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АНОТАЦІЯ 

Сікорська Т.І. « Застосування екзосом в якості активатору проліферації 
для корекції порушень імунітету» Магістерська робота на здобуття ступеня 
магістра за спеціальностю 091 «Біологія та біохімія». Харківський 
національний університет імені В. Н. Каразіна.  Кафедра молекулярної 
біології та біотехнології. Харків, 2024. 

Робота включає: 55 сторінок, 6 рисунків, 4 графіки, 90 використаних 
джерел.  

Актуальність роботи зумовлена зростаючим інтересом до використання 

екзосом мезенхімальних стовбурових клітин (МСК) у регенеративній 

медицині та імунотерапії. Екзосоми мають низку унікальних властивостей, 

таких як здатність передавати сигнали між клітинами, модулювати імунну 

відповідь та впливати на регенеративні процеси. Основна мета дослідження – 

аналіз впливу екзосом, виділених із мезенхімальних стовбурових клітин, на 

функціональні характеристики імунокомпетентних клітин, зокрема на процес 

проліферації лімфоцитів та фагоцитарну активність нейтрофілів. 

Для досягнення зазначеної мети було проведено ряд досліджень, а саме 

визначення фагоцитарної активністі нейтрофілів в кисненезалежному 

фагоцитозі, визначення ступеня лімфоцитотоксичності та оцінка 

проліферативної активності лейкоцитів в культурі in vitro. 

Отримані результати порівнювали між собою та з контрольної групою. 

Данні дослідження можуть мати значення в дослідженнях корекції 

порушень імунітету, специфічної модифікації імунної відповіді та  бути 

використані для створення нових таргетних терапевтичних препаратів для 

лікування імунодефіцитів, аутоімунних захворювань та  раку. 

 
Ключові слова: екзосоми, мезенхімальні стовбурові клітини, ЛПС, лімфоцити, 
нейтрофіли, МСК.  
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ABSTRACT 
 

Sikorska T.I. "Application of exosomes as a proliferative activator for 
correcting immune disorders" Master's thesis for obtaining a master's degree in the 
specialty 091 "Biology and Biochemistry". V. N. Karazin Kharkiv National 
University. Department of Molecular Biology and Biotechnology. Kharkiv, 2024. 

 
The work includes: 55 pages, 6 figures, 4 graphs, 90 sources used. 

The relevance of the work is determined by the growing interest in the use of 

exosomes from mesenchymal stem cells (MSCs) in regenerative medicine and 

immunotherapy. Exosomes have a number of unique properties, such as the ability 

to transmit signals between cells, modulate the immune response, and influence 

regenerative processes. The main goal of the study is to analyze the effect of 

exosomes isolated from mesenchymal stem cells on the functional characteristics of 

immune competent cells, in particular on the process of lymphocyte proliferation 

and the phagocytic activity of neutrophils. 

To achieve the stated goal, a series of studies were conducted, namely the 

determination of the phagocytic activity of neutrophils in oxygen-independent 

phagocytosis, the determination of the degree of lymphocytotoxicity, and the 

assessment of the proliferative activity of leukocytes in in vitro culture. 

The obtained results were compared with each other and with the control group. 

The data of the study may be significant in research on the correction of 

immune disorders, specific modification of the immune response, and can be used 

to create new targeted therapeutic agents for the treatment of immunodeficiencies, 

autoimmune diseases, and cancer. 

Keywords: exosomes, mesenchymal stem cells, LPS, lymphocytes, neutrophils, 

MSCs. 
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ 

МСК – Мезенхімальні Стовбурові Клітини  

РНК – РибоНуклеїнова Кислота  

ESCRT - ендосомальний сортувальний комплекс (Endosomal Sorting Complex 

Required for Transport)  

APC - антиген-презентуючі клітини (Antigen-Presenting Cells) 

ГСК - Гемопоетичні Стовбурові Клітини 

MHC — головний комплекс гістосумісності (Major Histocompatibility 

Complex) 

HSPC — гемопоетичні стовбурові та прогеніторні клітини (Hematopoietic 

Stem and Progenitor Cells 

MSC-EV — позаклітинні везикули мезенхімальних стовбурових клітин 

(Mesenchymal Stem Cell-Derived Extracellular Vesicles) 

EV — позаклітинні везикули (Extracellular Vesicles) 

ILV — внутрішньо-ліпосомальні везикули (IntraLuminal Vesicles) 

MVB - мультивезикулярні тіла (MultiVesicular Bodies) 
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ВСТУП 
 
Одним із важливих напрямів сучасної біотехнології виступає розробка методів 

використання стовбурових клітин різного походження. Мезенхімальні 

стовбурові клітини (МСК) є джерелом численних метаболітів, які виконують 

різноманітні біологічні функції. Для використання мезенхімальних 

стовбурових клітин необхідно пройти всі етапи біотехнологічного процесу, 

включаючи ізоляцію, культивування, типування рецепторів гістосумісності та 

кріоконсервування. Ці заходи є технічно складними та потребують значних 

фінансових витрат. Останнім часом набуває популярності дослідження 

використання екзометаболітів МСК, присутніх у складі екзосом. Екзосоми 

відомі своєю здатністю впливати на проліферацію, диференціювання клітин 

та прояви регенеративних властивостей, що зумовлено вмістом біологічно 

активних молекул, таких як мікроРНК та широкий спектр білків. Крім того, 

екзосоми відіграють важливу роль у регуляції Т- і В-лімфоцитів. У певних 

випадках вони демонструють значну імуносупресивну активність, тоді як 

інший їхній склад сприяє активації проліферації Т-клітин та дозріванню В-

лімфоцитів. Культивування екзосом спільно з імунокомпетентними клітинами 

підтримує трансдиференціювання Т-лімфоцитів і модифікує напрямок і рівень 

прозапальних факторів таких як ІЛ-1β та ФНП, завдяки протизапальній дії 

трансформуючого фактора росту (ТГФ). Біологічний склад екзосом дозволяє 

їм проникати у клітини реципієнта, що значно розширює їх терапевтичний 

потенціал. На базі ДНУ «Інститут загальної та невідкладної хірургії НАМН 

України» було розроблено технологію комбінованої терапії для лікування 

трофічних виразок нижніх кінцівок із застосуванням екзосом. У цьому ж 

закладі проводили експериментальне використання екзосом для лікування 

респіраторного дистрес-синдрому при важких формах пневмонії. Результати 

продемонстрували значну ефективність застосування екзосом: спостерігалося 

підвищення кліренсу альвеолярної рідини, активація функціонального стану 
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імунних клітин, що своєю чергою сприяло зниженню бактеріального 

навантаження на організм пацієнтів. 

Актуальність теми: Одним з перспективних напрямків корекції порушень 

імунної системи є застосування екзосом які мають високу біоактивність та 

здатні передавати різноманітні молекули, такі як мікроРНК, білки, ліпіди та 

інші молекули, що регулюють клітинні функції. Зміна імунокомпетентності, 

зокрема проліферативної активності лімфоцитів і фагоцитарної активності 

нейтрофілів, є основою багатьох патологічних станів, таких як запальні 

процеси, імунодефіцит та онкологічні захворювання. Екзосоми, як біоактивні 

агенти, демонструють перспективу у корекції цих порушень, забезпечуючи 

точковий вплив на клітинний мікрооточення без значних побічних ефектів. 

 

Мета роботи: Проаналізувати вплив екзосом, виділених із мезенхімальних 

стовбурових клітин, на функціональні характеристики імунокомпетентних 

клітин, зокрема на процес проліферації лімфоцитів та фагоцитарну активність 

нейтрофілів. 

Відповідно до мети були поставлені такі завдання: 

• Оцінити  вплив екзосом МСК на стимуляції фагоцитозу нейтрофілів та 

порівняти з впливом ЛСП. 

• Проаналізувати вплив екзосом на проліферацію лімфоцитів та 

регенеративні властивості шкіри.  

• Дослідити дії екзосом на лімфоцитотоксичність.  
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД І АНАЛІЗ НАУКОВОЇ ЛІТЕРАТУРИ 
 

1.1 Екзосом стовбурових клітин загальна характеристика та механізм 
утворення. 
 

 Екзосоми — це ліпідні сферичні везикули розміром від 30 до 150 нм, 

які виконують важливу роль у міжклітинній комунікації. [1] Вони здатні 

транспортувати генетичні матеріали, такі як мРНК і мікроРНК, а також 

несуть біологічно активні молекули, включно з білками, вуглеводами, 

ліпідами та цитокінами, до клітин-реципієнтів. Після потрапляння екзосом у 

клітину-реципієнта змінюється її біохімічний склад, що суттєво впливає на 

сигнальні шляхи. Завдяки своїй унікальній будові екзосоми можуть 

переносити активні компоненти або доставляти зовнішньо додані речовини 

до клітин-реципієнтів різними шляхами та між різними регіонами організму. 

[2]. Ідея про існування мембранних везикул з фізіологічними функціями 

вперше була висунута Трамсом та його колегами у 1981 році в рамках 

досліджень ферментативної активності 5'-нуклеотидів. [3] У 1983 році 

Шталь із колегами описали велику кількість екзосом під час процесу 

дозрівання ретикулоцитів — незрілих еритроцитів ссавців.[1;4] Детальний 

опис екзосом з’явився лише у 1987 році завдяки роботі Джонстона з 

колегами.[1] Екзосоми, отримані з мезенхімальних стовбурових клітин 

(МСК), вперше були досліджені у 2010 році на мишачій моделі 

ішемії/реперфузії міокарда. [5] Їх морфологія, методи ізоляції та вимоги до 

зберігання аналогічні тим, що притаманні екзосомам з інших джерел. У 

розчинах вони мають сферичну форму, тоді як після штучного висушування  

демонструють чашеподібну або двоввігнуту структуру, що спостерігалося в 

ряді досліджень.[6] 
 

1.1.1   Характеристика та склад екзосом.  
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Екзосоми представляють собою надзвичайно складні та універсальні 

біологічні структури, що містять різноманітний набір компонентів. До 

їхнього складу входить 194 види ліпідів, 4400 білків, 764 мікроРНК та 1639 

інформаційних РНК (мРНК) [7]. Зазвичай екзосоми характеризуються 

значним насиченням білками, які виконують різноманітні функції. Зокрема, 

вони містять тетраспаніни (CD9, CD63, CD81, CD82), що забезпечують 

проникнення в клітину, інвазію та процеси злиття; білки теплового шоку 

(HSP70, HSP90), які відіграють важливу роль у стресовій відповіді та 

процесах зв'язування і презентації антигену; білки формування 

багатовезикульної структури (MVB), серед яких Alix і TSG101, що залучені 

до механізмів виділення екзосом; а також білки мембранного транспорту та 

злиття, такі як аннексини та Rab [8] (рис. 1.1). Слід підкреслити, що певні 

білкові компоненти, наприклад тепловий шоковий білок, CD63, білки ESCRT 

та елементи цитоскелету, зустрічаються у всіх типах екзосом незалежно від 

їх походження. Однак деякі інші молекули мають специфічний характер. 

Наприклад, молекули головного комплексу гістосумісності (MHC) класу I та 

II залежать від типу клітини-донора. Жорстка двошарова мембрана екзосом 

складається також із ліпідів, таких як сфінгомієлін, холестерин та цераміди. 

Ці ліпідні компоненти суттєво впливають на процеси сортування вантажу, 

секрецію екзосом, а також визначають структурну організацію мембрани та 

передавання клітинних сигналів [6]. 
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Рис 1.1 Склад екзосом. Адаптовано з [6]. 

Комплекс нуклеїнових кислот, включаючи ДНК, мРНК та некодуючі 

типи РНК, є важливою складовою екзосом. Серед них найпоширенішими 

вважаються мікроРНК (miR). МікроРНК беруть участь у широкому спектрі 

біологічних процесів, таких як екзоцитоз, гемопоез і ангіогенез, відіграючи 

ключову роль в опосередкованій екзосомами міжклітинній комунікації [9]. 

Інші види екзосомальних РНК включають рибосомальну РНК (рРНК), довгу 

некодуючу РНК (lncRNA), транспортну РНК (тРНК), малі ядерні РНК 

(snRNA), малі ядерцеві РНК і p-елемент-взаємодіючі РНК (piwi-RNA). Ці 

молекули істотно впливають на біологічні процеси, зокрема розвиток пухлин 

[6]. На початку 2013 року групою вчених було  виявлено кілька lncRNA, які 

суттєво змінюють експресивність в екзосомах клітин гепатоцелюлярного 

раку людини (HCC) [10]. Серед них найбільш вираженою була lncRNA 

TUC339, яка функціонально регулювала ріст і адгезію пухлинних клітин. 

Пізніше дослідники на чолі з Алісою виявили, що lncRNA H19 може 

інкапсулюватися в екзосоми, які продукуються клітинами CD90+ Huh7, і 

доставлятися ендотеліальним клітинам (ЕК). Це сприяло прометастатичному 

ефекту через підвищення екзосомального рівня ендотеліального фактора 
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росту судин (VEGF) [8;11]. Інші lncRNA, що транспортуються екзосомами, 

включають lncRNA CRNDE-h при колоректальному раку, lncARSR, 

пов'язану з резистентністю до сунітінібу при раку нирки, lncRNA Hotair при 

ревматоїдному артриті, а також lincRNA-p21 і ncRNA-CCND1 при 

пошкодженнях ДНК, спричинених блеоміцином [8;12-15]. У 2015 році була 

підтверджена наявність екзосомальних циркулярних РНК (circRNA), 

аналізуючи РНК печінкових ракових клітин MHCC-LM3 і їх екзосом [16]. 

Біологічна активність екзосом визначається не лише білками та 

нуклеїновими кислотами, але й ліпідними компонентами. Зазвичай екзосоми 

збагачені такими молекулами, як фосфатидилсерин (PS), фосфатидна 

кислота, холестерин, сфінгомієлін (SM), арахідонова кислота й інші жирні 

кислоти, простагландини та лейкотрієни. Завдяки ним екзосоми зберігають 

стабільність і структурну жорсткість. Крім того, вони містять функціональні 

ліполітичні ферменти, здатні автономно генерувати біоактивні ліпідні 

одиниці. Ці речовини можуть проникати в клітини-реципієнти, 

концентруючи ліпідні медіатори всередині ендосом [8]. Деякі компоненти 

екзосом також можуть піддаватися глікозилюванню залежно від клітини-

джерела. Патерни глікозилювання екзосом відображають характеристики 

клітин їх походження, що створює помітні відмінності між екзосомами 

пухлинних і непухлинних клітин [7]. 

 

1.1.2 Загальні принципи утворення екзосом 

 

Екзосоми постійно утворюються з пізніх ендосом шляхом інвагінації 

мембрани мультивезикулярного тіла. Цей процес включає формування 

внутрішньопросвітних везикул (ILV) у великих MVB (рис.1.2), що 

відбувається через згортання мембрани всередину[8;17]. Утворення MVB і 

вивільнення екзосом строго координується за допомогою системи ESCRT, 

яка складається з чотирьох білкових комплексів і супутніх додаткових 
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молекул, таких як ALIX, VPS4 і VTA1. Ці білкові комплекси діють разом із 

транспортними молекулами для забезпечення міжклітинної сигналізації та 

регуляції метаболічних функцій.[18] Загалом, формування екзосом 

починається з інвагінації плазматичної мембрани в ході дозрівання ендосом 

[3]. Початкове згортання мембрани створює чашоподібну структуру, що 

включає білки клітинної поверхні та розчинні білки із зовнішнього 

середовища. У результаті утворюються ранні ендосоми сортування (ESE), 

які накопичують біологічно активні речовини та виступають центральними 

місцями для організації вантажу, пов’язаного з мембраною[19]. Вони також 

забезпечують перенесення розчинених речовин. 

 
Рис 1.2. Біогенез та ідентифікація екзосом. Адаптовано з [19]. 

 

 У складі ESE можуть міститися різноманітні рецептори, включаючи 

транспортери поживних речовин (зокрема члени родини глюкозних 
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транспортерів), ліпопротеїнові рецептори, транспортери амінокислот, а 

також іонні канали і рецептори клітинної сигналізації. Подальший розвиток 

цих ендосом призводить до їх перетворення в пізні ендосоми сортування. Тут 

під впливом системи ESCRT та супутніх білків відбувається внутрішня 

інвагінація мембрани, що сприяє формуванню внутрішньопросвітних 

везикул [3;20]. Білки й молекули, такі як Ras-споріднений GTPase Rab, 

Sytenin-1, TSG101, ALIX, синдекан-1, фосфоліпіди, тетраспаніни, цераміди, 

сфінгомієлінази та SNARE, беруть участь у формуванні екзосом. Однак 

точна їх роль у регуляції цього процесу ще потребує додаткового 

дослідження. Є свідчення того, що Rab5 сприяє рекрутуванню Rab7 під час 

дозрівання пізніх ендосом (LSE), створюючи тимчасові гетерозиготні 

ендосоми. Після цього відбувається конверсія Rab5 у форму 

гуанозиндифосфату (GDP) і його подальше від’єднання разом із ефекторами. 

На цьому етапі формується вакуольна структура з Rab7, яка активно 

накопичує вантаж і одночасно запускає процес внутрішньомембранного 

згортання. Це забезпечує утворення малих ILV [7;19]. 

 

 

1.1.3  Ендосомальний сортувальний комплекс та його роль у 

біогенезі екзосом. 

 

Ендосомальний сортувальний комплекс, необхідний для роботи 

транспортної системи (ESCRT), являє собою сукупність білкових комплексів 

периферичної мембрани, серед яких розрізняють ESCRT-0, -I, -II, -III, VPS4-

VTA1 і гомодимер ALIX[21]. Утворення ILV у пізніх ендосомах строго 

залежить від функціонування цього комплексу [3;7]. Процес формування 

внутрішньомембранних везикул розпочинається активацією ESCRT-0, до 

складу якого входять адаптерні молекули та білки Hrs. Ці білки утворюють 

гетеродимери та гетеротетрамери, завдяки чому комплекс здатний 
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взаємодіяти з мембранними ділянками, багатими на фосфатидилінозитол-3-

фосфат [3]. Після ініціації цього процесу ESCRT-0 зв’язується з ESCRT-I та 

ESCRT-II, які в свою чергу активують ESCRT-III — ключовий білковий 

комплекс, відповідальний за механізми брунькування [7]. Комплекс ESCRT-

I з’єднується з С-кінцевою частиною субодиниці Hrs комплексу ESCRT-0. 

Він є гетеротетрамером і включає білки TSG101, Vps37, MVB12, Vps28 та 

MVB. Будучи структурно схожим на паличку, ESCRT-I має два протилежні 

кінці для зв’язування з ESCRT-0 і ESCRT-II. Ці об’єднані комплекси часто 

називають суперкомплексами, які також сприяють виходу ендосомальної 

мембрани з цитоплазми. ESCRT-II активує ESCRT-III через пряме 

зв’язування з білком CHMP6 [3]. У подальшій фазі ESCRT-III бере участь у 

розщепленні бруньок, що забезпечує формування (рис. 1.3) ILV усередині 

мультивезикулярних тіл. Остаточна дисоціація ESCRT-III від мембрани 

MVB відбувається під впливом білка VPS4, який забезпечує вивільнення 

енергії для здійснення цього процесу [7;22]. Також встановлено, що 

екзосомальний білок ALIX активно залучений до механізмів брунькування 

мембрани ендосоми, її відриву й вибору вантажу в екзосомах завдяки 

інтеракції із синдеканом [7;23]. 
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Рис. 1.3.  Ендосомальний сортувальний комплекс. Адаптовано з [90]. 

 

1.1.4  Роль ліпідів в біогенезі екзосом 
 

Дослідження показали, що утворення MVB і ILV не є виключно 

залежними від комплексу ESCRT [7;24]. Одним із альтернативних 

механізмів є процеси, керовані ліпідами. Зокрема, керамід є одним із 

ключових ліпідів у біогенезі екзосом завдяки своїй здатності ініціювати 

незалежні від ESCRT процеси та стимулювати спонтанне інвагінування 

мембрани. Керамід утворюється зі сфінгомієліну (SM) внаслідок дії 

сфінгомієліназ, які видаляють фосфохолінову групу. Спонтанне формування 

везикул у мембранах із вмістом кераміду пояснюється його конусоподібною 
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структурою, яка сприяє негативній кривизні мембрани [25;26]. Подібно до 

цього, незалежне від ESCRT сортування вантажу в екзосомах може 

відбуватися завдяки активації інгібіторних рецепторів сфінгозин-1-фосфату 

(S1P), асоційованих із G-білками. Цей процес регулюється стабільним 

постачанням S1P і є ще одним механізмом дозрівання екзосомальних MVB, 

що залучає ліпіди. Так само фосфатидна кислота (ФК), найпростіший 

фосфоліпід із невеликою головною групою та конусоподібною формою, 

здатна індукувати спонтанну негативну кривизну ліпідних мембран [27]. 

Фізико-хімічні властивості ФК визначаються також її головною групою, яка 

забезпечує взаємодію між ліпідами і білками, зокрема з лізиновими та 

аргініновими залишками білків. Було встановлено, що ФК взаємодіє з 

синтеніном, який залучає синдекан, CD63 і ALIX у мембрану й стимулює 

брунькування зароджуваних ILV [26]. У процесі генерації екзосом, 

незалежному від ESCRT, важливу роль також відіграють тетраспаніни. Ці 

білки беруть участь у формуванні мікродоменів клітинної мембрани, 

організації яких сприяє їх скупчення та взаємодія з іншими мембранними й 

сигнальними білками. Такі мікродомени, збагачені тетраспанінами, стають 

платформами для транспортування вантажу [7;28]. Відомо, що взаємодія 

тетраспанінів CD9 і CD82 з е-кадгерином стимулює екзосомальну секрецію 

β-катеніну [29]. Інший шлях, що не залежить від ESCRT, задіює рецептор 

епідермального фактора росту (EGFR) [7]. 

 

 

1.2 Склад біологічно активних речовин та їх роль в регуляції метаболічних 
та імунологічних порушень. 

 
Екзосоми відіграють роль нанотранспортерів біоактивних ліпідів між 

клітинами, забезпечуючи регуляцію важливих біологічних процесів. Їх 

функціональність виходить за межі транспортування ліпідів з однієї клітини 

до іншої, оскільки вони також здатні синтезувати біоактивні ліпіди з інших 
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ліпідних молекул за допомогою ферментативної активності екзосомальних 

ензимів, які формуються у складі екзосом під час їхнього біогенезу. У складі 

екзосом присутні мононенасичені, поліненасичені і насичені жирні кислоти 

[30]. 

 

1.2.1  Вплив екзосом на ліпідний обмін. 

 

Певні  форми жирних кислот, включаючи білки, що зв’язують жирні 

кислоти (FABP), а також ліпопротеїни, можуть проникати у екзосоми 

шляхом ендоцитозу в батьківських клітинах [31]. Екзосоми, отримані з 

мезенхімальних стовбурових клітин (МСК), вивільняють такі сполуки, як 

арахідонова кислота (AA), докозагексаєнова кислота (DHA), 

простагландини, фосфатидна кислота, лейкотрієни та лізофосфатидилхолін 

(LPC). Особливо поширеною серед цих сполук є арахідонова кислота [31]. 

Екзосоми також містять активні ферменти, пов'язані з метаболізмом ліпідів, 

що здатні впливати на клітинний гомеостаз клітин-реципієнтів. Наприклад, 

було ідентифіковано такі ферменти, як фосфоліпази A2 (PLA2) і ферменти 

метаболізму ейкозаноїдів у екзосомах щурів, отриманих з МСК. Екзосоми 

містять три основні класи A2 фосфоліпаз: кальцій-залежну (cPLA2), кальцій-

незалежну (iPLA2) та секреторну (sPLA2) [30;32]. Ці ензими гідролізують 

гліцерофосфоліпіди, утворюючи арахідонову кислоту (AA) і вільні жирні 

кислоти. Арахідонова кислота може бути піддана додатковій обробці 5-

ліпоксигеназою, що веде до продукування оксильованих ейкозаноїдів, 

певних класів лейкотрієнів (наприклад, LTB4), які беруть участь у запальних 

процесах; інших субтипів, таких як LTC4 та LTD4, які сприяють ангіогенезу 

[30-32]. Також екзосоми містять циклооксигенази COX1 і COX2, що 

трансформують AA у простагландин PGH2 [33]. Подальша дія PGE-синтази 

конвертує PGH2 у прозапальний простагландин E2 (PGE2), тоді як 

альтернативний шлях синтезу утворює протизапальний агент 15-
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дезоксипростагландин J2, що має антионкогенний ефект. Екзосомальна 

фосфоліпаза D (PLD) каталізує гідроліз фосфатидилхоліну до 

фосфатидинової кислоти (PA), яка діє як другий месенджер у взаємодії з 

RAF-кіназами та mTOR, стимулюючи мітогенні ефекти [30;34]. 

Екзосомальні ліпіди беруть участь у регуляції функціональної долі екзосом і 

процесах їхнього захоплення клітинами-реципієнтами. Ці взаємодії часто 

опосередковані рецепторними компонентами клітин-мішеней. Наприклад, 

PS зв'язується з імуномодулюючими рецепторами TIM-1 і TIM-4, сприяючи 

кооперації між Т-клітинами й антигенпрезентуючими клітинами. LPC, 

синтезований в екзосомах за активності iPLA2 і cPLA2, взаємодіє з G-

протеїнзв’язаним рецептором G2A, виступаючи хемоаттрактантом для 

активації та дозрівання імунних клітин [33;35]. Інтерналізовані екзосоми, 

локалізовані в пізніх ендосомах клітин-реципієнтів, вивільняють свій вантаж 

через злиття мембран. Для цього процесу необхідні фузогенні ліпіди, такі як 

PA і біс(моноацилгліцеро)фосфат (BMP). PA знижує гідратацію 

фосфоліпідних головок, сприяючи мембранному злиттю, тоді як BMP, 

утворений у результаті PLD- і PLA2-активності екзосом, ініціює мембранне 

злиття в умовах зниженої pH [30;36].  

Екзосоми можуть зменшувати поглинання холестерину макрофагами 

через значне зниження рівня самого CD36 у макрофагах. Екзосоми, отримані 

з тромбоцитів, мають здатність знижувати атеротромботичну активність, 

обмежуючи ліпідне навантаження макрофагів, залежне від CD36, і 

пригнічуючи формування тромбів. Екзосоми здатні передавати сигнали 

клітинам-реципієнтам через взаємодію рецепторів і лігандів, входження до 

клітини або злиття з її мембраною. Інтегрини, PD-L1 і адипонектин, що 

локалізуються на поверхні екзосом, для реалізації своїх функцій потребують 

високого рівня ліпідів [37]. 
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1.2.2 Білковий склад екзосом мезенхімальних стовбурових клітин 

та їх  роль у клітинній взаємодії 
 

Екзосоми можуть цілеспрямовано транспортувати білки до клітин-

реципієнтів, з якими вони взаємодіють.  На сьогодні в екзосомах, отриманих 

із МСК, ідентифіковано майже 2000 білків, які походять з плазматичних 

мембран, цитозолю, апарату Гольджі, ядра та іноді з ендоплазматичного 

ретикулуму чи мітохондрій.  До характерних мембранних білків екзосом 

із МСК належать GPI-зв’язані білки, тетраспаніни (CD9, CD63, CD82, CD81), 

а також рецептори, наприклад, рецептор фактора некрозу пухлини 1. Окрім 

цього, екзосоми МСК містять білки просвіту, такі як - аннексин 2, антиген-

презентуючі білки (MHC-I і MHC-II), молекули клітинної адгезії (інтегрини 

та MFGE8), білки ко-презентації (CD86), а також білки клітинної структури 

і рухливості, до яких входять актин, міозин і тубулін. Серед інших білків, які 

знаходяться в екзосомах MSC, виділяють шаперони і білки теплового шоку: 

HSP20, HSP60, HSP70, HSP90 і aB-кристалін. Також серед них можна знайти 

ферменти метаболізму, такі як піруваткіназа, синтаза жирних кислот, 

пероксидаза, b-енолаза та гліцеральдегід-3-фосфатдегідрогеназа. Білки, 

пов’язані з біогенезом екзосом (наприклад, комплекс ESCRT), часто 

співіснують з іншими білками, що залучені до транскрипції та синтезу 

(убіквітин, гістони, фактори транскрипції, рибосомальні білки) або до 

процесів перенесення та злиття мембран (аннексини та родина білків Rab). 

Протеомні дослідження виявили п'ять ключових ферментів гліколізу в 

екзосомах MSC: гліцеральдегід-3P-дегідрогеназу, фосфогліцераткіназу 

(PGK), фосфоглюкомутазу, енолазу та m2-ізоформу піруваткінази (PKm2), а 

також кілька додаткових ферментів, включаючи CD73 (NT5E або екто-59-

нуклеотидазу) і 20S протеасому. CD73 здійснює каталіз дефосфорилювання 

позаклітинного AMP у аденозин — молекулу, що є ключовим активатором 

сигнальних шляхів Ras/Raf/мітоген-активованих протеїнкіназ і PI3K/Akt(31). 

Цей компонент екзосом МСК підтверджує їх здатність дефосфорилювати 



21 
 

21 
 

AMP до аденозину й неорганічного фосфату. Більше того, з’ясувалося, що 

екзосоми МСК можуть активувати шлях PI3K/Akt та аденозинові рецептори 

в умовах існування AMP [31]. 

 

1.2.3 Вплив екзосом на регуляцію запальних процесів 
 

Екзосоми здатні індукувати запалення через вивільнення свого вмісту, 

активуючи рецепторні клітини. Особливо важливу роль у цьому процесі 

відіграють екзосомальні некодуючі РНК (нкРНК), серед яких мікроРНК та 

lncРНК, що беруть участь у регуляції запалення і формуванні імунної 

відповіді [38;39]. Наприклад, екзосоми, отримані з мезенхімальних 

стромальних клітин, сприяють поляризації макрофагів із фенотипу M1 на M2 

завдяки перенесенню мікроРНК-27a-3p до альвеолярних макрофагів [40]. 

Такі екзосоми також демонструють здатність відновлювати кишковий бар’єр 

за різними механізмами. Зокрема, мікроРНК-181a в екзосомах, отриманих із 

МСК, здатна покращувати стан експериментального коліту через підтримку 

кишкового бар’єру та протизапальний ефект [38]. Екзосоми із пуповинних 

МСК людини активують ген TSG-6, стимульований фактором некрозу 

пухлини, для лікування запальних захворювань кишечника [41]. 

Екзосомальна мікроРНК-150-5p із МСК демонструє протизапальні 

ефекти, зменшуючи запальні реакції, руйнування суглобів та васкуліт. Це 

досягається через націлювання на матриксну металопротеїназу 14 (MMP14) 

та фактор росту ендотелію судин у мишачій моделі артриту, індукованого 

колагеном [39]. Встановлено що екзосомальна мікроРНК-17 пригнічує 

регуляторні Т-клітини через націлювання на TGFBR II при РА [39;42]. 

Дослідження показують, що вироблення екзосом клітинами може 

збільшуватися під впливом вірусів [43]. Наприклад, експресія вірусного 

білка в різних типах клітин, включаючи Т-лімфоцити людини та клітини 
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ліній CIITA, HeLa і Mel JuSo, призводить до підвищення кількості пізніх 

ендосом/MVB і посиленого вивільнення ILV [43]. 

 

1.3 Розпізнавання та взаємодія екзосом з імунними клітинами організму 
 

1.3.1 Зміни у регуляції Т і В лімфоцитів під впливом екзосом. 
 

Численні дослідження підтвердили, що екзосоми, отримані зі 

стовбурових клітин, демонструють значну імуносупресивну активність. 

Регулюючи процеси проліферації та активації Т-клітин, а також 

диференціювання й дозрівання В-клітин, ці екзосоми здатні зменшувати 

запальні реакції та створювати толерогенне імунне середовище.(рис.3.1) 

  
Рис 3.1. Імуносупресивний ефект екзосом, отриманих зі стовбурових 

клітин.  Адаптовано з [44].  

Екзосоми стовбурових клітин містять молекули, такі як білок CD73, 

мікроРНК-125a-3p, мікроРНК-181a, білок індоламін-2,3-діоксигенази (IDO) 

і GM-CSF, які забезпечують їх здатність гальмувати проліферацію Т-клітин 

[44]. Крім того, вони впливають на баланс між Т-хелперами типу 1 (Th1) і 

типу 2 (Th2), сприяючи відновленню стабільного співвідношення цих клітин. 
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Наприклад, дослідження Чена та колег показало, що екзосоми 

мезенхімальних стовбурових клітин кісткового мозку (BM-MSC-EXO) під 

час спільного культивування з мононуклеарними клітинами периферичної 

крові сприяли переходу Th1 у Th2, знижуючи рівень прозапальних факторів 

IL-1β та TNF-a і підвищуючи концентрацію протизапального TGF-β [45;46]. 

Інші дослідження також демонструють здатність MSC-Exos інгібувати 

проліферацію Т-клітин у лабораторних умовах через аденозинергічний 

сигнальний шлях. Білок CD73, присутній у MSC-Exos, каталізує утворення 

аденозин-5'-монофосфату (АМФ), що у взаємодії з CD39-позитивними Т-

клітинами сприяє виробленню аденозину і подальшому пригніченню 

імунних відповідей [44;47]. MSC-EXO також відіграють важливу роль у 

стимуляції диференціації Tregs, регуляторних Т-клітин із функцією 

негативного зворотного зв'язку в імунній системі [45]. Крім того, інші роботи 

засвідчили здатність MSC-EXO сприяти перетворенню моноцитів у 

макрофаги M2-фенотипу. Це, у свою чергу, активує диференціацію CD4+ T-

клітин у Treg-клітини та зменшує ризик виникнення імунного відторгнення 

[45;47]. 

Щодо імуномодулюючого впливу екзосом, отриманих зі стовбурових 

клітин, на В-клітини, дослідження демонструють, що під час запальних 

станів мікроРНК-155-5p у MSC-Exos прямо зменшує життєздатність 

активованих В-клітин шляхом пригнічення регуляції сигнального шляху 

PI3K-AKT [44]. В-клітини відіграють важливу роль в адаптивному імунітеті, 

оскільки їх основними функціями є забезпечення гуморального імунітету та 

секреція антитіл. Є також функціональні підгрупи В-клітин, що називаються 

регуляторними B-клітинами (Bregs), ключовою функцією яких є вивільнення 

IL-10. Цей цитокін діє пригнічуючи продукцію прозапальних молекул і 

стимулюючи регуляторну диференціацію Т-клітин [48].  MSC-EV 

проявляють дозозалежний протизапальний вплив, зокрема шляхом 

інгібування дозрівання В-клітин та сприяння утворенню Bregs у 
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лімфатичних вузлах у мишачих моделях артриту, викликаного колагеном 

(CIA), та гіперчутливості сповільненого типу (GTH). Крім цього, MSC-EVs 

модулюють клітинну функцію через зміну експресії мРНК відповідних генів. 

У ході досліджень було виявлено, що MSC-EVs сприяють пригніченню 

регуляції сигнального шляху PI3K/Akt через miR-155-5p у В-клітинах, що в 

результаті пригнічує їхню проліферацію та знижує їхню активаційну 

здатність [45]. 

1.3.2 Роль езосом у презентації антигену  

Екзосоми відіграють ключову роль у презентації антигену, 

використовуючи три основні механізми (рис. 3.2).  

1) Пряма презентація: екзосоми, отримані від професійних APC 

(зокрема, дендритних клітин), які містять комплекси MHC-пептид, 

костимуляторні та адгезивні молекули, безпосередньо взаємодіють із Т-

клітинами.  

2) Непряма презентація: екзосоми передають свої антигенні пептиди 

до молекул MHC реципієнтних APC. Після завантаження пептидів, 

отриманих з екзосом, реципієнтні APC презентують комплекси MHC-пептид 

Т-клітинам. Зрілі екзосоми, що вивільняються дендритними клітинами (DC), 

містять специфічні молекули адгезії, такі як MHC класу II, CD86 і молекула 

міжклітинної адгезії 1 (ICAM1). Усі вони залучені до підвищення активації 

Т-клітин і запуску вродженого протиракового імунного відповіду. 

3) Захоплені екзосоми залишаються на поверхні APC і демонструють 

свої комплекси MHC-пептид безпосередньо Т-клітинам, тоді як 

костимулюючі молекули забезпечуються самими APC [49]. 
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Рис 3.2 Роль екзосом у презентації антигену. Адаптовано з [49]. 

Екзосоми, які виділяють антигенпрезентуючі клітини, містять комплекси 

MHC II-антиген і можуть безпосередньо презентувати антиген CD4+ T-

клітинам. Вони також здатні переносити антиген до MHC II клітин-

реципієнтів (позначено червоною стрілкою), передавати антиген через 

процес перевдягання (помаранчева стрілка) та транспортувати MHC II-p до 

В-клітин (зелена стрілка). Хоча тут розглядаються лише MHC II і CD4+ T-

клітини, екзосомальний MHC I виконує аналогічну роль у регулюванні CD8+ 

T-клітин. 

 

1.3.3 Механізми внутрішньоклітинного поглинання екзосом 

Досі залишається невідомим, чи необхідно екзосомам 

інтерналізуватися в імунні або неімунні клітини для ініціювання клітинних 

реакцій. Наприклад, реакції, викликані видами РНК, залежать від 

інтерналізації. У свою чергу, клітинні відповіді, зумовлені 

мембранозв’язаними або розчинними FasL і TRAIL із екзосом, не 
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потребують інтерналізації. Вони залежать від юкстакринової чи розчинної 

сигналізації, що визначається розташуванням екзосом і їхньою тимчасовою 

адгезією до клітин [50]. Водночас у наукових джерелах існують різні точки 

зору щодо механізмів інтерналізації екзосом — шляхом злиття, рецептор-

залежного ендоцитозу, макропіноцитозу або фагоцитозу [50]. У більшості 

випадків екзосоми інтерналізуються клітиною-реципієнтом, після чого 

відбувається вивільнення їхнього вмісту. Цей процес є швидким і залежить 

від температури, значно уповільнюючись за умов охолодження [51]. 

Загалом, до інтерналізації екзосом залучені різні шляхи ендоцитозу. Зокрема, 

ендоцитоз, який опосередковується клатрином, базується на складному 

механізмі — залучається каркас зі структурних одиниць трискеліону 

(клатрину), що утворює вкриті клатрином везикули. Після інтерналізації ці 

везикули втрачають покриття та зливаються з ендосомами. Такий спосіб 

проникнення екзосом характерний для багатьох типів клітин: пухлинних 

клітин яєчників і товстої кишки, кардіоміоцитів, макрофагів, гепатоцитів, 

нейронів та епітеліальних клітин [52].  Залежність цього процесу від 

ключових учасників, наприклад динаміну-2, свідчить про критичну роль 

рецептор-залежного ендоцитозу. Динамін-2 формує структуру "коміра", 

необхідну для завершення процесу інвагінації мембрани [52]. Екзосоми 

також здатні зливатися з плазматичною мембраною клітини-мішені та 

вивільняти свій вміст безпосередньо в цитозоль.  (рис 3.3.) Цей механізм 

включає утворення первинного контакту між гідрофобними подвійними 

шарами мембран екзосоми та клітини, що поступово перетворюється на 

єдине ціле. Вважається, що білкові сімейства SNARE і Rab є активними 

медіаторами цього процесу. Крім того, компоненти поверхні екзосом, такі як 

ліпідні рафти, інтегрини й молекули адгезії, підтримують взаємодію і 

сприяють прикріпленню та злиттю мембран із клітиною-мішенню [52]. 

Сумісна локалізація екзосом із Rab53 або Lamp-1 свідчить про те, що після 
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інтерналізації вони активно взаємодіють із цитоплазматичними 

везикулами клітини [53].              

         
Рис. 3.3 Схема інтерналізації екзосом. Адаптовано з [52]. 

 

Інвагінація мембрани, пов'язана з ліпідними рафтами, є ключовим 

механізмом ендоцитозу, що забезпечує транспортування вантажу до ранньої 

ендосоми (рис.3.3) і впливає на поглинання екзосом [52].  Порушення 

метаболізму складних ліпідів спричиняє зміну захоплення екзосом 

ліпідними рафтами. Метил-β-циклодекстрин, який блокує транспорт 

холестерину всередині клітин, знижує поглинання екзосом клітинами раку 

молочної залози. Кавеолінозалежний ендоцитоз зумовлений інтегральними 

білками мембрани, відомими як кавеоліни, які формують невеликі 
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«пляшечки» або утворення омега-подібної форми на плазматичній мембрані, 

звані кавеолами [52]. Кавеоли забезпечують інтерналізацію кавеосом — 

великих везикул, багатих на гідрофобні та стійкі до детергентів мембранні 

ліпіди із вмістом холестерину та сфінголіпідів. Основними структурними 

білками кавеол є кавеолін-1, 2 і 3. Кавеолін-1 стимулює поглинання екзосом 

в епітеліальних клітинах, проте пригнічує їх захоплення у фібробластах та 

клітинах гліоми [52]. Ендоцитоз, опосередкований клатрином і кавеоліном, 

має спільні молекулярні компоненти, наприклад, динамін-2, що ускладнює 

їх розмежування [52]. Фагоцитоз здебільшого залучає великі частинки, такі 

як бактерії чи мертві клітини, але також здатний захоплювати дрібні об'єкти, 

зокрема екзосоми. Цей процес проходить поетапно: клітинна мембрана 

деформується, охоплюючи позаклітинний матеріал і формуючи фагосоми, 

які згодом транспортують внутрішній вантаж до лізосом. Для замикання 

фагосом необхідні ферменти фосфатидилінозитол-3-кіназа (PI3K) і 

фосфоліпаза С (PLC) [52]. Важливо відзначити, що актин, PI3K і динамін-2 

беруть участь як в ендоцитозі за допомогою клатрину, так і у фагоцитозі. 

Інтерналізовані екзосоми часто колокалізуються з маркерами Lamp-1, 

лізобісфосфатидною кислотою й Rab7 у пізніх аутофагосомах або 

ендосомальних і лізосомальних везикулах [50;52]. 

Під час макропіноцитозу плазматична мембрана утворює випинання, 

керовані актиновими філаментами, що призводить до інвагінації, яка 

неспецифічно захоплює позаклітинну рідину і дрібні частинки. Захоплення 

екзосом у процесі макропіноцитозу залежить від Na+ і PI3K, причому 

фармакологічне інгібування Na+/H+ обміну та активності PI3K, за 

допомогою інгібіторів EIPA і LY294002 відповідно, знижує ефективність 

цього процесу. Рекрутування Rac1 GTP-ази, опосередковане холестерином, 

функція Na+/H+ обміну і, в деяких випадках, динамін також регулюють 

макропіноцитоз [50;52]. Подальше дозрівання макропіносом 

супроводжується їх інтеграцією з лізосомами для деградації або 
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рециркуляцією назад до плазматичної мембрани. Поглинання екзосом може 

бути пов’язаним із макропіноцитозом у клітинах HeLa, підгрупах 

мікрогліальних клітин, де цей процес залежить від активності Na+/H+ 

обміну, а також у певній мірі в епітеліальних клітинах [50]. Різноманітні 

механізми проникнення екзосом здатні співіснувати. У пухлинних клітинах 

яєчників та меланоми поглинання екзосом відбувається переважно через 

ліпідні рафти, пов’язані з холестерином, проте паралельно можуть 

залучатися клатрин-опосередкований ендоцитоз, фагоцитоз і мікропіноцитоз 

[50]. 

 

1.4 Вплив екзосом на прогеніраторні гемопоетичні клітини. 
 

1.4.1 Гемопоез та гемопоетичні стовбурові клітини й клітини-

попередники.  
 

Гемопоез є складним регульованим біологічним процесом, що 

проходить у багатокомпонентних клітинних екосистемах. У цій системі 

взаємодія клітинних і неклітинних факторів забезпечує утворення всіх типів 

крові та імунних клітин як у стабільних умовах (гомеостаз), так і під час 

стресу. Встановлено, що гемопоетичні стовбурові клітини (ГСК) володіють 

унікальною здатністю до багатолінійної диференціації. Вони можуть 

розвиватися в попередників гемопоетичних клітин, які, у свою чергу, 

продукують зрілі кров'яні клітини, формуючи гемопоетичну ієрархію [54]. 

Особливе мікрооточення, відоме як гемопоетична ніша, відіграє важливу 

роль у підтримці та захисті ГСК, забезпечуючи динамічну регуляцію 

кровотворення та сприяючи утворенню різних зрілих клітин крові з цих 

стовбурових клітин. Відомо також, що злоякісні клітини здатні 

перебудовувати нішу, створюючи середовище, яке підтримує їхній ріст та 

пригнічує нормальний процес кровотворення. Упродовж останніх десятиліть 

значно розширились знання про компоненти ніші та її роль у розвитку 
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патологій кровотворної системи. Нині очевидно, що діяльність ГСК значною 

мірою залежить від активної взаємодії між ними та клітинами ніші [54]. 

Незважаючи на те що людські та мишачі ГСК характеризуються різними 

поверхневими маркерами, їхня функціональна активність визначається 

схожістю контролю з боку мікрооточення. Більшість ГСК перебувають у 

стані спокою. Перехід зі стану спокою в активований режим може 

викликатися змінами кисневого балансу, крововтратою чи впливом 

хіміотерапії й радіотерапії. Дані свідчать про те, що позаклітинні везикули  

відіграють ключову роль у регуляції функції кісткового мозку як за 

нормальних умов, так і після травм [54]. Гемопоез розпочинається із 

гемопоетичних стовбурових та прогеніторних клітин кісткового мозку 

(HSPC), які мають дві унікальні властивості: здатність до самовідновлення і 

диференціації в усі типи кров'яних клітин (еритроцити, 

мегакаріоцити/тромбоцити, лімфоцити B/T, моноцити/макрофаги, 

нейтрофіли/гранулоцити, еозинофіли та базофіли). Самовідновлення HSPC є 

критично важливим для підтримання гомеостазу, оскільки дозрілі клітини 

крові мають обмежений термін життя. HSPC можна виділити з кісткового 

мозку, пуповинної крові (UCB) або периферичної крові (PB) за допомогою 

процедури аферезу після мобілізації HSPC з кісткового мозку у периферичну 

кров під дією гранулоцитарного колонієстимулюючого фактора (G-CSF) [ 

55]. Прогеніторні клітини можуть бути одно-, дво- чи мультипотентними з 

обмеженим потенціалом для самовідновлення.  Залежно від здатності до 

самовідновлення HSPC поділяються на дві основні групи: довготермінові 

ГСК (LT-HSC), які мають високу здатність до самовідновлення, та 

короткотермінові ГСК (ST-HSC), що походять від LT-HSC і 

характеризуються обмеженою здатністю до самовідновлення. ST-HSC здатні 

диференціюватися в спільних попередників мієлоїдних (CMP) і лімфоїдних 

(CLP) ліній, забезпечуючи короткочасне кровотворення [55;56]. 
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Мезенхімальні стовбурові клітини виробляють широкий спектр 

паракринних агентів, дослідження свідчать, що низка сигнальних шляхів 

бере участь у регуляції експресії та продукції паракринних факторів, зокрема 

рецептори, пов’язані з активацією шляхів Akt, перетворювачем сигналу та 

активатором транскрипції (STAT), Tie2/Ang-1, p38-активованою мітогенами 

протеїнкіназою (MAPK) та фактором некрозу пухлин (TNF) [55]. МСК 

продукують паракринні фактори, які відіграють важливу роль у регуляції 

власної життєздатності клітин та пригніченні апоптозу, серед яких виявлено 

VEGF, FGF-2, ангіопоетин-1 (Ang-1) та фактор росту гепатоцитів (HGF). Ці 

фактори розглядаються як медіатори впливу гіпоксичного мікросередовища 

на МСК через шлях Akt-MSC, адже саме цей механізм зумовлює посилення 

їх експресії у відповідь на гіпоксію, підкреслюючи критичну роль 

сигналізації Akt у модулюванні продукції MSC-факторів [57]. Хемокіни 

CCL5 (RANTES) і CXCL12 також активують сигнальні шляхи STAT і беруть 

участь у забезпеченні виживання та проліферації гемопоетичних 

стовбурових та прогеніторних клітин (HSPC). Зокрема, CXCL12 активує 

STAT-5, тоді як CCL5 переважно впливає на STAT-1. Обидва хемокіни 

також залучають сигнальні шляхи MAPK. Крім того, дослідники розділили 

гемопоетичні фактори росту (HGF) на два типи за їх функцією: "висхідні" 

HGF сприяють проліферації HSPC із акцентом на асиметричний поділ клітин 

та  "низхідні" HGF які стимулюють диференціювання визначених 

попередникових клітин [55;58]. Останнім часом накопичується все більше 

доказів, що позаклітинні везикули (EV) є ключовими елементами 

міжклітинної сигналізації та зв’язку. Дані свідчать про те, що EV переносять 

біологічно активні молекули, зокрема РНК, білки, ліпіди та метаболіти, у 

міжклітинних середовищах і біологічних рідинах. З’ясовано, що EVs різного 

походження відіграють помітну роль у регуляції HSPC і гемопоетичних 

стовбурових клітин. Ба більше, сучасні дослідження вказують на 
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перспективну функцію EV як фізіологічних медіаторів для передачі сигналів 

через утворення імунологічного синапсу [54;59]. 

 

1.4.2 Роль екзосом в гемопоезі. 
 

Дослідження демонструють, що екзосоми виконують функцію 

фізіологічних посередників в імунологічному синапсі, граючи значну роль у 

клітинній передачі сигналів. Однак їх вплив на гемопоетичні процеси та 

сигнальні механізми гемопоетичних стовбурових клітин досі недостатньо 

зрозумілий. Секреція екзосом пов’язана з різноманітними біологічними 

процесами, такими як регуляція цитокінів, реакція на іонізуюче 

випромінювання та концентрацію кисню [60]. Наприклад, мобілізація 

гранулоцитарного колонієстимулюючого фактора (G-CSF) є стимулом, який 

посилює вивільнення везикул із попередників гемопоетичних клітин. G-CSF, 

що є цитокіном, стимулює секрецію екзосом із гемопоетичних клітин-

попередників [60;61].  Останні дослідження свідчать про те, що 

ендотеліальні клітини та мезенхімальні стовбурові клітини також здатні 

виробляти екзосоми, які містять miR-126 і проявляють проангіогенні 

властивості [62]. G-CSF сприяє мобілізації ГСК у периферичну кров, 

впливаючи на динаміку кістковомозкової ніші та регуляцію кісткоутворення 

за участі специфічних макрофагів у кістковому мозку (BM). Як 

загальновизнаний мобілізатор, G-CSF сприяє збільшенню кількості 

гемопоетичних стовбурових і HSPC у кістковому мозку та периферичній 

крові, стимулюючи мієлоїдний гемопоез і гранулопоез [54].   

Екзосоми відзначаються високим вмістом ліпідних компонентів, які 

беруть участь у метаболізмі арахідонової кислоти. Одним із таких 

компонентів є простагландин E2 (PGE2), що впливає на функції ГКС. 

Мається припущення, що PGE2, інтегрований в екзосоми, які секретують 

МСК, бере участь у регуляції кровотворної системи [59]. 
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МікроРНК, отримані з EVs (EVs-miRNAs), відіграють важливу роль у 

регулюванні гематопоетичної долі, особливо в процесах диференціації 

HSPC. Іншими словами, EVs здатні впливати на функціональну активність 

стовбурових клітин, передаючи біоактивні компоненти, зокрема мікроРНК. 

Одне з досліджень виявило, що miR-486, який відомий як регулятор 

еритроїдної диференціації, реагує на гіпоксичні умови в клітинах 

еритролейкемії. Таргетний ген Sirt1 для miR-486 може модулювати 

еритроїдну диференціацію за умов гіпоксії шляхом взаємодії з цим геном 

[63].  Крім того, мікроРНК, асоційовані з MSC-EV, сприяють виживанню 

клітин та їх проліферації, а також пригнічують апоптоз або диференціацію 

всіх гемопоетичних ліній. У системі спільного культивування було 

встановлено, що мікроРНК з MSC-EV підвищують міграцію CD34+ ГКС із 

периферичної крові до ніші кісткового мозку завдяки посиленню експресії 

хемокінового рецептора CXCR4 [64]. Однак інше дослідження припускає, 

що MSC-EV стимулюють диференціацію ГКС до мієлоїдних попередників 

через активацію Toll-подібного рецептора 4 (TLR4). Та змогли MSC-EV 

змогли зменшити  радіаційне пошкодження ГКС у мишей за рахунок 

стимуляції їх проліферації in vitro [65].  Специфічна дія MSC-EVs (особливо 

BM-MSC-EVs) у підтримці гомеостазу та мікрооточення кісткового мозку 

пов’язана з активною секрецією ряду мікроРНК, таких як miR143, miR10b, 

miR22, miR486 та miR21. Зокрема, miR143 володіє імуномодулюючою 

активністю, тоді як mir10b і miR22 контролюють диференціацію МСК. У той 

же час miR486 і miR21 залучені до процесів проліферації МСК та ангіогенної 

активності [64;66]. Екзосоми можуть регулювати долю стовбурових клітин 

шляхом передачі біоактивних компонентів, зокрема мікроРНК. Як зазначено 

в одному дослідженні, miR-486, який є відомим регулятором 

диференціювання еритроїдних клітин, проявляє реакцію на гіпоксичні умови 

в клітинах еритролейкемії. Ген Sirt1, який є мішенню для miR-486, може бути 

задіяний у регуляції еритроїдного диференціювання, спричиненого 
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гіпоксією, у клітинах еритролейкемії шляхом прямого впливу на Sirt1 [67].  

Встановлено, що рівень miR-486 суттєво підвищується у CD34+ клітинах при 

ХМЛ у порівнянні з нормальними CD34+ клітинами. Натомість блокування 

miR-486-5p призводило до інгібування росту CD34+ клітин як in vitro, так і 

in vivo, а також до зниження диференціювання й життєздатності еритроїдних 

клітин [67].  Значна експресія mir-29a спостерігається в екстравезикулах 

остеобластів, причому ця молекула націлена на гени, що регулюють апоптоз 

(BCL2), проліферацію (PTEN) та клітинний цикл (HBP1) [67;68]. Загалом, 

остеобластні EVs виступають джерелом мікроРНК, необхідної для 

проліферації клітин пуповинної крові людини. Під час старіння склад 

мікроРНК у EVs ніші кісткового мозку змінюється, що може сприяти віковій 

дисфункції стовбурових клітин. Встановлено, що EVs як молодих, так і 

старих мишей мають високу експресію мікроРНК. Під час експериментів in 

vitro було показано, що старі EV можуть ендоцитуватися первинними 

стромальними клітинами BM, що призводить до зниження їх 

проліферативної активності, інгібіції остеогенної диференціації, посилення 

процесів старіння клітин та зменшення експресії гемоксигенази-1 (Hmox1), 

критично важливого фермента катаболічного шляху гему й мішені miR-183-

5p [67;69]. Таким чином, з віком підвищення рівня miR-183 у BM-EVs 

впливає на придушення проліферації та сприяє старінню стромальних клітин 

і відповідної дисфункції стовбурових клітин [67;69].  

Лікування фармакологічними концентраціями гранулоцитарного 

колонієстимулюючого фактора, що застосовується для мобілізації 

гемопоетичних стовбурових клітин та клітин-попередників із подальшим їх 

збором і трансплантацією, спричиняє збільшення позаклітинних везикул, які 

містять високі рівні мікроРНК-126 у кістковому мозку [70]. Ці EV 

поглинаються стромальними клітинами, HSPC та ендотеліоцитами, 

доставляючи мікроРНК-126 у клітини. У свою чергу, вона регулює 

трансляційне інгібування молекули адгезії судинних клітин-1. Зниження 
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рівня цієї молекули адгезії разом з іншими сигнальними подіями призводить 

до зменшення адгезії HSPC і їх перерозподілу до периферичної крові. 

Експериментальні дослідження демонструють, що мікроРНК-126, яка 

міститься в EV, вивільнюваних мобілізованими CD34+ клітинами людини, 

має проангіогенні властивості та сприяє відновленню ішемії задніх кінцівок 

[70]. Старіння та окислювальний стрес змінюють склад мікроРНК у EV 

мікрооточення кісткового мозку, спричиняючи вікові дисфункції 

стовбурових клітин. Зокрема, було встановлено, що EV із кісткового мозку 

старих мишей містять підвищену кількість мікроРНК-183-5p. Ендоцитована 

стромальними клітинами кісткового мозку молодих мишей, ця мікроРНК 

спричиняє зменшення проліферативного потенціалу та інгібує остеогенне 

диференціювання через зниження рівнів гемоксигенази 1 – ферменту, 

необхідного для катаболізму гема [70]. Крім того, було виявлено, що 

мікровезикули, отримані з ембріональних стовбурових клітин мишей, 

збагачені транскриптами, асоційованими із плюрипотентністю (Wnt-3 та 

Oct-4). Вплив цих везикул на гемопоетичні клітини-попередники призводив 

до їх розширення [71]. Також було продемонстровано, що гемопоетичні 

клітини-попередники під дією мікровезикул із ембріональних стовбурових 

клітин підвищують експресію ранніх маркерів ГКС (SCL, HoxB4 і GATA2) 

та активують шляхи фосфорилювання MAPK p42/44 і серин-треонін-кінази 

AKT [70]. 

 

1.5 Вплив біологічно активних речовин екзосом на проліферативну 
активність та експресію генів.  
 

1.5.1 Вплив екзосом на апоптоз та проліферацію клітин. 

 

Хоча загалом екзосоми асоціюються зі стимуляцією проліферації 

клітин, в деяких дослідженнях виявлено їхню здатність пригнічувати ріст 

ракових клітин через апоптоз [72].  
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Апоптоз являє собою специфічний тип клітинної смерті, що 

регулюється білковими молекулами через ферментативну активність каспаз, 

таких як каспаза-3, -6 і -7. Цитотоксичні гранули Т-лімфоцитів і природних 

клітин-кілерів містять гранзими, які можуть ініціювати апоптоз клітин-

мішеней шляхом формування пор у цих клітинах за допомо гою дії 

перфорину. Основні механізми апоптозу розподіляються на внутрішній 

(мітохондріальний) шлях та зовнішній шлях, опосередкований рецепторами 

смерті [72]. Зокрема, білки сімейства Bcl-2, такі як Bax, Bak і Bcl-x, мають 

регуляторну функцію у внутрішньому механізмі апоптозу через вплив на 

мітохондрії. Водночас, запуск зовнішнього шляху здійснюється активацією 

рецепторів плазматичної мембрани, до яких належать Fas-рецептори та TNF-

рецептори разом із їхніми лігандами  [73]. У внутрішньому 

мітохондріальному шляху підвищення проникності зовнішньої мембрани 

мітохондрій сприяє вивільненню цитохрому C в цитоплазму. Вивільнений 

цитохром C активує білок Apaf-1, з яким він утворює апоптосому разом із 

каспазою-9. Цей протеїновий комплекс запускає активацію ефекторних 

каспаз, зокрема каспази-7, тим самим викликаючи апоптичну реакцію. Крім 

того, у цьому процесі існує альтернативний шлях, незалежний від дії каспаз, 

що здійснюється через фактор AIF (фактор, індукуючий апоптоз) [72]. 

Зовнішній апоптотичний шлях ґрунтується на олігомеризації та структурних 

змінах трансмембранних білків, які належать до суперсімейства рецепторів 

фактора некрозу пухлин (TNF). Їхня активація відбувається після 

зв’язування з лігандами, такими як FasL або TRAIL (ліганд TNF, що індукує 

апоптоз). У результаті формуються різні апоптотичні комплекси, до яких 

входять FasL, Fas, FADD, а також білкові комплекси каспази-8 і компоненти 

TNF-рецепторного сигналінгу (наприклад, TNFR1 і TRADD). Ці структури 

ініціюють каскад апоптотичних реакцій, що зрештою призводять до 

запрограмованої загибелі клітини [72]. 
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MSC-EV регулюють різні сигнальні шляхи через транспортування 

РНК, зокрема мРНК, мікроРНК, lncRNA і circRNA, впливаючи таким чином 

на процес апоптозу [72;74]. Наприклад, MSC-EV транспортують індуковану 

PTEN передбачувану кіназу 1 (PINK1) до кардіоміоцитів, активуючи 

протеїнкіназу А (PKA) і опосередкований мітохондріальним Na+/Ca2+ 

обмінником (NCLX) внутрішньоклітинний відтік Ca2+, регулюючи таким 

чином мітохондріальний кальцієвий гомеостаз [74]. Водночас некодуюча 

РНК у складі MSC-EV демонструє захисну дію відносно апоптозу 

кардіоміоцитів. Наприклад, miR-141 взаємодіє з PTEN для підвищення 

активності β-катеніну; miR-223 пригнічує експресію Sema3A і Stat3, а також 

впливає на запальні сигнальні шляхи; circ-RTN4 блокує miR-497-5p, що 

призводить до збільшення рівня експресії MG53, забезпечуючи 

молекулярний механізм запобігання апоптозу кардіоміоцитів, викликаного 

сепсисом [72;75;76]. Також було встановлено, що мікроРНК-126 у складі 

MSC-EV активує PI3K/Akt-сигнальний шлях, знижуючи апоптоз 

ендотеліальних клітин легень, а circ-FryI у MSC-EV сприяє експресії 

SIRT3/AMPK через інгібування miR-490-3p. LncRNA-p21 інгібує мікроРНК-

181, водночас посилюючи експресію SIRT1, що сприяє зменшенню гострих 

уражень легень, викликаних сепсисом [72]. У випадках гострого ураження 

нирок, пов'язаного із сепсисом, MSC-EV знижують рівень експресії кінази, 

пов’язаної з рецептором інтерлейкіну (IL)-1 (IRAK1), через транспортування 

мікроРНК-146b, інгібуючи таким чином IRAK1-опосередковану активність 

NF-κB і послаблюючи апоптоз клітин ниркових канальців [77].  

Виявлено що екзосоми, отримані від клітин раку підшлункової залози, 

стимулюють апоптоз через мітохондріальні шляхи. Антипроліферативний 

ефект цих екзосом зумовлений зниженням рівня hes-1 та активацією PTEN і 

GSK-3b. Припускається також, що специфічний ліпідний склад екзосом, 

зокрема вміст холестерину, цераміду й сфінгомієліну, сприяє активації 

каспази-3 та каспази-9 [78].  
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Крім того, екзосоми та ентеротоксин B можуть сприяти посиленню 

процесів некрозу пухлинної тканини у мишачих моделях раку молочної 

залози. Екзосоми, отримані від клітинних ліній раку передміхурової залози, 

експресують FasL, що індукує апоптоз у CTL, дозволяючи пухлинним 

клітинам уникати дії імунної системи [78]. Екзосоми, виділені з клітин 

кардіопротеїктивного походження (CDC-Exos), виявили здатність 

зменшувати пошкодження міокарда, спричинені гострим інфарктом 

міокарда (ГІМ). Ці екзосоми полегшують окислювальний стрес, знижують 

рівень апоптозу клітин, запобігають несприятливому ремоделюванню 

шлуночків і сприяють ангіогенезу після ішемічного ушкодження серця [79]. 

Дослідження також продемонстрували, що екзосоми, отримані з 

культивованих експлантатів плаценти або плазми вагітних жінок, мають 

FasL і TRAIL на своїй поверхні. Ці молекули здатні індукувати апоптоз у Т-

клітинах  через механізми пригнічення NF-κB, CD3ζ і JAK3 [80]. Пряма 

інтерналізація екзосом забезпечує перенесення їхнього генетичного 

матеріалу, який включає функціональні білки, РНК, мРНК, мікроРНК і 

транскрипційні фактори, до цитоплазми клітин-мішеней. Це може 

активувати сигнальні шляхи, такі як мітоген-активовані протеїнкінази 

(MAPK) або позаклітинно регульовані кінази (ERK), а також 

PI3K/протеїнкінази B (Akt), що відіграють ключову роль у підтримці 

клітинної життєздатності, проліферації та диференціації. Крім цього, 

екзосоми можуть модулювати експресію генів у клітинах-реципієнтах 

шляхом передачі мікроРНК, які впливають на стабільність і трансляцію 

мРНК. Наприклад, мікроРНК-21 у складі екзосом регулює експресію PTEN, 

активуючи шлях PI3K/Akt. Таким чином, біологічно активні молекули в 

складі екзосом чинять багатогранний вплив на клітини-мішені через 

передачу активованих рецепторів та індукцію епігенетичних змін, 

демонструючи складність і високу специфічність екзосомально 

опосередкованої міжклітинної комунікації [81]. 



39 
 

39 
 

1.5.2 Вплив РНК екзосом на експресію генів.  

Відповідно до різноманітних наукових досліджень, ендогенні 

мікроРНК здійснюють безпосередній вплив на експресію генів у ядрі на рівні 

транскрипції, доповнюючи свою добре відому роль у посттранскрипційній 

регуляції мРНК у цитоплазмі. Особливу увагу привертають екзосомальні 

мікроРНК, які здатні модулювати експресію елементів епігенетичних 

механізмів через вплив на ферменти, пов’язані з епігенетикою. До таких 

ферментів належать ДНК-метилтрансферази (DNMT), гістондеацетилази, 

гістонметилтрансферази та ферменти транслокації TET [82]. Протягом 

останніх років значення мікроРНК у процесах епігенетичної регуляції, таких 

як метилювання та деметилювання ДНК, РНК-модифікація і модифікація 

гістонів, отримало значне наукове визнання. Зокрема, встановлено, що 

мікроРНК здатні впливати на глобальний профіль метилювання геному 

шляхом регулювання експресії ферментів, відповідальних за метилювання 

ДНК. МіРНК-29b була першою ідентифікованою епігенетичною мікроРНК і 

виявлена як агент глобального гіпометилювання ДНК [82]. Її дія 

проявляється через пригнічення експресії DNMT, що досягається як прямим 

націлюванням на 3'-UTR-області генів DNMT3A та DNMT3B, так і 

опосередкованим механізмом через специфічний білок 1 (Sp1), котрий є 

активатором транскрипції DNMT1 [83]. Окрім впливу на ДНК-

метилтрансферази, мікроРНК також здатні регулювати процеси модифікації 

гістонів. Результати біоінформаційного аналізу свідчать, що такі гістонові 

мітки, як H3K4me1, H3K27me3, H3K27ac, H3K9ac, H3K4me3 і H2AZ, 

зазнають регуляції з боку мікроРНК під час сперматогенезу у людини 

[82;84]. МікроРНК також відіграють центральну роль у регуляції клітинного 

циклу ембріональних стовбурових клітин (ЕСК). Зокрема, такі кластери, як 

miR-290-295, miR-302, miR-17-92, miR-106b-25, miR-106a-363 і сімейство let-

7, є найбільш поширеними серед ЕСК і становлять приблизно 70% 

загального пулу молекул мікроРНК [85]. 
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Екзосоми, утворені пухлинними клітинами, здатні стимулювати ріст 

пухлини через безпосередню активацію механізмів сигналізації, таких як 

фосфорильована фосфатидилінозитол 3-кіназа/протеїнкіназа B (PI3K/AKT) 

або мітоген-активована протеїнкіназа/екстраклітинна сигнально-

регульована кіназа (MAPK/ERK), які забезпечують підтримку проліферації 

пухлинних клітин [82]. Встановлено, що екзосомальний білковий кластер 

CD97 залучений у проліферативні процеси через активацію MAPK. Подібну 

активацію PI3K/AKT і MAPK/ERK також зафіксували екзосоми, отримані з 

клітин раку сечового міхура та плоскоклітинної карциноми порожнини рота. 

Крім стимуляції проліферації, екзосоми з пухлинних клітин можуть 

змінювати мікрооточення, сприяючи інвазії та поширенню захворювання. 

Наприклад, екзосоми клітин раку простати здатні трансформувати 

фібробласти в активовані фібробласти або міофібробласти через 

перенесення TGF-β у позаклітинне середовище [82]. Екзосоми з клітин 

лейкемії демонструють надмірну експресію miR-92a (міРНК із кластера mir-

17–92), яка при потраплянні в ендотеліальні клітини збільшує їх рухливість 

і формування трубок. До того ж екзосоми можуть транспортувати Delta-like 

4, мембранозв’язаний ліганд Notch, який критично впливає на формування 

судин та процес ангіогенезу навіть у віддалених клітинах через тривимірний 

колагеновий матрикс [86]. 

 Неконтрольована проліферація клітин, зумовлена дією екзосом, 

призводить до дефіциту кисню та поживних речовин у пухлинному 

мікрооточення, що в свою чергу викликає гіпоксію. Цей стан сприяє 

переходу клітин від епітеліального до мезенхімального фенотипу, а також 

формуванню більш інвазивних характеристик. Для забезпечення власного 

існування та розвитку латентної метастатичної активності пухлина потребує 

створення неоваскуляризації, яка гарантує належне постачання киснем і 

поживними речовинами [82;87). 
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МікроРНК, які виявляються в екзосомах, такі як miR-9, miR-21, miR-

23a, miR-29b, miR-92a, miR-103, miR-105, miR-126, miR-132, miR-135b, miR-

155, мікроРНК-210, мікроРНК-221, а також певні цитокіни (наприклад, 

інтерлейкіни: IL-6, IL-8 та IL-10; TNF-α, TGF-β, FGF2 і VEGF), були 

ідентифіковані як ключові проангіогенні фактори. Вони активно 

залучаються до процесів неоваскуляризації та формування метастазів [82]. 

Наприклад, екзосомальна мікроРНК-9, яка синтезується пухлинними 

клітинами, стимулює активацію сигнального шляху Янус-

кінази/перетворювачів сигналу та активаторів транскрипції через цитокіни. 

Такі механізми регуляції на рівні п’яти супресорних сигналів підтримують 

процес ангіогенезу пухлини [88]. Екзосомальний онко-міР-21 відіграє 

важливу роль у запуску сигнального шляху активації перетворювачів 

сигналу та активаторів транскрипції 3 у клітинах-реципієнтах. Це 

призводить до підвищення експресії рецепторів VEGF, що підкреслює 

критичну роль мікроРНК-21 в ангіогенезі. Більш того, надекспресія онко-

міР-21 позитивно впливає на антиапоптотичний білок Bcl-2 і пригнічення 

функції білка-супресора пухлин р53. Підвищений рівень мікроРНК-21 

корелює з агресивнішою клінічною картиною – зокрема із прогресуючими 

метастазами та несприятливим прогнозом у пацієнтів з раком молочної 

залози і легенів [82;89]. 
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РОЗДІЛ 2.                                                                                                      

ОБ’ЄКТИ, МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ  
 
2.1 Характеристика об'єкту дослідження 
 
Об’єктом дослідження експериментальної роботи були екзосоми 

мезенхімальних стовбурових. Предметом дослідження є вплив екзосом  на 

імунні клітини організму.  
 
 2.2 Матеріали дослідження 
 

2.2.1. Розчини та реактиви. 

У роботі було використано наступні реактиви та розчини: 
• Еозин; 

• Метиленовий синій; 

• Етиловий спирт (96%); 

• Дистильована вода; 

• Розчин фарби Романовського-Гімзи; 

• Розчин 5% цитрату натрію; 

• Добова культура МО; 

• Крижана оцтова кислота  

 

2.2.2. Живильні середовища та сироватки.  

У роботі було використано наступні поживні середовища: 
• Середовище 199; 

• комплемент морської свинки; 

• Інактивована ембріональна теляча сироватка (FBS). 

2.2.3. Обладнання та витратні матеріали.   

У роботі було використано таке лабораторне обладнання та приладдя: 
• Терасакі 72-лункові планшети; 

• Центрифуга; 
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• Мікроскоп; 

• Термостат; 

• Ламінарна шафа; 

• Камера для культивування клітин; 

• Предметні скельця; 

• Покривні скельця; 

• Центрифужні пробірки; 

• Епендорфи; 

• Плашки для культивування; 

• Стерильні шприці; 

• Самплери; 

• Компютер з наявними програмами Microsoft Office Excel 2010 та 

Statistica 10; 

• Рукавички, маски, халати; 

• Флакони; 

• Газова горілка; 

• Холодильник.  
 

2.3 Біологічні об’єкти, які були використанні у дослідженні.  

Під час виконання експериментальної роботи використовувались щури 

які були надані кафедрою молекулярної біології та біотехнології ХНУ ім. В.Н. 

Каразіна.  
У дослідах використовувались щури 3 місячного віку (9-10 тижнів), із масою 

250 - 400 г, 3 групи по 8 особин. Забій проводився шляхом цервікальної 

дислокації.  

1 група – контрольна (n = 8) 

2 група – викликали запальний процес ін'єкціями ЛПС (4 рази) (n = 8) 

3 група – внутрішньо очеревино вводили екзосоми (4 рази) (n = 8) 
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Усі експериментальні процедури, що передбачали роботу з живими 

тваринами, виконувалися відповідно до протоколів, ухвалених Національним 

інститутом здоров’я щодо етичного поводження з лабораторними тваринами. 

Усі дії здійснювалися у повній відповідності до вимог чинного законодавства, 

приписів і нормативних актів, встановлених Європейською конвенцією про 

захист тварин, які використовуються для експериментальних і наукових цілей 

(86/609/EEC). 
 
2.4 Методи досліджень 
 

2.3.1. Фагоцитарна активність нейтрофілів в кисненезалежному 
фагоцитозі. 
 

Фагоцитарну активність нейтрофілів визначали за хемотаксисом, 

адгезією і ендоцитозом антигену. У пробірку, що містить 0,1 мл 5% розчину 

цитрату натрію, додали  0,2 мл  крові та додали 0,1 мл суспензії 

мікроорганізмів. Інкубували 30 та 120 хв при температурі 37°С. Після 

інкубації готували мазки, які фіксували етиловим спиртом (96%) та фарбували 

за Романовським-Гімзою. Мазки промивали дистильованою водою. 

Проводили підрахунок 200 клітин за збільшення х1000. 

Хемотаксис оцінювали за показником фагоцитарного індексу (ФІ, %), 

який характеризував кількість нейтрофілів, що беруть участь в процесі 

фагоцитозу, виражених у відсотках від загальної кількості нейтрофілів крові. 

Адгезію оцінювали за показником фагоцитарного числа (ФЧ, ум. од.), яке 

відображало середню кількість клітин антигену, поглинених одним 

нейтрофілом. Ендоцитоз оцінювали за показником індексу завершеності 

фагоцитозу (ІЗФ, ум. од.), який відображав перетравлюючи здатність 

нейтрофілів, і розраховували за співвідношенням фагоцитарного числа через 

30 хвилин до фагоцитарного числа через 120 хвилин.  

 
2.3.2.  Визначення ступеня лімфоцитотоксичності. 
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Лімфоцитоксичність визначали за ступенем деструкції клітинних 

мембран лімфоцитів після їх інкубації з аутосироваткою у присутності білків 

комплементу. Реакцію здійснювали з використанням виділених в градієнті 

щільності 1,077 г/см3 фікол – верографін лімфоцитів периферичної крові 

об’ємом 100 мкл (клітин до 106) і сироватки крові об’ємом 100 мкл із 

додаванням до інкубованої суспензії 50 мкл комплементу морської свинки для 

отримання взаємодіючих компонентів антиген + антитіло + комплемент (АГ + 

АТ + К). Інкубували 15 хвилин, після чого додавали по 20 мкл барвників 

еозину та метиленового синього. Через 2 години під світловим мікроскопом 

(збільшення х400) проводили підрахунок 100 клітин, серед яких відмічали 

клітини із зруйнованою інтенсивно забарвленою мембраною (мертві клітини) 

і живі нефарбовані клітини. За співвідношенням забарвлених і незабарвлених 

клітин оцінювали ступінь лімфоцитотоксчиності. Ступінь 

лімфоцитотоксичності визначали за методом Терасакі за цитотоксичним 

ефектом компонентів аутосироватки на аутолімфоцити у присутності 

екзогенного комплементу. 

 
 

2.3.3.  Визначення проліферативної активності лейкоцитів в 
культурі in vitro. 
 

Проліферативну активність лейкоцитів оцінювали in vitro після введення 

тваринам ЛПС та екзосом. Для культивування використовували середовище 

199 у кількості 4 мл, доповнене 0,5 мл інактивованої ембріональної телячої 

сироватки. До суміші додавали 40 мл гепаринізованої крові тварин. 

Лімфоцити інкубували протягом 72 годин за температури 37 °C. Після цього 

вміст флаконів центрифугували при 1500 об/хв, видаляли надосадову рідину, 

а осад фіксували за допомогою суміші 96% етанолу та крижаної оцтової 

кислоти у співвідношенні 3:1. Після фіксації клітинний дебрис змивали, а з 

осаду готували препарати, наносячи його на предметне скло. Препарати 

фарбували методом Романовського-Гімза протягом 30 хвилин. Під 
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мікроскопом визначали кількість малих і великих лімфоцитів, 

використовуючи світлову мікроскопію. Вміст великих лімфоцитів виражали у 

відсотках до загальної кількості лімфоцитів. Також рахували малі лімфоцити, 

що утворилися внаслідок мітотичного поділу великих нормобластів. 

Остаточно визначали індекс проліферації. 

2.3.4.  Статистична обробка результатів дослідження.  
 

Для статистичної обробки результатів досліджень застосовували як 

параметричні, так і непараметричні методи варіаційної статистики, із 

попередньою перевіркою показників на відповідність нормальному розподілу. 

Для опису отриманих вибірок обчислювали середнє значення (М), стандартне 

відхилення (SD), стандартну помилку середнього (m) та враховували обсяг 

вибірки. Статистичну значущість відмінностей між двома групами даних, що 

не відповідали нормальному розподілу, визначали за допомогою 

непараметричного U-критерію Манна-Уїтні (для малих і середніх вибірок, n ≤ 

30). Для даних, які відповідали нормальному розподілу, використовували 

параметричний критерій Стьюдента. Аналіз та графічна візуалізація 

результатів виконувались за допомогою програм Microsoft Office Excel 2010 

та Statistica 10 (Statsoft, США). Відмінності між даними контрольних та 

експериментальних варіантів вважали статистично значущими за умови p < 

0,05. 
 

РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ І ОБГОВОРЕННЯ 
 
3.1 Дослідження фагоцитарної ланки імунітету у експериментальних 
тварин.  
 

Дослідження фагоцитарної ланки імунної системи в експериментальних 

тварин після індукції запального процесу шляхом введення ліпополісахариду 

(ЛПС) та екзосом продемонструвало достовірну активацію фагоцитарної 

активності нейтрофілів у тварин, яким було введено екзосоми. Основними 
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мішенями для фагоцитів у даному процесі є молекули DAMP, які формуються 

в умовах неінфекційного запалення. У тварин з ЛПС-індукованим запаленням, 

на початковій стадії цього процесу, що характеризується альтерацією тканини, 

не спостерігалося істотного підвищення фагоцитарного індексу (76,6 ± 3,3) або 

індексу завершеності фагоцитозу (0,98). Для порівняння, у інтактних тварин 

відповідні показники складали: фагоцитарний індекс – 80,2 ± 2,4, фагоцитарне 

число – 2,9, а індекс завершеності фагоцитозу – 1,0. Водночас у групі тварин, 

яким було введено екзосоми, спостерігали виражену активацію запального 

процесу та суттєве підвищення функціональної активності фагоцитів. 

Зокрема, ці модифікації проявлялися збільшенням фагоцитарного індексу до 

86,9 ± 4,4, підвищенням фагоцитарного числа до 4,7 та зростанням індексу 

завершеності фагоцитозу до 1,22. 

 
Рис.3.1. Зміна фагоцитарного індексу після введення ЛПС та екзосом 

МСК. 
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Рис.3.2. Зміна фагоцитарного числа після введення ЛПС та екзосом МСК. 

 

 
Рис. 3.3. Зміна індексу завершеності фагоцитозу після введення ЛПС та 

екзосом МСК. 

 

 

3.2. Зміна гуморальних показників у експериментальних тварин 

після введення ЛПС та екзосом МСК. 
 
Дослідження ступеня лімфоцитотоксичності компонентів сироватки DAMP, 
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показало значний вплив екзосом на підвищення цитотоксичності. Найвищі 

показники лімфоцитотоксичності вказують на накопичення факторів, які 

опсонізують антигени та входять до складу циркулюючих імунних 

комплексів. 

 
Рис. 3.4. Ступінь лімфоцитотоксичності сироваткових компонентів.  

 

3.3. Проліферативна активність лімфоцитів в культурі in vitro.  
 

У групі тварин, яким вводили ЛПС при тривалому завершенні запального 

процесу, спостерігався процес проліферації, який супроводжувався частковою 

регенерацією за рахунок утворення сполучної тканини. Цей етап тривав 

протягом восьми тижнів. Водночас у групі тварин, які отримували екзосоми, 

збагачені мікроРНК-181а, регенеративні процеси відбувалися швидше. У цих 

тварин також була зафіксована підвищена проліферативна активність 

лейкоцитів периферичної крові під час культивування in vitro. Введення 

екзосом сприяло скороченню тривалості запального процесу. У тварин, яким 

вводили ЛПС, рівень утворення великих лімфоцитів завдяки S-синтетичній 

фазі клітинного циклу залишався в межах референтних значень. Через 48 

годин після впливу екзосом у клітинах спостерігався інтенсивний синтез ДНК 

у S-періоді клітинного циклу, а також суттєве збільшення кількості 
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нормобластних клітин у культурі. Дія ЛПС лише незначною мірою 

посилювала кількість малих лімфоцитів за рахунок проліферації. Натомість 

екзосоми справляли значний вплив на збільшення малих лімфоцитів шляхом 

активації проліферативної активності нормобластних клітин. Таким чином, 

екзосоми суттєво стимулювали проліферативний потенціал 

імунокомпетентних лімфоцитів in vitro. Фактори, що містилися в екзосомах, 

активували синтетичну активність лімфоцитів у культурі in vitro.  
 

 
Рис. 3.5. Проліферативна активність великих лімфоцитів під дією екзосом та 
ЛСП.  

 
Рис. 3.5. Проліферативна активність малих лімфоцитів під дією екзосом та 
ЛСП. 
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УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 
 
Дослідження функціональної активності фагоцитарної ланки імунітету в 

експериментальних тварин після введення ліпополісахариду (ЛПС) та екзосом 

підтвердило значну роль екзосом як активаторів імунної відповіді. Порівняння 

показників фагоцитарної активності між групами тварин, яким вводили ЛПС 

та екзосоми, виявило суттєві відмінності, що свідчать про вплив екзосом на 

функціонування імунокомпетентних клітин. У тварин, яким вводили ЛПС, на 

ранній стадії запального процесу не відзначалося значного підвищення 

фагоцитарного індексу або завершеності фагоцитозу. Ці дані свідчать, що 

індукція запалення ЛПС, хоч і викликає реакцію фагоцитів, не стимулює їхню 

функціональну активність у тій мірі, як це відбувається при введенні екзосом. 

Водночас у тварин, які отримували екзосоми, спостерігалася підвищена 

активація запального процесу та посилення фагоцитарної активності, що 

підтверджується підвищенням фагоцитарного індексу до 86,9 ± 4,4 та 

завершеності фагоцитозу до 1,22. Здатність екзосом ефективно підсилювати 

перетравлюючу активність гранзимних ферментів фагоцитуючих нейтрофілів 

вказує на метаболічні та імуномодулюючі властивості екзосом, які містять 

різноманітні метаболіти, отримані з мезенхімальних стромальних клітин. 

Оцінка гуморальних показників показала значний вплив екзосом на 

лімфоцитотоксичність компонентів сироватки. Високі показники 

лімфоцитотоксичності можуть бути пояснені збільшенням кількості DAMP-

молекул, які опсонізують антигени та формують циркулюючі імунні 

комплекси. Ці зміни вказують на потенційний механізм дії екзосом через 

підвищення цитотоксичної активності імунних клітин. Дослідження 

проліферативної активності лімфоцитів in vitro підтвердило, що екзосоми 

суттєво активують синтетичну активність лімфоцитів, що проявляється 

підвищенням синтезу ДНК у S-періоді клітинного циклу. Збільшення кількості 

нормобластних клітин та малих лімфоцитів у культурі свідчить про 

стимуляцію проліферативного потенціалу імунокомпетентних клітин. Це, у 
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свою чергу, може пояснювати скорочення тривалості запального процесу у 

тварин, які отримували екзосоми. Таким чином, отримані результати 

підтверджують, що екзосоми здатні модулювати імунну відповідь через 

активацію фагоцитів, підвищення лімфоцитотоксичності компонентів 

сироватки та стимуляцію проліферативної активності лімфоцитів. Виявлений 

стимулюючий ефект екзосом, які містять певні метаболіти МСК, зокрема 

мікроРНК малої молекулярної маси, відкриває перспективи для розробки 

технології їх використання з метою посилення проліферативного потенціалу 

Т-лімфоцитів. 
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ВИСНОВКИ 

1. Виявили  що екзосоми МСК мають більш виражений вплив на функції 

нейтрофілів порівняно з ЛПС. Екзосоми стимулювали як ранні фази 

фагоцитозу (хемотаксис, адгезія), так і пізні фази, пов'язані з 

деградацією фагоцитованих частинок. 

2.  Дослідження показало, що екзосоми (збагачені мікроРНК-181а) мають 

більш виражений  виражений стимулюючий ефект на проліферацію 

лімфоцитів та регенерацію тканин порівняно з ЛПС. 

3. Встановили що екзосоми, які утворюються під час неінфекційного 

запалення, значно підвищують лімфоцитотоксичність сироватки. 
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