозного геля и очищали с приме-
нением набора реагентов Cleanup Mini kit (Евро-
ген, Россия). Рестрикционный анализ выполня-
ли с помощью эндонуклезы AfeI (NEB, США).
Получившиеся продукты реакции разделяли
электрофорезом в 1% агарозном геле.

Для секвенирования продукты ПЦР вырезали
из агарозного геля, как указано выше. Очищен-
ные продукты субклонировали в вектор pAL2-T
с использованием набора реагентов TA Cloning
(Евроген, Россия) и протокола производителя.
Рекомбинантный вектор трансформировали в
TOP  E. coli по стандартному протоколу тепло-
вого шока. Плазмиды, содержавшие ПЦР инсер-
ции очищали с использованием набора реагентов
Plasmid Miniprep kit (Евроген, Россия). Для опре-
деления последовательностей ПЦР инсерций
проводили секвенирование по Сэнгеру (Евроген,
Россия). Анализ последовательностей проводили
с помощью программных средств Lasergene SeqMan
(DNASTAR, США) и BLAST (NCBI, США).

10'

Определение активности ХАТ. Измерение ак-
тивности ХАТ проводили с использованием на-
бора реагентов Choline Acetyltransferase (ChAT)
Activity Assay Kit (Cloud Clone Corp., КНР). Клет-
ки собирали, гомогенизировали и центрфугиро-
вали при 10000 g в течение 10 мин. Супернатанты
использовали для анализа. Реакцию проводили
согласно инструкции производителя. Оптиче-
скую плотность растворов, содержавших продук-
ты реакции, измеряли спектрофотометрически
при длине волны 324 нм с помощью планшетного
спектрофотометра HidexSense (Hidex, Финлян-
дия). Активность ХАТ рассчитывали с использо-
ванием коэффициента молярной экстинкции и
представляли в виде нмоль/ч/мг белка. В качестве
позитивного контроля использовали гомогенаты
гиппокампа и неокортекса мыши. Содержание
белка определяли по методу Брэдфорда.

Статистический анализ. Соответствие распре-
деления полученных данных нормальному оце-
нивали с помощью W-теста Шапиро–Уилка.
Сравнение данных проводили с использованием
непараметрического теста Краскела–Уоллиса с
последующим множественным сравнением по
тесту Данна. Результаты представлены в виде ме-
дианы и значений верхней и нижней квартилей.

Таблица 1. Список антител, использованных в работе
Антиген Тип Кат.##, производитель Разведение Условия

ChAT Rabbit polyclonal IgG sc-20672; Santa Cruz Biotechnology 1 : 200 12–16 h
+4°C

ChAT Mouse monoclonal IgG sc-55557; Santa Cruz Biotechnology 1 : 200 12–16 h
+4°C

ChAT Rabbit monoclonal IgG ab-178850; Abcam 1 : 200 12–16 h
+4°C

ChAT Mouse monoclonal IgG AMAb-91129; Sigma-Aldrich 1 : 200 12–16 h
+4°C

AChE Goat polyclonal IgG sc-6432; Santa Cruz Biotechnology 1 : 200 12–16 h
+4°C

VAChT Rabbit polyclonal IgG NB100-91348; Novus 1 : 200 12–16 h
+4°C

P75NTR Rabbit monoclonal IgG mAb-8238; Cell Signaling Technology 1 : 200 12–16 h
+4°C

P75NGFR Rabbit polyclonal IgG ANT-007, Alomone Lab 1 : 200 12–16 h
+4°C

TrkA Rabbit polyclonal IgG ANT-018, Alomone Lab 1 : 200 12–16 h
+4°C

TrkA Rabbit monoclonal IgG mAb-2510, Cell Signaling Technology 1 : 200 12–16 h
+4°C

Rabbit IgG fragment 
(H + L)

Goat polyclonal IgG-
AlexaFluor 546 conjugate

A-11010; Invitrogen 1 : 500 3 h
+20–22°C

Rabbit IgG fragment 
(H + L)

Goat polyclonal IgG-
AlexaFluor 488 conjugate

A-11008; Invitrogen 1 : 500 3 h
+20–22°C

Goat IgG (H + L) Donkey polyclonal IgG-
AlexaFluor 488 conjugate

A-11055; Invitrogen 1 : 500 3 h
+20–22°C

Mouse IgG (H + L) Goat polyclonal IgG-
AlexaFluor 488 conjugate

A-11017; Invitrogen 1 : 500 3 h
+20–22°C
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Различия между группами считали значимыми
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Клетки линий NB41A3 и Neuro2a экспрессируют

рецепторы p75 и TrkA. Была выполнена иммуно-
циохимическая детекция присутствия рецепто-
ров ФРН в клетках линий NB41A3 и Neuro2a.
Клетки фиксировали через 48 ч после обработки
ФРН и 8-Br-цАМФ. Клетки экспрессировали оба
рецептора ФРН даже в отсутствие дифференци-
рующих агентов (рис. 1а). В обедненной среде
клетки формировали отростки и та же картина со-
хранялась в присутствии и ФРН, и 8-Br-цАМФ.
Специфичные антитела к рецепторам связыва-
лись с рецепторами как на теле клеток, так и на
отростках. Окраска наблюдалась практически во
всех клетках исследованных образцов культуры.

Экспрессия мРНК генов, кодирующих p75 и
TrkA, наблюдалась во всех образцах клеток
NB41A3 независимо от условий эксперимента
(рис. 1б).

Влияние ФРН на дифференцировку клеток ли-
ний NB41A3 и Neuro2a. Применение различных
дифференцирующих агентов, включая цАМФ,
ретиноевую кислоту, 5-аза- -дезоксицитидин,
нейротрофический мозговой фактор и другие,
вызывает дифференцировку клеток нейробласто-
мы в нейроно-подобные клетки. После прикреп-
ления клеток к дну чашек клетки NB изменяют
свою морфологияю, формируя отростки в на-
правлении соседних клеток. Сразу после при-
крепления эти отростки короткие и становятся
длиннее по мере старения культуры. Мы оценили
показатели морфологической дифференциров-
ки, такие как число отростков и их длина (рис. 2).

Доля клеток NB41A3, которые образовывали
отростки, была значимо меньше после апплика-
ции 8-Br-цАМФ (Kruskal-Wallis test H(3, 52) =
= 20.47, p < 0.0001), хотя их длина была сходна по-
сле применения обоих дифференцирующих аген-

2'

тов (H(3, 52) = 3.62, p > 0.16). В культуре клеток
Neuro2a доля клеток, формирующих отростки, не
менялась существенно после 48 ч. инкубации в
присутствии ФРН или 8-Br-цАМФ (H(3, 65) =
= 5.34, p > 0.06). В то же время длина отростков
значимо возрастала в дифференцирующихся
клетках Neuro2a (H(3, 65) = 24.01, p < 0.0001). Этот
эффект был более выражен в случае инкубации с
8-Br-цАМФ (p < 0.001 согласно тесту Данна). Та-
ким образом, дифференцирующий эффект ФРН
не проявлялся ни в культуре NB41A3, ни в культуре
Neuro2a, тогда как 8-Br-цАМФ снижал долю диф-
ференцирующихся клеток NB41A3 и стимулиро-
вал формирование отростков в клетках Neuro2a.

Влияние ФРН на экспрессию маркеров холи-
нергических нейронов в клетках линий NB41A3 и
Neuro2a. ХАТ – ключевой фермент, участвующий
в синтезе АХ и поэтому являющийся основным
маркером дифференцированных холинергиче-
ских нейронов. Мы предполагали, что апплика-
ция ФРН в культуры клеток линий NB41A3 и
Neuro2a будет способствовать экспрессии ХАТ,
ВТАХ и АХЭ. Использованные антитела к ХАТ не
смогли выявить присутствия этого фермента в
телах недифференцированных клеток (рис. 3).
Ни ФРН, ни 8-Br-цАМФ не влияли на характер
окрашивания клеток (рис. 3). Также не удалось
выявить окрашивания ВТАХ. Клетки обеих ли-
ний окрашивались антителами к АХЭ, указывая
на вероятную экспрессию этого фермента. Таким
образом, нам не удалось выявить присутствия
значимых количеств ХАТ и ВТАХ в исследован-
ных культурах клеток после действия ФРН.

Для детекции экспрессии мРНК ХАТ, ВТАХ и
АХЭ был использован метод ПЦР с последующим
разделением продуктов реакции в агарозном геле.
Как и ожидалось, в экстрактах клеток NB41A3 об-
наружили присутствие транскриптов гена Ache,
которое наблюдалось в виде полосы, соответству-
ющей полосе, полученной для экстрактов мозга
мыши. В то же время, использование стандартно-
го протокола ПЦР не позволило выявить тран-
скриптов генов Chat или Vacht (рис. 4а). Кроме то-

Таблица 2. Последовательности праймеров, использованных в работе
Ген Прямой праймер Обратный праймер Отжиг T, °C

Chat CTTGAATGGAGCGAATCGTTGGTA GAGCTTCTTGTTGCCTGTCATCA 66

Chat

Внешние праймеры
GGCAGCCTCTCTGTATGAAGC CAGCCTTGTGGTCAGTCATGG 65

с постепенным 
снижением температуры 
на 0.5°C за каждый цикл 

до 50°C

Внутренние праймеры

ATGAACGCCTGCCTCCAATCG GGATGAAGCCATCAGGACTGC

Vacht CGCGATGTGCTGCTTGATGAAC GGGTCTGC AGCTGCGGGAGT 62
Acche CGGCCTCCTTGGATGTGTATG A AAGCCGTTGATCCAGCAGACCTA 66
Ntrk1 CCAGATGCCCAATGACTCTG CCCAGCACGTCACATTCTTC 60
Ngfr CGAGACCTCATAGCCAGCACAG CACAACCACAGCAGCCAAGATG 65
Gapdh TTCAACAGCAACTCCCACTCTT CCCGTATTCATTGTCATACCAG 63
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Рис. 1. Экспрессия рецепторов TrkA и p75NTR в клетках NB41A3 и Neuro2a (N2a). Клетки фиксировали через 48 ч по-
сле инкубации с растворителем (Vehicle) или одним из дифференцирующих реагентов ФРН или 8-Br-цАМФ. (а) Мик-
рофотографии культур клеток; (б) экспрессия мРНК генов Ntrk1 и Ngfr, кодирующих рецепторы TrkA и p75NTR.
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го, ни ФРН, ни 8-Br-цАМФ не влияли на экс-
прессию мРНК этих генов в культуре клеток.

Двухстадийная ПЦР со вложенными прайме-
рами была дополнительно использована для об-

наружения мРНК Chat в клетках линий NB41A3 и
Neuro2a, как это описано ранее [28]. Используя
этот подход, мы обнаружили полосы, которые де-
монстрировали сходную, хотя и меньшую массу
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по сравнению с массой транскриптов из спинно-
го мозга или неокортекса мыши (рис. 4б). Чтобы
проверить возможное соответствие транскрип-
тов, полученных из клеток, транскриптам из моз-
га мыши, был проведен рестрикционный анализ
с помощью эндонуклеазы AfeI. Продукты ПЦР,
полученные из структур головного мозга, рас-
щеплялись нуклеазой AfeI, в то время как продук-
ты из клеточных культур ею не расщеплялись. Та-
ким образом, можно предположить, что продук-
ты ПЦР из клеточных культур не соответствовали
последовательности гена Chat. Наконец, был
проведен анализ последовательностей продуктов
ПЦР со вложенными праймерами. Было обнару-
жено, что последовательности продуктов ПЦР из
клеток NB41A3 и Neuro2a не соответствовали по-
следовательности гена Chat, и никаких компле-
ментарных последовательностей выявлено не бы-
ло. Эти данные дополнительно подтвердили наш
предыдущий вывод о том, что в образцах клеток
NB41A3 и Neuro2a отсутствовала мРНК Chat, и
она не появлялась после воздействия ФРН или
8-Br-цАМФ.

Далее была измерена активность ХАТ в клетках
NB41A3 и Neuro2a. Специфическая активность
фермента варьировала от почти недетектируемого
до очень низкого уровня. Так, в культуре NB41A3
активность ХАТ составляла 0–6.3 нмоль/ч/мг
белка, а в культуре Neuro2a практически не детек-
тировалась ни в одном из исследованных образ-
цов. В гиппокампе и неокортексе мыши актив-
ность ХАТ, измеренная тем же методом, состави-
ла 0.90 и 0.47 нмоль/ч/мг белка, соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Клетки нейробластомы проявляют широкий
спектр нейрохимических, электрофизиологических
и морфологических свойств в культуре. В настоя-
щем исследовании мы попытались применить
ФРН в качестве инструмента для индукции холи-
нергического фенотипа в двух клеточных линиях
нейробластомы NB41A3 и Neuro2a из Российской
коллекции клеточных культур (Институт цитоло-
гии РАН, Санкт-Петербург, Россия). Используя

Рис. 2. Влияние ФРН и 8-Br-цАМФ на дифференцировку клеток NB41A3 и Neuro2a (N2a). (а) Микрофотографии
культур клеток через 48 ч после инкубации с растворителем (Vehicle) или одним из дифференцирующих реагентов
ФРН или 8-Br-цАМФ; (б и в), число клеток с отростками (в % от общего числа клеток в поле зрения); (г и д), длина
отростков (мкм); (б и г), клетки линии NB41A3; (в и д), клетки линии Neuro2a (N2a). Данные представлены в виде ме-
диан и размаха между верхним и нижним квартилями. Различия статистически значимы при ** – p < 0.01 и *** – p <
< 0.001, согласно критерию Данна для множественных сравнений.
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иммуноцитохимию, были подтверждены данные
предыдущих исследований о том, что клетки обе-
их линий экспрессировали мембранные рецепто-
ры для ФРН, в частности TrkA и p75. Мы ожида-

ли, что применение ФРН активирует внутрикле-
точные каскады, способствующие экспрессии
генов, ответственных за поддержание холинерги-
ческого фенотипа. Однако не было выявлено ка-

Рис. 3. Экспрессия холинергических маркеров в клетках NB41A3 и Neuro2a (N2a) в контроле и после действия диффе-
ренцирующих реагентов ФРН или 8-Br-цАМФ. Белки ХАТ, ВТАХ, АХЭ выявляли с помощью специфических антител
(см. Материалы и методы) с последующей детекцией связывания вторичными антителами, конъюгироваными с Al-
exa488 (зеленый) и окраской ядер красителем DAPI.
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кой-либо значимой экспрессии белка или мРНК
ХAT в контрольных клетках или клетках, обрабо-
танных ФРН. Несмотря на то, что некоторые
мРНК-подобные продукты Chat были обнаруже-
ны с помощью двухэтапной ПЦР со вложенными
праймерами, дополнительный рестрикционный
анализ этих продуктов ПЦР и их секвенирование
не выявили никакого сходства между транскрип-
тами и последовательностью гена Chat. Интерес-
но, что ФРН не влиял на дифференцировку кле-
ток NB41A3 и Neuro2a в течение 48-часовой ин-
кубации.

Клетки нейробластомы до некоторой степени
напоминают клетки-предшественники нейронов
[22, 23, 32]. Добавление ряда веществ может инду-
цировать дифференцировку этих клеток как мор-
фологически путем индукции роста нейритов,
так и химически путем активации экспрессии
нейрон-специфичных генов. В представленной
работе были исследованы эффекты 8-Br-цАМФ
и ФРН в клетках NB41A3 и Neuro2a. Хорошо из-
вестно, что цАМФ является естественным акти-
ватором протеинкиназы А (PKA), а активация
сигнального каскада цАМФ/PKA ингибирует
пролиферацию клеток и индуцирует дифферен-
цировку клеток с удлинением отростков [33, 34].
Эти эффекты цАМФ были четко подтверждены в
настоящем исследовании с использованием кле-
ток Neuro2a, но не NB41A3. ФРН также имеет ре-
шающее значение для дифференцировки и вы-
живания определенных популяций нейронов.
Эффект ФРН опосредуется активацией рецепто-
ров TrkA, ассоциированных с активируемыми

митогенами протеинкиназами (MAPK) и каска-
дами Ras (Ras/Raf/MEK/ERK). Взаимодействие
ФРН с рецепторами TrkA в опухолевых клетках
приводит к ингибированию их пролиферации и
индукции их дифференцировки с образованием
отростков [35–37]. Этот механизм требует уча-
стия цАМФ-активируемой киназы и Са2+-каль-
модулин-зависимой протеинкиназы. В настоя-
щем исследовании не было выявлено дифферен-
цирующего эффекта ФРН в клетках NB41A3 или
Neuro2a. Таким образом, в отличие от предыду-
щего исследования [28], 48-инкубация клеток
NB41A3 с цАМФ или ФРН была недостаточной
для индукции дифференцировки. Кроме того, в
клетках Neuro2a влияние ФРН на морфологиче-
ские показатели дифференцировки было менее
выраженным по сравнению с цАМФ.

Экспрессия холинергического фенотипа кри-
тически зависит от присутствия как TrkA, так и
p75 рецепторов. В головном мозге холинергиче-
ские нейроны базальных ядер переднего мозга
составляют одну из немногих популяций нейро-
нов, в которых экспрессия p75 сохраняется на
протяжении всей жизни. Более того, среди ней-
ронов базальных ядер переднего мозга только хо-
линергические нейроны экспрессируют рецептор
p75 [38]. Sobreviela и соавт. [39] показали, что
практически все нейроны стриатума совместно
экспрессируют TrkA и ХАТ, но не рецептор p75.
В пределах комплекса септум-диагональная по-
лоска практически все нейроны, содержащие
ХАТ, при этом экспрессируют как TrkA, так и p75
рецепторы. В базальном ядре были обнаруже-

Рис. 4. Экспрессия холинергических генов в клетках NB41A3 и Neuro2a (N2a) после 48 ч инкубации с ФРН или 8-Br-
цАМФ. (а) Экспрессия генов в клетках NB41A3. Дорожки: (1) гиппокамп; (2) спинной мозг; (3) NB41A3 контроль;
(4) NB41A3+8-Br-цАМФ, (5) NB41A3+ФРН; (6) NB41A3+растворитель; (б) экспрессия гена Chat в клетках NB41A3 и
N2a. Слева – анализ продуктов ПЦР с вложенными праймерами; справа – результаты рестрикционного анализа с ис-
пользованием AfeI.
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ны многочисленные нейроны, экспрессирующие
TtrkA/ХАТ и TrkA/p75. Однако некоторые другие
группы нейронов могут экспрессировать рецеп-
торы TrkA в других областях мозга. Ген Chat со-
держит цАМФ- и ФРН-чувствительные элементы,
указывающие на участие обоих веществ в регуля-
ции экспрессии ХАТ [40]. Имеется несколько ра-
бот, демонстрирующих экспрессию ХАТ в клет-
ках нейробластомы [24–28]. В настоящем иссле-
довании мы не смогли иммуноцитохимически
обнаружить белок ХАТ, несмотря на применение
нескольких антител от разных производителей,
которые эффективно выявляли ХАТ в срезах го-
ловного мозга. Также не удалось измерить какую-
либо значимую ферментативную активность
ХАТ. Более того, хотя двухэтапный ПЦР-анализ
со вложенными праймерами выявил транскрип-
ты с массой, аналогичной таковой в образцах
головного мозга, последующее секвенирование
продуктов ПЦР не обнаружило какого-либо со-
ответствия последовательности мРНК нейробла-
стомы ожидаемой последовательности мРНК
Chat из головного мозга. Это дополнительно под-
тверждает тот факт, что клетки NB41A3 и Neuro2a
не экспрессировали ХАТ, основной фермент, от-
ветственный за синтез АХ в холинергических
нейронах. Важно, что в настоящем исследовании
была проведена детальная идентификация про-
дуктов ПЦР, которая отсутствовала в предыду-
щих исследованиях. Например, мы применили
праймеры, описанные в работе [28], для ПЦР со
вложенными праймерами; однако авторы этой
работы не исследовали последовательности ко-
нечных продуктов реакции.

Безусловно, нельзя исключить вероятность то-
го, что отсутствие экспрессии ХАТ в клетках NB
может быть связано с недостаточным ингибиро-
ванием пролиферации клеток или слабым диф-
ференцирующим эффектом использованных ве-
ществ. Например, Rosenberg et al. [24] отмечали,
что специфическая активность ХАТ наблюдалась
только в условиях, когда пролиферация клеток
NB41A3 была полностью подавлена. Остановка
пролиферации важна также и для появления дру-
гих холинергических маркеров, таких как актив-
ность АХЭ [41] или экспрессия рецепторов АХ
[42]. Однако, нам удалось иммуноцитохимически
выявить экспрессию белка АХЭ даже в недиффе-
ренцированных клетках обеих исследованных
линий.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Клеточные модели часто используются в раз-
личных областях нейробиологии, включая иссле-
дования пролиферации, развития и дифференци-
ровки клеток, токсикологические исследования,
нейродегенерации и другие. Клетки нейробла-
стомы часто используются в качестве модельной
системы, которая позволяет получать нейроно-
подобные клетки различных фенотипов. Линии

NB41A3 и Neuro2a были использованы в серии
исследований в качестве модели холинергиче-
ских нейронов. Однако в настоящем исследова-
нии было продемонстрировано, что эти клетки
могут лишь частично демонстрировать признаки
холинергических клеток. Кроме того, примене-
ние важного фактора дифференцировки и под-
держания холинергического фенотипа in vivo
ФРН оказалось недостаточным для индукции
этого фенотипа в клетках нейробластомы. Таким
образом, необходимо более широкое и тщатель-
ное исследование клеток, полученных из опухо-
лей, перед тем как рекомендовать культуры ней-
робластомы для изучения специфических фено-
типов нейронов.

ИСТОЧНИК ФИНАНСИРОВАНИЯ

Работа выполнена при поддержке Российского
фонда фундаментальных исследований (проект № 20–
015–00226).

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ НОРМ

Конфликт интересов. Авторы декларируют отсут-
ствие конфликта интересов.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ
1. Meakin S.O., Shooter E.M. // Trends Neurosci. 1992.

V. 15. P. 323–331.
2. Sofroniew M.V., Howe C.L., Mobley W.C. // Annu. Rev.

Neurosci. 2001. V. 24. P. 1217–1281.
3. Chao M.V. // Nat. Rev. Neurosci. 2003. V. 4. P. 299–

309.
4. Niewiadomska G., Mietelska-Porowska A., Mazurk-

iewicz M. // Behav. Brain Res. 2011. V. 221. P. 515–526.
5. Schliebs R., Arendt T. // Behav. Brain Res. 2011. V. 221.

P. 555–563.
6. Tuszynski M.H. // Cell Transplant. 2000. V. 9. P. 629–

636.
7. Dobryakova Y.V., Spivak Y.S., Zaichenko M.I., Koryagi-

na A.A., Markevich V.A., Stepanichev M.Y., Bolsha-
kov A.P. // Front. Neurosci. 2021. V. 15. P. 745050.

8. Dobryakova Y.V., Zaichenko M.I., Spivak Y.S., Stepan-
iche M.Y., Markevich V.A., Bolshakov A.P. // Neuro-
chem. J. 2021. V. 15. P. 273–281.

9. Stepanichev M.Y. // Neurochem. J. 2011. V. 5. P. 159–
168.

10. Tuszynski M.H., Yang J.H., Barb D., U H.S., Bakay R.A.,
Pay M.M., Masliah E., Conner J.M., Kobalka P., Roy S.,
Nagahara A.H. // JAMA Neurol. 2015. V. 72. P. 1139–
1147.

11. Tuszynski M.H., Thal L., Pay M., Salmon D.P., U H.S.,
Bakay R., Patel P., Blesch A., Vahlsing H.L., Ho G.,
Tong G., Potkin S.G., Fallon J., Hansen L., Mufson E.J.,
Kordower J.H., Gall C., Conner J. // Nat. Med. 2005.
V. 11. P. 551–555.

12. Ferro M., Doyle A. // Cell Biol. Toxicol. 2001. V. 17.
P. 205–212.

13. Colom L.V., Castaneda M.T., Reyna T., Hernandez S.,
Garrido-Sanabria E. // Synapse. 2005. V. 58. P. 151–
164.



НЕЙРОХИМИЯ  том 40  № 4  2023

ИНДУКЦИЯ ХОЛИНЕРГИЧЕСКОГО ФЕНОТИПА В КЛЕТКАХ 445

14. Colom L.V., Castaneda M.T., Aleman D., Touhami A. //
Neurosci. Lett. 2013. V. 541. P. 54–57.

15. Huh C.Y.L., Danik M., Manseau F., Trudeau L.E., Wil-
liams S. // J. Neurosci. 2008. V. 28. P. 1404–1409.

16. Teles-Grilo Ruivo L.M., Mellor J.R. // Front. Synaptic
Neurosci. 2013. V. 5. P. 2.

17. Mangoura D., Vernadakis A. // Dev. Brain Res. 1988.
V. 40. P. 25–35.

18. Latina V., Caioli S., Zona C., Ciotti M.T., Amadoro G.,
Calissano P. // Front. Cell Neurosci. 2017. V. 11. P. 68.

19. Antonov S.A., Manuilova E.S., Dolotov O.V., Kobylyan-
sky A.G., Safina D.R., Grivennikov I.A. // Bull. Exp. Bi-
ol. Med. 2017. V. 162. P. 679–683.

20. Ortiz-Virumbrales M., Moreno C.L., Kruglikov I.,
Marazuela P., Sproul A., Jacob S., Zimmer M., Paull D.,
Zhang B., Schadt E.E., Ehrlich M.E., Tanzi R.E., Aran-
cio O., Noggle S., Gandy S. // Acta Neuropathol. Com-
mun. 2017. V. 5. P. 77.

21. Moreno C.L., Guardia L., Della Shnyder V., Ortiz-
Virumbrales M., Kruglikov I., Zhang B., Schadt E.E.,
Tanzi R.E., Noggle S., Buettner C., Gandy S. // Mol.
Neurodegener. 2018. V. 13. P. 33.

22. Campos Cogo S., Gradowski Farias da Costa do Nasci-
mento T., de Almeida Brehm Pinhatti F., de França Junio N.,
Santos Rodrigues B., Cavalli L.R., Elifio-Esposito S. //
Exp. Biol. Med. 2020. V. 245. P. 1637–1647.

23. Johnsen J.I., Dyberg C., Wickström M. // Front. Mol.
Neurosci. 2019. V. 12. P. 9.

24. Rosenberg R.N., Vandeventer L., De Francesco L., Fried-
kin M.E. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1971. V. 68.
P. 1436–1440.

25. Blusztajn J.K., Venturini A., Jackson D.A., Lee H.J.,
Wainer B.H. // J. Neurosci. 1992. V. 12. P. 793–799.

26. Kumar M., Katyal A. // Data Br. 2018. V. 21. P. 2435–
2440.

27. Thompson J., London E., Johnson Jr.J. // Neuroscience.
1982. V. 7. P. 1807–1815.

28. Thompson G., Lewis J., Mawdsley D. // 2012.
https://www.dst.defence.gov.au/publication/charac-
terisation-cell-culture-system-investigating-nerve-
agent-neurotoxicology-part-i

29. Monsma F.J., Brassard D.L., Sibley D.R. // Brain Res.
1989. V. 492. P. 314–324.

30. Dziedzicka-Wasylewska M., Solich J. // Mol. Brain Res.
2004. V. 128. P. 75–82.

31. Pemberton K., Mersman B., Xu F. // J. Undergrad. Neu-
rosci. Educ. 2018. V. 16. P. A186–194.

32. Zeineldin M., Patel A.G., Dyer M.A. // Neuron. 2022.
V. 110. P. 2916–2928.

33. Chen T., Hinton D., Zidovetzki R., Hofman F. // Lab. In-
vest. 1998. V. 78. P. 165–174.

34. Sánchez S., Jiménez C., Carrera A.C., Diaz-Nido J., Avi-
la J., Wandosell F. // Neurochem. Int. 2004. V. 44.
P. 231–242.

35. Aloe L., Rocco M.L., Balzamino B.O., Micera A. //
J. Exp. Clin. Cancer Res. 2016. V. 35. P. 1–7.

36. Martorana F., Gaglio D., Bianco M.R., Aprea F., Virtuoso A.,
Bonanomi M., Alberghina L., Papa M., Colangelo A.M. //
Cell Death Dis. 2018. V. 9. P. 391.

37. Reichardt L.F. // Philos. Trans. R. Soc. Lond. B. Biol.
Sci. 2006. V. 361. P. 1545–1564.

38. Yeo T.T., Chua-Couzens J., Butcher L.L., Bredesen D.E.,
Cooper J.D., Valletta J.S., Mobley W.C., Longo F.M. //
J. Neurosci. 1997. V. 17. P. 7594–7605.

39. Sobreviela T., Clary D.O., Reichardt L.F., Brandabur M.M.,
Kordower J.H., Mufson E.J. // J. Comp. Neurol. 1994.
V. 350. P. 587–611.

40. Wu D., Hersh L.B. // J. Neurochem. 1994. V. 62.
P. 1653–1663.

41. Blume A., Gilbert F., Wilson S., Farber J., Rosenberg R.,
Nirenberg M. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 1970.
V. 67. P. 786–792.

42. Harris A.J., Dennis M.J. // Science. 1970. V. 167.
P. 1253–1255.

Induction of Cholinergic Phenotype in Mouse Neuroblastoma Cells
Using Nerve Growth Factor

A. A. Koryaginaa, O. A. Nedogreevaa, A. A. Buyanovaa, Yu. S. Spivaka, 
A. P. Bolshakova, N. V. Gulyaevaa, and M. Yu. Stepanicheva

aInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russia

Nerve growth factor (NGF) is a key factor of neuronal differentiation. NGF plays an important role in growth
and differentiation of sensory and sympathetic neurons in the peripheral nervous system. In the mature brain,
NGF is important for the maintenance of a cholinergic neuronal phenotype. Here, we studied whether NGF
is sufficient to induce cholinergic phenotype in murine neuroblastoma cells, which are often used to model
various physiological and pathological conditions. We detected expression of both TrkA and p75NGFR of
NGF receptors in NB41A3 and Neuro2a neuroblastoma cells, two the most popular cell lines widely used to
study the properties of cholinergic neurons in vitro. Treatment of both types of cell cultures with NGF did
not induce in contrast to 8-Br-cAMP, which induced differentiation of Neuro2a cells with formation neuron-
like morphology. Furthermore, we did not reveal the markers of cholinergic phenotype, such as ChAT or
VAChT mRNA or protein in these cells, after NGF treatment. Thus, NB41A3 and Neuro2a cells cannot be
used as an in vitro model of cholinergic cells because they do not differentiate and/or exhibit cholinergic phe-
notype in response to NGF stimulation.

Keywords: nerve growth factor, neuroblastoma cells, differentiation, choline acetyltransferase, vesicular acetyl-
choline transporter, acetylcholinesterase
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Целью работы было изучение уровня фактора роста нервов (ФРН) в сыворотке крови больных ме-
ланхолической депрессией. Обследованная группа состояла из 23 больных. При поступлении в кли-
нику у больных до начала терапии уровень ФРН был достоверно выше –278.28 пг/мл сыворотки по
сравнению с контролем (239.51 ± 22.15) (p < 0.05) соответственно. Мы полагаем, что повышенный
уровень ФРН в сыворотке крови у больных меланхолической депрессией может быть связан с нару-
шением функционирования ГЭБ и повышением его проницаемости для нейротропного фактора.
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В настоящее время депрессия является очень
сложной медико-социальной проблемой, кото-
рая будет только углубляться в последующие годы.
Исследование всех аспектов патогенетических
механизмов депрессии является важной задачей
медицины [1]. Нейротропные факторы могут
влиять на аффективное поведение, включая де-
прессию, тревогу и тоску [2].

Фактор роста нервов (ФРН) [nerve growth fac-
tor (NGF)] является нейротрофическим факто-
ром, регулирующим выживаемость и пролифера-
цию определенных нейронов в центральной и
периферической нервной системе. Он выполняет
медиаторные функции во многих биологических
процессах в организме млекопитающих [3]. При
этом он проявляет нейротрофические [4], имму-
нотрофические [5] и метаботрофические [6] эф-
фекты.

ФРН синтезируется в виде предшественника
(proNGF) с молекулярным весом в 130 kD, кото-
рый является комплексом трех белков: α-NGF,
β-NGF и β-NGF, при этом последняя функцио-
нирует как сериновая протеаза, которая отсекает
субъединицу, высвобождая зрелый (mature) ФРН
с молекулярным весом в 26 kD. Эта форма ФРН
является биологически активной мультифункци-
ональной сигнальной молекулой [3, 5, 7]. Следует

подчеркнуть, что работы по исследованию ФРН в
доступной нам отечественной литературе отсут-
ствуют.

Цель исследования – исследование уровня
ФРН в крови больных меланхолической депрес-
сией.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Основная группа состояла из 23 больных в воз-
расте от 20 до 50 лет с диагнозом депрессивный
эпизод умеренной степени тяжести в рамках би-
полярного аффективного расстройства – F31.3 по
диагностическим критериям МКБ-10 [10-е изда-
ние, клинические модификации (ICD-10-CM)].
В соответствии с введенными международными
критериями [The Criteria for Melancholic Features
Specifiers, The Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders Fourth Edition/Test Revision
(DSM-IV-TR)] данное состояние может быть ква-
лифицированно как “меланхолическая депрес-
сия” в депрессивной фазе биполярного аффек-
тивного расстройства второго типа (БАР-II).

Контрольная группа состояла из 11 здоровых
добровольцев.

Психометрия эмоционального расстройства
проводилась с помощью психометрического шка-
лы Гамильтона для оценки депрессии (HDRS-21)
и тревоги (HARS) [8]. Обследование проводилось

* Адресат для корреспонденции: 107076, Москва, Потеш-
ная ул., д. 3. e-mail: uzbekovmg@gmail.com.
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в первый день поступления пациента в стационар
до начала активного фармакологического лечения.

Критериями исключения являлись расстрой-
ства шизофренического спектра, психотический
уровень депрессивного синдрома, высокий риск
суицидального поведения, аддиктивные состоя-
ния, эпилепсия и эпилептиформные состояния в
анамнезе, наличие деменции или обострения со-
матоневрологических заболеваний.

Все обследуемые дали информированное со-
гласие на участие в исследовании. Исследование
было проведено в соответствии с Хельсинской де-
кларацией и решением локального этического
комитета МНИИП (№ 16, 13.03.2017 и № 42/2,
24.04.2023).

Концентрацию ФРН в сыворотке крови опре-
деляли методом ELISA с набором “Human Nerve
Growth Factor” (Cusabio Technology LLC, USA).

Статистический анализ проводили при помо-
щи Wilcoxon‒Mann‒Whitney U-теста. Различия
рассматривались как достоверные при значении
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
До начала терапии средний балл по шкале Га-

мильтона для оценки депрессии (HDRS) у паци-
ентов составлял 23.5 ± 5.8 балла, что соответство-
вало тяжелой депрессии. Средние значения шкалы
тревоги (HARS) в основной группе составили
18.3 ± 5.9 балла, что соответствовало умеренно
выраженной тревоге.

В контрольной группе здоровых добровольцев
содержание ФРН в сыворотке крови составляло
239.51 ± 22.15 пикограмм/мл сыворотки. При по-
ступлении в клинику у больных с меланхоличе-
ской депрессией (БАР-II) уровень ФРН был
достоверно выше –278.28 пг/мл сыворотки –
по сравнению с контролем (239.51 ± 22.15) (p < 0.05)
соответственно.

ОБСУЖДЕНИЕ
Таким образом, в настоящей работе было уста-

новлено, что у больных меланхолической депрес-
сией (БАР-II) исходный уровень ФРН до начала
лечения был достоверно повышен по сравнению
с контрольными показателями. Наши данные
отличаются от имеющихся в литературе результа-
тов. Анализ литературы показал, что уровень
ФРН в сыворотке крови при депрессиях или не
изменялся [10], или был достоверно снижен [3, 9,
11–13].

Следует отметить, что ни в одной из процити-
рованных работе не было попыток объяснения,
чем же вызвано снижение уровня ФРН.

Ранее мы установили, что при меланхоличе-
ской депрессии в сыворотке крови был досто-

верно повышен уровень цилиарного нейротро-
фического фактора (ЦНТФ) [14]. Нами было
предположено, что повышение уровня ЦНТФ в
сыворотке крови связано с нарушением состоя-
ния гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) и его
утечкой через барьер из паренхимы головного
мозга в кровь.

Мы полагаем, что повышенный уровень ФРН
в сыворотке крови у больных меланхолической
депрессией также может быть связан с нарушени-
ем функционирования ГЭБ и повышением его
проницаемости для нейротропного фактора, что
сопровождается нарастанием уровня ФРН в сы-
воротке крови.

В литературе имеются данные, указывающие
на повреждение ГЭБ при депрессиях [15, 16]. Это-
му способствуют, по нашему мнению, окисли-
тельный стресс [17] и нейровоспаление [18]. По-
вышенный уровень окислительного стресса ведет
к дисфункции митохондрий, активации свободно
радикальных реакций и повреждению ГЭБ [17].
Более того, активированные астроциты продуци-
руют нейротоксические молекулы: в частности
простагландин E2 и провоспалительные цитоки-
ны [18], которые также влияют на проницаемость
гемато-энцефалического барьера.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты исследования показали, что ме-
ланхолическая депрессия сопровождается досто-
верно повышенным уровнем фактора роста нер-
вов. Эти данные в корне отличаются от данных
зарубежной литературы.
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УЗБЕКОВ и др.

Информированное согласие. Все больные и здоровые
добровольцы дали информированное согласие на уча-
стие в исследовании.
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Melancholic Depression is Followed by the Increased Serum Nerve Growth Factor Level
M. G. Uzbekova, S. N. Shikhova, V. V. Krjukova, V. V. Brilliantovaa, and V. N. Krasnova

aMoscow Research Institute of Psychiatry, Moscow, Russia

The aim of the work was to investigate the nerve grown factor (NGF) level in the blood serum in patients with
melancholic depression (MD). The investigated group consists of 23 patients. At admission in the clinic (be-
fore any antidepressive treatment) the NGF concentration in patient’s serum was 278.28 ± 43.68 pg/mL that
was significantly higher in comparison with controls 239.51 ± 22.15 pg/mL, (p < 0.05), respectively. It is sup-
posed, that the increased NGF level in serum of the MD patients can be connected with the impairment of
the functioning of the brain-blood barrier and the increase of its permeability for the NGF.

Keywords: nerve growth factor, melancholic depression, blood serum


