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Мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки (МСК) оправданно привлекают широкое внимание специалистов 
в области регенеративной медицины и клеточной терапии из-за способности к самообновлению, многолинейной дифферен-
цировке и иммунной регуляции. Биологические эффекты МСК значительно варьируют при различных физиологических и па-
тологических состояниях и во многом определяются уровнем экспрессии различных регуляторных факторов, участвующих 
в межклеточной коммуникации и совокупно известных как секретом. Секретом МСК представляет собой динамическую 
систему - набор факторов, состав которого в значительной степени может изменяться в ответ на изменение клеточного 
микроокружения и развитие сенесцентных изменений в клетках, что объясняет его значимый биологический эффект и 
влияние на процесс хронического неспецифического воспаления в окружающих тканях. Учитывая появляющиеся данные о 
возможности и преимуществах использования секретома МСК с терапевтической целью, важно оценивать его возможные 
изменения, обусловленные вероятным накоплением сенесцентных клеток, что потенциально способно привести к развитию 
и усугублению низкоуровневого воспаления. Обзор посвящён анализу методов исследования секретома МСК, оценке его диа-
гностического значения при потенциальном применении секретома как бесклеточного продукта в различных клинических ус-
ловиях. Поиск литературных источников проводился по базам данных Scopus, Web of Science, MedLine, The Cochrane Library, 
EMBASE, Global Health, CyberLeninka, РИНЦ.
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Multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) reasonably attract wide attention of specialists in the field of regenerative medicine 
and cell therapy due to their ability to self-renewal, multilinear differentiation, and immune regulation. MSCs biological effects vary 
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significantly under different physiological and pathological conditions and are largely determined by expression of plenty regulatory 
factors involved in intercellular communication known as secretome and critical for the regulation of key biological processes. 
Secretome MSC is a dynamic system - a set of factors, the composition of which can largely change in response to changes in the 
cellular microenvironment, which explains the significant biological effect of the secretome. Modeling the functional properties of 
MSCs during the development of cell senescence to a certain extent creates conditions for the development and progression of chronic 
nonspecific inflammation in surrounding tissues, which is due not only to senescent changes in the cells themselves, but also to changes 
in the cellular microenvironment in the process of accumulation of senescent cells. Given the emerging data on the possibility and 
benefits of using the MSC secretome for therapeutic purposes, it is extremely important to evaluate its possible changes due to the 
likely accumulation of senescent cells, which can potentially lead to the development and exacerbation of low-level inflammation. This 
review is devoted to analysis of methods for studying MSC secretome, as well as their diagnostic value in the potential use of secretome 
as a cell-free product in various clinical settings. The literature sources search was carried out in the Scopus, Web of Science, MedLine, 
The Cochrane Library, EMBASE, Global Health, CyberLeninka, RSCI databases.
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Введение. В последние десятилетия ожидаемая про-
должительность жизни во всем мире существенно воз-
росла, что обусловливает актуальность методов ранней 
диагностики и коррекции возраст-зависимых состоя-
ний и хронических заболеваний [1] .

Повышенное внимание сегодня уделяется изуче-
нию клеточных и молекулярных аспектов старения, в 
особенности, проблемам инфламейджинга - хрониче-
ского асептического неспецифического воспаления, 
ассоциированного с возрастом . Предполагается, что 
инфламейджинг является следствием активации врож-
дённого иммунитета и снижения адаптивного имму-
нитета без экзогенных стимулов . В качестве одного из 
ключевых драйверов инфламейджинга сегодня рассма-
тривают изменения экстраклеточного матрикса, в том 
числе, связанного с формированием особого секре-
торного профиля, специфичного для старения (SASP) 
[2] . Данная гипотеза подтверждается общностью ряда 
патогенетических звеньев воспалительного процесса 
при возраст-ассоциированных заболеваниях [3,4] . Не-
смотря на подтверждённые комплексные изменения в 
«хрупких» сенесцентных клетках на молекулярном и 
морфологическом уровне, в том числе, укорочение те-
ломер, накопление оксида азота (NO) и активных форм 
кислорода (АФК), изменение формы и увеличение раз-
мера клеток, активное образование клеточного дебри-
са,  их идентификация продолжает оставаться сложной 
задачей, поскольку в настоящее время ни один из опре-
делённых маркёров сенесцентности не является сугубо 
специфичным для старения [5] .

В последние десятилетия существенное внимание 
учёных и клиницистов в регуляции процессов хрони-
ческого неспецифического воспаления сфокусировано 
на исследовании участия мезенхимальных стромаль-
ных/стволовых клеток (МСК), регулирующих работу 
иммунной системы как паракринным способом, так 
и прямым взаимодействием через межклеточные кон-
такты [6, 7] . По аналогии с иными клетками организ-
ма, МСК имеют ограниченный пролиферативный по-
тенциал и подвержены старению, в качестве одного из 
элементов которого сегодня рассматривается переход 
клеток к состоянию сенесцентности или «клеточной 
хрупкости» . При культивировании МСК, выделенных 
из любого источника, продукт их секреции - секретом 
с везикулярными элементами клеточного происхожде-
ния, попадает в состав регенеративной кондициониро-
ванной среды (КС) и после выделения может являться 
предметом тщательного анализа . Исследованию секре-
тома, как диагностического маркёра патологических 
и ассоциированных с клеточным сенесценсом состоя-
ний, уделяется неоправданно мало внимания . Изучение 
особенностей клеточного секретома обладает рядом 
существенных преимуществ по сравнению с исследо-
ванием самих клеток, представляя информативный ис-
точник данных как о состоянии МСК, так и их донора .

В обзоре рассмотрены методы выделения и иссле-
дования компонентов секретома, его специфические 
признаки, которые могут иметь диагностическое зна-
чение для заболеваний, ассоциированных с возрастом .

Секретом МСК: состав и основные свойства. 
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Для поддержания своей клеточной ниши МСК кон-
ститутивно выделяют во внеклеточное пространство 
сложный коктейль хемокинов, факторов роста, про- и 
противовоспалительных цитокинов, известный как 
секретом [8] . В исследованиях  F .J . Vizoso и соавт . [8], 
L . Beer  и соавт . [9] подтверждено многообразие соста-
ва секретома (рис . 1) . Так,  секретом МСК содержит в 
своем составе растворимые белки, свободные нуклеи-
новые кислоты, липиды, внеклеточные везикулы . По-
следние могут быть подразделены на экзосомы, микро-
везикулы, апоптотические тельца, классифицируемые 
на основе их размера и биогенеза [10] .

Воздействие МСК на клетки иммунной системы 
обусловлено, прежде всего, их составом (рис . 1), пара-
кринными эффектами секретома и его иммуномодули-

рующим и регенераторным действием (рис . 2) [6-8] .
Секретом отдельных МСК в различных тканях спец-

ифичен и изменяется в ответ на колебания физиологи-
ческих состояний ткани и клетки, с возрастом и при на-
личии патологических изменений . Возраст донора кле-
ток оказывает определяющее влияние на секреторный 
профиль его МСК . Исчерпание пролиферативного по-
тенциала МСК с переходом в состояние сенесцентно-
сти почти всегда сопровождает изменение секретома, 
особенно в отношении микроРНК (миРНК) . МиРНК 
стали предметом пристального внимания в связи с их 
ролью в различных возраст-ассоциированных забо-
леваниях, что обусловлено различным профилем экс-
прессии при переходе клеток в сенесцентное состояние 
и при развитии старения .

Рис . 1 . Состав секретома .
CD - кластер дифференцировки, TS101 - фактор восприимчивости к опухоли 101, TS - тромбоспондин, Flotillin - флотилин, Alix - белок, взаимодейству-
ющий с 6 программируемой гибелью клеток, ESCORT3 - эндосомальный сортировочный комплекс, необходимый для транспорта-3, ARF6 - фактор АДФ 
- рибозилирования, VAMP3 - ассоциированный с везикулами мембранный белок 3, ANX - аннексин V, PS - фосфатидилсерин [8] .

Рис . 2 . Плейотропные эффекты МСК на примере клеток, происходящих из жировой ткани .
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Особенности экспрессии микроРНК позволяют 
определять как модулирующие сенесценс, так и кор-
релирующие с ним миРНК, ингибирующие ключевые 
белки в путях сенесценса (рис . 3) .

Для ассоциированного со старением секреторного 
фенотипа (SASP) свойственно более высокое содержа-
ние внеклеточных везикул (ЭВ) и уменьшение их раз-
мера [10] . Наиболее значимым отличием от секретома 
клеток без сенесцентных изменений является изменен-
ный баланс цитокинов, смещающийся в сторону про-
воспалительного фенотипа [3] . Результатом постоян-
ного выброса SASP становится инфламейджинг - хро-
ническое субклиническое воспалительное состояние 
тканей, развивающееся асептически без экзогенных 
стимулов . Характер взаимосвязи между инфламейд-
жингом и отдельными заболеваниями в настоящее вре-
мя является предметом активного изучения [2, 11] .

Методы исследования секретома. При анализе 
секретома культивированных клеток большое зна-
чение имеет состав питательной среды: культивация 
клеток млекопитающих требует присутствия в среде 
белковых или сывороточных добавок, что может из-
менять состав идентифицируемого секретома и значи-
тельно усложнять диагностическую задачу . Это было 
продемонстрировано в работах S . Nonnis и соавт . [12], 
что позволяет говорить о целесообразности перевода 
клеток млекопитающих на 12-18 часов на бессыворо-
точную среду перед выполнением анализа, после чего 
сбор кондиционированной среды для анализа  может 
быть проведен .

Спектр методов исследования секретома различных 
клеток значителен (см . таблицу) .

Методы выделения компонентов секретома.  Се-

Рис . 3 . Медиаторы миРНК в регуляции сенесценса - внутриклеточные пути p53 и p16INK4a .
miR - микроРНК, MDM2 - белок, Е3 убиквитинпротеинлигаза, SIRT1 - сиртуин 1, деацетилаза сиртуин-1 зависимая от НАД, Cyclin - циклин, CDK 
- циклин-зависимая киназа, pRb - белок ретинобластомы, PRC - семейство белков, способных ремоделировать хроматин, BMI1 - комплексный белок 
семейства белков, способных ремоделировать хроматин, CBX - семейство белков хромобокс, EZH2 - фермент гистон-лизин-N-метилтрансфераза, EED 
- член семейства белков, которые способны ремоделировать хроматин, кодируемый геном EED, SUZ - член семейства белков, которые способны ремо-
делировать хроматин, кодируемый геном SUZ [9] .

кретом культивируемых МСК in vitro может быть полу-
чен в составе кондиционированной среды (КС) . Цен-
трифугированная КС содержит обе фракции секретома, 
полученного из МСК - микровезикулы и растворимые 
компоненты [20] . Растворимые компоненты могут быть 
отделены дальнейшим ультрацентрифугированием, 
фильтрацией, методами, основанными на осаждении 
полимеров, ионообменной хроматографией и размер-
эксклюзионной хроматографией [21] .

Согласно последним исследованиям O .P .B . Wikland-
er и соавт . [22], всё больше внимания уделяется именно 
выделению фракции внеклеточных везикул, поскольку 
считается, что в них концентрируется большое количе-
ство биоактивных веществ .

Методом золотого стандарта для выделения экстра-
клеточных везикул является ультрацентрифугирование 
[23] . Описанные протоколы выделения рекомендуют 
серию центрифугирования КС для удаления остатков 
клеток с последующим ультрацентрифугированием 
для получения гранул ЭВ [24] . Ультрацентрифугирова-
ние - трудоёмкий метод, он сопряжён с риском наруше-
ния целостности микровезикул [25] . Так, в работе M . 
Monguio-Tortajada и соавт . [26] показано, что во время 
центрифугирования КС могут осаждаться растворимые 
факторы секретома . Низкое восстановление ЭВ и риск 
совместного осаждения невезикулярных примесей из 
макромолекул являются ограничивающими фактора-
ми применения метода за счёт возможного нарушения 
целостности внеклеточных везикул . Может наблюдать-
ся их агрегация из-за высоких гравитационных сил с 
гранулированием очень существенной части раство-
ренных белков .

Одним из популярных методов выделения компо-
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нентов секретома является метод выделения на основе 
размера . Метод основан на использовании ультрафиль-
трационных устройств, систем фильтрации тангенци-
альным потоком и размер-эксклюзионной хроматогра-

фии [26, 27] . Недостатком метода выделения на основе 
размера является совпадение в размерах внеклеточных 
везикул, генерируемых различными биогенными меха-
низмами .

Методы исследования секретома

Метод Преимущества Недостатки Авторы 

SAGE – сериальный ана-
лиз экспрессии генов

Прямой, количественный, возможность 
анализа как известных, так и неизвестных 

последовательностей

Трудоёмкий; возможность наличия вырожденных 
меток (одной метке может соответствовать много 

генов, одному гену - много меток (с учётом альтер-
нативного сплайсинга)); зависимость от наличия и 

положения сайтов рестрикции

[12]

ДНК-микрочипы
Высокопроизводительный, экономически 

выгодный, возможность анализа образцов из 
двух разных тканей

Более низкий динамический диапазон, маленькое 
покрытие, невозможность исследования транскрип-
томов, представленных в малом количестве, и тех, 
что не подвержены дифференциальной экспрессии

[13]

Белковые микрочипы
Возможность анализа белков, представлен-

ных в малом количестве; воспроизводимость 
результатов

Себестоимость; доступность антител; склонность 
белков секретома к быстрой денатурации [14, 15]

Жидкостная хроматогра-
фия и тандемная масс-
спектрометрия

Гель-зависимые методы: возможность анали-
за неизвестных белков, высокая разрешаю-

щая способность .
Гель-независимые методы: возможность ана-
лиза белков низких концентраций, высокая 
производительность, воспроизводимость

Гель-зависимые методы: низкопроизводительны, 
плохо воспроизводимы, имеют низкий динамиче-

ский диапазон .
Гель-независимые методы: ряд подходов позволяет 

работать только с определёнными белками

[16]

Методы in silico Предсказание секреторных белков с сигналь-
ными пептидами и без них

Отсутствие возможности экспериментальной 
проверки, вследствие чего могут быть пропущены 

белки, в которых отсутствует сигнальный пептид, и 
часто встречаются ложноположительные и ложно- 

отрицательные результаты

[17]

РНК-секвенирование Возможность анализа неизвестных заранее 
последовательностей

Многоэтапность, возможность потери последова-
тельностей в ходе анализа [18]

Методы с применением 
аптамеров

Аптамеры химически стабильны, эконо-
мичны, могут производиться в больших 
масштабах, обладают промежуточным 

размером (между антителами и небольши-
ми пептидами) и имеют сопоставимую или 
более высокую аффинность связывания со 

своими мишенями; надёжная идентификация 
клетки-мишени на молекулярном уровне 

в сочетании с различными инструментами 
анализа, такими как активируемая флуорес-
ценцией сортировка клеток или иммунофер-

ментный анализ

 [19]

Хроматография методом слепого элюирования, 
применявшаяся в работах F . Royo и соавт . [25], проде-
монстрировала хорошие результаты в очистке внекле-
точных везикул в сочетании с предварительной филь-
трацией с помощью устройств системы фильтрации 
тангенциальным потоком .

Для выделения экстраклеточных везикул также ши-
роко используются коммерческие комплекты быстрой 
изоляции [25] . Все они основаны на выделении мето-
дом преципитации . Несмотря на удобство использова-
ния, чистота выделения часто остается довольно низ-
кой, и при совместном осаждении невезикулярных бел-
ковых и нуклеиновых кислотных примесей, последние 
могут искажать данные в результатах содержания и 
функций ЭВ [24] .

К менее используемым методам относят захват, ос-
нованный на аффинности [23] .

K . Pachler K . и соавт . [28] предложен метод магнит-
ной изоляции экстраклеточных везикул с использова-

нием нанозондов на основе липидов, что позволяет по-
лучать интактные, более чистые ЭВ, за гораздо более 
короткие сроки по сравнению с ультрацентрифугирова-
нием . Для выделения более мелких внеклеточных вези-
кул и высокопроизводительного скрининга (например, 
образцов жидкости организма для диагностики) сегод-
ня рекомендованы несколько различных микрофлюид-
ных методов, называемых лабораторными устройства-
ми на чипе, включая диэлектрофорез, иммуноаффин-
ные, гидродинамические и магнитные методы .

В лабораторной практике методы ультрацентрифу-
гирования и исключения размера часто комбиниру-
ются, поскольку ультрацентрифугирование позволяет 
изолировать везикулы и использовать методы исключе-
ния размера для их очистки .

Выделение внеклеточных везикул следует прово-
дить в определённых условиях среды, без ксеногенных 
веществ и везикул, полученных из сыворотки, которые, 
в противном случае, имеют высокий риск загрязнения 
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выделенного образца [29] .
Несмотря на достигнутые успехи, продолжается по-

иск новых методов выделения, которые обеспечивают 
высокий выход, сохраняют характеристики получен-
ных продуктов, не являются чрезмерно дорогостоящи-
ми, могут быть масштабируемы .

Диагностическое значение секретома. Анализ 
секретома МСК можно рассматривать в качестве чрез-
вычайно информативного источника для получения до-
полнительной информации и оценки состояния здоро-
вья его донора [30, 31] . Секретом меняет свой состав 
и приобретает специфические черты в зависимости от 
возраста и наличия тех или иных заболеваний . Так, в 
работах P . Sarkar и соавт . [13], секретом, полученный 
от МСК доноров с рассеянным склерозом, обладал 
менее выраженным нейропротекторным эффектом по 
сравнению со здоровыми пациентами, нейропротек-
торный эффект снижался с увеличением возраста до-
нора . В исследованиях N . Matejckova и соавт . [32 - 34] 
продемонстрировано, что секретом МСК пациентов с 
боковым амиотрофическим склерозом также отличали 
характерные изменения в виде повышенного содер-
жания интерлейкина-6 (IL-6), и снижения содержания 
фактора роста гепатоцитов .

Существенное влияние на состав секретома ока-
зывает окружающая среда, в которой находятся МСК 
[35] . L .J . Hickson и соавт . [35] показали, что гипокси-
ческое прекондиционирование связано с повышенной 
выработкой клетками факторов роста, включая фактор 
роста эндотелия сосудов (VEGF), фактор роста фибро-
бластов 2 (FGF-2), фактор роста гепатоцитов (HGF) и 
инсулиноподобный фактор роста 1 (IGF-1) . Показа-
но, что воздействие воспалительных стимулов, таких 
как интерлейкин 1-бета (IL-1β), фактор некроза опу-
холи - альфа (TNF-α) или интерферон-гамма (IFN-γ), 
инициирует выработку иммуномодулирующих фак-
торов . К ним относятся гранулоцитарный колоние-
стимулирующий фактор (G-CSF), фактор H, который 
ингибирует активацию комплемента, и галектин-9, 
подавляющий пролиферацию Т-клеток . Кроме того, 
значительный интерес представляет и способ культи-
вирования клеток . A .D . Morris  и соавт . [36] показали, 
что 3D-культивирование МСК ассоциировано с инду-
цированной секрецией различных потенциально тера-
певтических факторов по сравнению с двумерной (2D) 
культурой, включая G-CSF, VEGF, антагонист рецепто-
ра IL-1 (IL-1Ra) или FGF-1 . Предварительное воздей-
ствие на выделенные из жировой ткани МСК фактором 
TNF-α усиливало эффективность экзосом в отношении 
потенциала регенерации костной ткани . Модели на мы-
шах in vivo показали возможность ускоренного зажив-
ления кожных ран после применения секретома МСК, 
подвергавшихся гипоксическому прекондиционирова-
нию, в сравнении с секретомом МСК, полученным в 
нормоксических условиях [37] .

В работах J .R . Ferreira  и соавт . [38]  in vitro показа-
но, что изменение рН культуральной среды способно 
изменять функциональный фенотип МСК за счёт изме-
нения метаболизма клеток, что влияет на состав секре-
тома и его терапевтический эффект [38] .

Эпигенетические модификации МСК (например, 
вирусные инфекции донора) также способны значимо 
влиять на состав МСК-секретома, и, таким образом, 

как МСК, так и МСК-секретом могут способствовать 
развитию, поддержанию и прогрессированию воспали-
тельных заболеваний [39] .

Изменчивость, вносимая донором или источником 
клеток, может существенно осложнять возможность 
применения МСК, в результате растёт интерес к их за-
мене иммортализованными клеточными линиями [39] . 
Согласно последним исследованиям Z . Lu и соавт . [40], 
секретом, полученный из иммортализованных МСК, 
не изменяется в зависимости от источника ткани или 
прохождения клеток . Для получения значимого коли-
чества секретома необходима большая клеточная мас-
са, что делает иммортализованные МСК ещё более 
привлекательным ресурсом, учитывая относительно 
низкую стоимость и доступность продолжительного 
поддержания культуры клеток .

Особый интерес вызывают вопросы возможности 
применения секретома МСК в терапевтических целях . 
В ряде исследований продемонстрирован положитель-
ный эффект применения секретома МСК для лечения 
таких иммуноопосредованных состояний, как вос-
палительные заболевания кишечника (ВЗК), остеоар-
троз, реакция «трансплантат против хозяина» (РТПХ), 
гиперчувствительный пневмонит . Тем не менее, от-
сутствует единая точка зрения в отношении подходов 
оптимизации содержимого секретома, что является 
обязательным для достижения адаптируемой терапии 
с широким спектром применения . Этот факт, в связи 
с недостаточно проработанными алгоритмами диагно-
стики, ограничивает возможности широкого клиниче-
ского применения секретома МСК . Данное направле-
ние активно изучается на экспериментальных моделях 
и в исследованиях доклинического этапа по поиску 
оптимальных источников секретома с лучшим тера-
певтическим профилем в отношении различных забо-
леваний, в том числе, иммуноопосредованных, а также 
в составлении рациональных алгоритмов диагностиче-
ских исследований секретома из интересующих источ-
ников [40] .

Заключение. МСК всё чаще рассматриваются не 
только как клетки, дающие широкие возможности в 
плане регенеративной медицины, но и как своеобраз-
ный диагностический инструмент . МСК, выступающие 
в роли сенсоров и регуляторов иммунной системы, в 
равной степени способны как сдерживать, так и стиму-
лировать воспалительные реакции в организме челове-
ка . Учитывая, что анализ секретома МСК сегодня мож-
но рассматривать в качестве чрезвычайно информатив-
ного дополнительного диагностического инструмента 
для получения расширенной информации об оценке 
состояния здоровья донора, особое внимание в насто-
ящее время уделяется именно оптимальным способам 
анализа состава секретома клеток и способам влияния 
на состав секретома . В обзоре показано, что особенно-
сти доноров МСК в значительной степени определяют 
как функциональные характеристики самих клеток, так 
и их производных, которые всё чаще рассматривают-
ся в качестве альтернативного варианта клеточной те-
рапии . МСК секретом при равной биосовместимости 
характеризуется меньшей иммуногенностью, но ока-
зывает сходное биологическое действие, что делает его 
практически идеальным вариантом бесклеточной те-
рапии . Современные омиксные технологии и возмож-
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ность модуляции состава секретома для применения в 
клинической практике позволяет рассматривать его как 
часть потенциальной системы доставки в рамках нано-
медицины, что может являться инструментом прецизи-
онного воздействия на клетки или ткани с измененной 
эффективностью . Особенности клеточного секретома 
могут стать предметом тщательного анализа и положе-
ны в основу разработки диагностических панелей для 
возраст-ассоциированных заболеваний . 
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