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Characteristics of the effect of exosomes isolated from donor plasma  
and placenta-derived mesenchymal stromal cell-conditioned medium  
on the paracrine secretion of human peripheral blood mononuclear cells

L. V. Natrus, Yu. H. Klys, D. O. Labudzynskyi, P. A. Chernovol, R. N. Khairnasov, P. F. Muzychenko, I. M. Ryzhko

Extracellular small vesicles – exosomes, attract the attention of researchers as a promising tool for regulating intercellular commu-
nication. At the same time, the therapeutic effects achieved through the use of mesenchymal stem cells (MSCs) are traditionally 
considered by medicine as a time-tested, multi-vector strategy for the treatment of various pathologies. In particular, in addition to 
the application of MSCs directly, it is important to study the products of their secretion.
Aim. To study characteristics of the influence of exosomes isolated from blood plasma of healthy donors and conditioned medium 
of placental mesenchymal stromal cell (MSC) culture on paracrine secretion of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) in 
patients with chronic heart failure (CHF) in vitro.
Materials and methods. The characteristics of paracrine secretion of PBMCs in patients with CHF by the content of proteins 
VEGF-A, MCP-1, ICAM-1 in their culture medium were studied in two directions: under the influence of exosomes isolated from 
plasma of healthy donors and exosomes isolated from placental MSC culture medium.
Results. Incubation of PBMCs with plasma exosomes increased VEGF-A secretion in the group of healthy donors by 2.73 times 
(P ≤ 0.05), in patients with CHF – by 2 times (P ≤ 0.05); but there were a multidirectional effect on the content of ICAM-1 protein: 
it was 1.8 times (P ≤ 0.05) increased in the group of donors and 1.4 times (P ≤ 0.05) decreased in the group of CHF patients;  
MCP-1 secretion was insignificantly 10 % reduced in the donor group and did not change significantly in patients. Incubation of РВМС 
with exosomes isolated from MSC conditioned medium did not cause significant changes in paracrine secretion of PBMCs: there 
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Позаклітинні дрібнорозмірні везикули – екзосоми – привертають увагу дослідників як перспективний інструмент регулювання 
міжклітинної комунікації. Терапевтичні ефекти, досягнуті за допомогою використання мезенхімальних стовбурових клітин 
(MSC), традиційно в медицині визначають як перевірену часом, багатовекторну стратегію лікування різних патологій. Так, 
окрім застосування безпосередньо MSC, актуальним є дослідження продуктів їх секреції.
Мета роботи – вивчити особливості впливу екзосом, виділених із плазми крові здорових донорів і з кондиційного середо-
вища культивування MSC плаценти, на паракринну секрецію мононуклеарних клітин крові пацієнтів із хронічною серцевою 
недостатністю (ХСН) in vitro.
Матеріали та методи. Дослідження особливостей паракринної секреції мононуклеарних клітин крові пацієнтів із ХСН за 
вмістом протеїнів VEGF-А, МСР-1, ICAM-1 у середовищі їх культивації здійснили у двох напрямках експерименту: під дією 
екзосом, виділених із плазми крові здорових донорів, та екзосом, що виділені з середовища культивування MSC плаценти.
Результати. Інкубація мононуклеарних клітин периферичної крові (peripheral blood mononuclear cell, РВМС) із плазматич-
ними екзосомами сприяла підвищенню секреції VEGF-А у групі здорових донорів у 2,73 раза (р ≤ 0,05), у пацієнтів із ХСН 
– удвічі (р ≤ 0,05), а також мала різноспрямований ефект на вміст протеїну ICAM-1: в групі донорів він підвищувався в 1,8 
раза (р ≤ 0,05), а в групі пацієнтів із ХСН зменшувався в 1,4 раза (р ≤ 0,05); секреція МСР-1 у групі донорів недостовірно 
знижувалася на 10 % та вірогідно не змінювалася у пацієнтів. Інкубація РВМС з екзосомами, що виділені з кондиційного 
середовища MSC, не викликала достовірних змін паракринної секреції РВМС: у групі здорових добровольців спостерігали 
зменшення секреції VEGF-А на 25 %, ICAM-1 – на 17 %, MCP-1 – на 22 %; у групі пацієнтів із ХСН секреція цих протеїнів 
зменшувалася на 19,7 %, 22,0 % та 25,0 % відповідно. Ефекти, що спостерігали при інкубації мононуклеарних клітин крові 
з екзосомами, виділеними з плазми крові здорових донорів і з кондиційного середовища культивування MSC плаценти, 
дають цінну інформацію щодо дизайну майбутніх досліджень у цьому напрямі клітинної біології.
Висновки. Дослідження на моделі in vitro показали особливості впливу екзосом, що виділені з плазми донорів і кондиційного 
середовища, на функціональні властивості мононуклеарних клітин периферичної крові людини.
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was a decrease in secretion of VEGF-A by 25 %, ICAM-1 by 17 %, MCP-1 by 22 % in the group of healthy volunteers; secretion 
of these proteins was 19.7 %, 22.0 % and 25.0 % decreased, respectively, in the group of CHF patients. The effects observed in 
the incubation of PBMCs with exosomes isolated from blood plasma of healthy donors and conditioned medium of placental MSC 
culture have provided valuable information for the design of future studies in this area of cell biology.
Conclusions. Our studies have demonstrated in vitro the effects of exosomes isolated from donor plasma and conditioned medium 
on the functional properties of human PBMCs.

Хронічна серцева недостатність (ХСН) – глобальна 
медична проблема, оскільки в останні кілька десятиліть 
у всьому світі постійно зростає поширеність і захворюва-
ність на цю патологію. ХСН вважають основною причиною 
смерті в пацієнтів зі встановленими серцево-судинними 
та метаболічними захворюваннями. Ефективне ліку-
вання, профілактика поглиблення ХСН залишаються 
невирішеною проблемою, оскільки сучасне уявлення про 
розвиток стану виходить за межі механічної дисфункції 
системи кровообігу та включає взаємодію багатьох па-
тофізіологічних механізмів (запалення, ендотеліальна 
дисфункція, ремоделювання тканин, нейрогормональна 
та ендокринна передача сигналів), а також зв’язок із сечо-
видільною та нервовою системами [1]. Небезпечність цих 
станів зумовлює актуальність пошуку нових стратегічних 
підходів до лікування.

Позаклітинні везикули – екзосоми – привертають 
увагу дослідників як потужні засоби міжклітинної ко-
мунікації. Екзосоми – пухирці розміром 40–160 нм, що 
походять з ендосомних компартментів, складаються 
з двошарової ліпідної мембрани, містять різноманітні 
молекулярні компоненти, включаючи ДНК, РНК, ліпіди 
та білки, а також мають здатність транспортувати свій 
вміст, впливаючи на різні фізіологічні та патологічні 
функції клітини-реципієнта [2,3].

Останнім часом терапію на основі мезенхімальних 
стовбурових клітин (mesenchymal stromal cells, MSC) 
вважають перспективною стратегією при різних захво-
рюваннях. Аналіз наукових досліджень свідчить про 
сприятливий терапевтичний вплив, зумовлений пролі-
феративними, антиапоптичними та протизапальними 
ефектами MSC при хронічних запальних процесах. 
Дедалі більше досліджень підтверджують, що терапе-
втичні переваги MSC здебільшого опосередковуються 
паракринними функціями, секрецією факторів росту, 
хемокінів і цитокінів, а не їхніми диференційними власти-
востями. Тому дослідники все більше цікавляться тера-
певтичною цінністю біоактивних молекул, отриманих із 
MSC, особливо позаклітинних везикул, які вважають 
ключовими компонентами паракринного ефекту під час 
лікувального впливу на основі MSC [4–6]. Опубліковано 
відомості, що екзосоми, отримані з MSC, характеризу-
ються позитивним терапевтичним ефектом при віднов-
ленні пошкоджених тканин на моделях захворювань 
печінки та нирок, серцево-судинних і неврологічних 
захворювань [7,8]. Терапія на основі екзосом із MSC 
здається більш перспективною, оскільки вона з меншою 
імовірністю спричиняє реакції імунного відторгнення, 
безпечна для реципієнта, не порушує етичні аспекти, 
а отже їй властиві важливі прикладні переваги [9,10].

Мета роботи
Вивчити особливості впливу екзосом, виділених із плаз-
ми крові здорових донорів і з кондиційного середовища 

культивування MSC плаценти, на паракринну секрецію 
мононуклеарних клітин крові пацієнтів із хронічною 
серцевою недостатністю in vitro.

Матеріали і методи дослідження
У дослідження in vitro залучили чоловіків, хворих на 
ХСН (ХСН, n = 28), віком 62 роки [56–76] (44–81) (Ме 
[QI÷QIII] (Min-Max)). Пацієнти надходили на лікування 
у відділення терапевтичного профілю Університетської 
клініки Національного медичного університету імені 
О. О. Богомольця, в останні 5 років перенесли інфаркт 
міокарда. Ступінь ХСН визначали згідно з критеріями: 
фракція викиду лівого шлуночка – 40–49 % за даними 
ехокардіографії, натрійуретичний пептид proB-типу – 
понад 400 пг/л, рівень феритину – менше ніж 100 мкг/л у 
сироватці. Критерії виключення з дослідження: наявність 
захворювань печінки, що прогресують; респіраторні 
захворювання; діагностовані ниркова недостатність, 
злоякісні захворювання, септицемія; стероїдна терапія, 
що триває; наявність інших запальних патологій. Кров 
для дослідження брали під час надходження в стаціонар 
до початку лікування.

Контрольна група (КГ, n = 24) – добровольці чо-
ловічої статі (віком 35 років [24,5–43,5] (21–49) (Ме; 
[QI÷QIII] (Min-Max)), які звернулися до Університетської 
клініки Національного медичного університету імені 
О. О. Богомольця для профогляду. За результатами 
огляду, опитування, біохімічного та гематологічного 
дослідження крові вони визначені як відносно здорові 
особи.

У дослідження залучали лише чоловіків, оскільки в 
попередній роботі встановлена розбіжність паракринної 
секреції цитокінів мононуклеарними клітинами перифе-
ричної крові під впливом екзосом залежно від статі [11]. 
Усі учасники надали письмову інформовану згоду на 
використання біоматеріалу для дослідження (протокол 
№ 128 від 23.12.2019 р. Комісії з біоетики НМУ імені 
О. О. Богомольця).

Мононуклеарні клітини периферичної крові 
(peripheral blood mononuclear cell, РВМС) виділяли з 
венозної крові пацієнтів та осіб КГ, досліджували їхні 
властивості культуральним методом. Екзосоми виділяли 
з плазми донорів (ЕкзоПл) і з кондиційного середовища 
MSC плаценти (ЕкзоMSC), що надане ТОВ «Інститут 
клітинної терапії» згідно з договором про наукове спів-
робітництво № 2 від 02.04.2021 р. Після активації клітин 
шляхом 24 годинної культивації РВМС із ліпополісахари-
дами (#L2630, Sigma-Aldrich, США) додавали суспезію 
екзосом для інкубації протягом доби.

Дослідження паракринної секреції клітин здійснили 
методом ІФА шляхом визначення біологічних речовин у 
середовищі культивування РВМС усіх груп на тлі інку-
бації з екзосомами та без впливу екзосом. Оцінювання 
паракринної секреції здійснили за рівнями фактора 
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росту ендотелію судин (vascular endothelial growth 
factor, VEGF-А), молекул клітинної адгезії (inter-cellular 
adhesion molecule-1, ICAM-1), хемоатрактантного 
протеїну моноцитів (monocyte chemoattractant protein, 
МСР-1), що визначені в середовищі культивування 
мононуклеарів.

У першій серії досліджень вивчали секрецію клітин 
пацієнтів ХСН1 (n = 12) та осіб КГ1 (n = 12) під впливом 
ЕкзоПл. У другій серії, яку здійснили пізніше, вивчали 
секрецію клітин пацієнтів ХСН2 (n = 13) та осіб КГ2 
(n = 12) під впливом ЕкзоMSC.

Дизайн експерименту наведено на схемі (рис. 1).
Для дослідження використовували венозну кров, 

що брали натще у вакуумні пробірки з антикоагулянтом 
EDTA. Кров розводили (1:1) стандартним фосфатним 
буфером (PBS), центрифугували у градієнті фіколу 
(Ficoll-Paque TM, GE Healthcare, Швеція) у співвідно-
шенні 3:4, 400×g протягом 25 хв за температури 18 °C. 
Осад клітин після відбирання промивали холодним 
PBS (вільним від Ca2+/Mg2+). Клітини кожного пацієнта 
культивували в 3 мл середовища Roswell Park Memorial 
Institute medium – RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), що до-
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повнене 5 % FCS (Gibco® Invitrogen), 1 % пеніциліном/
стрептоміцином і 1 % L-глютаміном (Sigma-Aldrich) за 
температури 37 °С, 5 % СО2 [12] у двох чашках Петрі (60 
mm, Thermo scientific, США, #130181) протягом 24 годин 
із 50 нг/мл LPS. Після цього в одну з чашок Петрі дода-
вали суспензію екзосом і продовжували інкубацію ще 
протягом доби. Важлива умова стандартизації експери-
менту – поміщення до кожної чашки Петрі 2 млн клітин. 
Для цього кількість лейкоцитів визначили за допомогою 
гематологічного аналізатора у венозній крові пацієнтів, в 
ізольованій популяції РВМС, додатково оцінили в камері 
Гаряєва методом візуального обрахунку. Далі шляхом 
розрахунку визначали об’єм рідини, якій містив 2 млн 
клітин, і вносили в кожну чашку Петрі.

Екзосоми (ЕкзоПл) виділяли з плазми осіб КГ, яку 
збирали шляхом центрифугування цільної крові, за до-
помогою набору для ізоляції Total Exosome (Invitrogen, 
США, #4484450) за протоколом виробника. Отримали 
загальний пул екзосом від кількох донорів. Із 12 здорових 
донорів рандомно обрали 6 для виділення загального 
(змішаного) екстракту екзосом із плазми крові. З веноз-
ної крові кожного донора отримували 3–4 мл плазми, 
але брали для експерименту по 1 мл для отримання 
осаду екзосом і наступного ресуспендування у 500 мкл 
PBS буфера. За даними виробника, з 1 мл плазми от-
римують 1,5–3,0 × 1012 екзосом. Отже, 6 осадів екзосом, 
що містилися у 3 мл розчину, містили ~12 × 1012 екзо-
сом. Для стандартизації кількості екзосом суспензію, що 
одержали, розводили PBS удвічі, в кожну чашку Петрі 
вносили 50 мкл цієї суспензії з вмістом 1 × 1011 екзосом.

Принцип виділення екзосом полягає в тому, що, 
зв’язуючи молекули води, ізоляційний реагент витісняє 
з розчину менш розчинні компоненти, зокрема везикули. 
Це дає змогу їх збирати за допомогою центрифугування. 
Після 30 хв інкубації з реагентом за температури 2–8 °С 
суспензію з екзосомами осаджували центрифугуванням 
при 10 000×g протягом 5 хв за кімнатної температури. 
Отриманий осад екзосом від різних здорових донорів 
ретельно ресуспендували у стерильному PBS буфері, 
вносили 50 мкл суспензії екзосом до кожного зразка 
культивованих РВМС і 50 мкл PBS буфера як негатив-
ного контролю.

MSC вирощено з плацент людини кінцевого терміну 
гестації, що одержані під час кесаревого розтину з ін-
формованої згоди породіль відповідно до методики [13]. 
MSC плаценти вирощували в поживному середовищі, 
що містить alpha-MEM (HyClone, USA) з додаванням 
15 % FBS (HyClone, USA), 1×RPMI amino acid solution 
(Sigma, USA) та 1×streptomycin/penicillin (Sigma, USA) в 
умовах 5 % СО2 за температури 37 °С. Кондиційоване се-
редовище збирали шляхом центрифугування MSC при 
400×g протягом 10 хв і відбиранням надосадової рідини.

Екзосоми із середовища культивування MSC пла-
центи (ЕкзоMSC) виділяли за допомогою набору для 
Total Exosome Isolation Reagent from cell culture media 
(Invitrogen, США, #4478359) згідно з інструкцією вироб-
ника. Набір призначений для концентрації екзосом зі 
зразків середовищ клітинних культур, принцип його дії 
аналогічний до попереднього, дає змогу зібрати екзо-
соми як менш розчинні компоненти після низькошвид-
кісного центрифугування. Відповідно до інструкції, для 
позбавлення середовища культивування від дебрису 

та зруйнованих клітин додатково центрифугували при 
2000×g протягом 30 хв. Потім до отриманого супер-
натанту додавали реагент для ізолювання екзосом у 
співвідношенні 2:1 та обережно перемішували. Зразки 
інкубували протягом ночі за температури 2–8 °C і, охо-
лоджуючи, центрифугували при 10 000×g протягом 1 
години. Після аспірації супернатанту осад екзосом ресу-
спендували у стерильному PBS буфері та додавали до 
культивованих РВМС. За інформацією виробника, з 1 мл 
культурального середовища лінії клітин HeLa 4 × 107 на 
матрац T175 у 30 мл середовища отримують 1–3 × 1010 
екзосом. Із 100 мл кондиційного середовища MSC одер-
жали осад (із вмістом ~2 × 1012), який розчинили в 1 мл 
PBS. Для інкубації з клітинами використали 50 мкл су-
спензії (~1 × 1011 екзосом) у кожну чашку Петрі та 50 мкл 
PBS буфера як негативний контроль. Стандартизацію 
дози екзосом здійснили за даними виробника наборів 
для ізоляції, що розраховані на окремі середовища, зва-
жаючи на елективний розмір везикул 30–150 нм, а також 
за результатами оглядових публікацій, де порівнювали 
набори для виділення екзосом різних виробників [14].

Використовуючи названі набори для виділення екзо-
сом, розуміємо, що не можна виключати імовірний вплив 
реагентів на хімічні та механічні властивості ліпідних 
мембран. Однак навіть якщо мембрани везикул частково 
руйнувалися під час ліполітичного впливу реактивів, на 
PBMC чинили дію екзосомальні біоактивні молекули, 
що містилися всередині цих везикулярних структур. 
Тому методичний підхід, що обрали, виправданий для 
дослідження впливу вмісту екзосом/екзосомальних 
молекул, які виділені з різних середовищ.

Середовище культивування РВМС відбирали після 
дводобової інкубації та зберігали до здійснення аналізу 
за температури -20 °C. Для стандартизації дослідження 
в кожній пробі визначали концентрацію загального про-
теїну на напівавтоматичному біохімічному аналізаторі 
BS-3000M (Китай), використовуючи біохімічний набір від 
Diagnosticum Zrt. (Угорщина). Рівень VEGF-А, ICAM-1, 
МСР-1 в пробі визначали методом ІФА, застосовуючи 
набори Elabscience (США) за допомогою аналізатора 
RT-2100C (КНР). Для наведення даних у діаграмах 
перераховували значення VEGF-А, ICAM-1, МСР-1 для 
кожного пацієнта відповідно до концентрації загального 
протеїну в його зразку.

Статистичний аналіз даних здійснили, застосувавши 
IBM SPSS Statistics, версія 23.0 (SPSS Inc., США). Ре-
зультати всіх експериментів наведені як середнє ± SEM. 
Для перевірки нормального розподілу використали тест 
Шапіро–Вілка. Для даних із нормальним розподілом 
статистичні відмінності за групами аналізували за до-
помогою одностороннього ANOVA-тесту з наступним 
тестом Тьюкі post-hoc. Для непараметричних даних 
використовували критерій χ2 та Крускала–Воліса. Від-
мінності вважали значущими при p ≤ 0,05.

Результати
Базова секреція VEGF-А у середовищі культивування 
РВМС пацієнтів нижча, ніж у КГ (рис. 2), але різниця 
невірогідна. В першій серії визначили різницю за вмістом 
фактора між групою пацієнтів і КГ у 31 %, у другій – 15 %. 
Вважаємо, відсутність статистичної достовірності при 
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порівнянні в межах однієї серії експерименту можна 
пояснити невеликою кількістю зразків для дослідження 
та істотною індивідуальною варіацією показників.

Інкубація РВМС з екзосомами ЕкзоПл (рис. 2А) при-
зводила до суттєвого зростання рівня VEGF-А: у КГ – в 
2,73 раза (р ≤ 0,05), у пацієнтів із ХСН – удвічі (р ≤ 0,05). 
Інкубація клітин з екзосомами ЕкзоMSC (рис. 2Б) не 
спричиняла істотні зміни VEGF-А, але сприяла недо-
стовірному зниженню вмісту VEGF-А в усіх групах: в КГ 
– на 25,4 %, у хворих на ХСН – на 18,7 %. У цій роботі 

наводимо виявлену тенденцію впливу й акцентуємо, що 
для остаточних висновків необхідно суттєво збільшити 
об’єм проб і забезпечити відтворюваність даних.

Інкубація РВМС з екзосомами ЕкзоПл по-різному 
впливала на вміст ICAM-1 (рис. 3А). У КГ рівень протеїну 
підвищувався в 1,8 раза (р ≤ 0,05), а в пацієнтів із ХСН 
зменшувався в 1,4 раза (р ≤ 0,05). Зазначимо, що базова 
секреція ICAM-1 на тлі ХСН перевищувала показник КГ 
в 4,3 раза (р ≤ 0,05). В другій серії встановили вірогідну 
різницю базової секреції ICAM-1 на тлі ХСН, що пере-
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Рис. 2. Вміст VEGF-А у се-
редовищі культивування ак-
тивованих мононуклеарних 
клітин крові на базовому рівні 
(M-) та після інкубації (М+) 
з екзосомами ЕкзоПл (А) та 
ЕкзоMSC (Б).

1: показники групи здорових 
донорів КГ1;  
2: пацієнтів ХСН1;  
3: здорових донорів КГ2;  
4: пацієнтів ХСН2;  
*: відмінність показників у 
кожній групі базового рівня 
та після впливу екзосом, 
р < 0,05;  
#: відмінність показників у 
групі пацієнтів і контрольній, 
р < 0,05.

Рис. 3. Вміст ІСАМ-1 у се-
редовищі культивування ак-
тивованих мононуклеарних 
клітин крові на базовому рівні 
(M-) та після інкубації (М+) з 
екзосомами ЕкзоПлазма (А) 
та ЕкзоMSC (Б).

1: показники групи здорових 
донорів КГ1;  
2: пацієнтів ХСН1;  
3: здорових донорів КГ2;  
4: пацієнтів ХСН2;  
*: відмінність показників у 
кожній групі базового рівня 
та після впливу екзосом, 
р < 0,05;  
#: відмінність показників у 
групі пацієнтів і контрольній, 
р < 0,05.

Рис. 4. Вміст МСР-1 у се-
редовищі культивування ак-
тивованих мононуклеарних 
клітин крові на базовому рівні 
(M-) та після інкубації (М+) з 
екзосомами ЕкзоПлазма (А) 
та ЕкзоMSC (Б).

1: показники групи здорових 
донорів КГ1;  
2: пацієнтів ХСН1;  
3: здорових донорів КГ2;  
4: пацієнтів ХСН2; р < 0,05; 
#: відмінність показників у 
групі пацієнтів і контрольній, 
р < 0,05.
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вищувала показник КГ у 2,4 раза (р ≤ 0,05). Інкубація 
клітин з екзосомами ЕкзоMSC (рис. 3Б) не призводила 
до суттєвих змін секреції ICAM-1 у КГ, невірогідно 
знижувала вміст ICAM-1: у КГ – на 17 %, у пацієнтів із 
ХСН – на 22 %.

У першій серії виявили вірогідну різницю базової 
секреції МСР-1 у донорів і пацієнтів, що становила 
27 % (р < 0,05). Інкубація РВМС з екзосомами ЕкзоПл 
(рис. 4А) спричиняла недостовірне зменшення вмісту 
МСР-1 у КГ на 10 % і майже не змінювала паракринну 
секрецію в пацієнтів із ХСН, тому після інкубації з екзо-
сомами ЕкзоПл різниця рівня МСР-1 у КГ і групі ХСН 
зменшувалася до 20 % (р < 0,05).

У другій серії не виявили різницю базового рівня 
МСР-1 секреції клітин КГ і хворих на ХСН, але після 
інкубації з екзосомами ЕкзоMSC (рис. 4Б) встановили 
невірогідне зменшення секреції MCP-1 у КГ на 22 %, а 
в клітинах пацієнтів із ХСН – на 25 %.

Обговорення
Зауважимо, що у цій роботі не наводимо пряме порівнян-
ня між даними двох груп пацієнтів із ХСН або двох груп 
донорів у першій і другій серіях. По-перше, вимірювання 
рівня секреції речовин для кожної серії здійснювали за 
допомогою наборів, що призначені лише для наукових 
досліджень і належать до різних лотів, й результати 
порівнювати некоректно. Тому, визначені різні базові 
рівні VEGF-А у групах добровольців і пацієнтів цілком 
зрозумілі. По-друге, дизайн експерименту не передба-
чав можливість вивчити та порівняти вплив на одні й ті 
самі клітини екзосом ЕкзоПл та ЕкзоMSC, оскільки дві 
серії експерименту здійснені в різний час, у кожній серії 
використовували біологічний матеріал різних осіб, що 
не можна зберігати. Тому можемо констатувати лише 
різні принципові ефекти, що впливають на властивості 
клітин периферичної крові – екзосоми, виділені з різних 
біологічних об’єктів, а також визначати майбутній вектор 
досліджень.

Результати підтверджують істотний стимуляційний 
вплив екзосом ЕкзоПл на паракринну секрецію клітин 
VEGF-А. Це можна вважати перспективним шляхом 
терапевтичної дії на стан ендотелію в пацієнтів із ХСН. 
Зазначимо, що паракринна секреція виявилася більш 
вираженою в КГ за умов стимуляції екзосомами, що 
виділені з плазми цих самих осіб, тобто при аутовпливі. 
Екзосомальна стимуляція секреції VEGF-А активова-
ними мононуклеарами може свідчити про збільшення 
ангіогенного потенціалу PBMC і можливий протекторний 
вплив екзосом на відновлення клітин міокарда. Є гіпо-
теза про зростання рівнів проангіогенних маркерів, що 
пов’язане з процесами, спрямованими на відновлення 
дисфункціонального ендотелію, а не сприяє власне 
ангіогенезу [15,16]. Ангіогенез відіграє важливу роль 
для загоєння ран, відновлення міокарда та скелетних 
м’язів після ішемії, але має патологічний характер 
при серцево-судинних (як-от при ХСН), онкологічних 
захворюваннях, віковій макулярній дегенерації сітківки 
та інших патологіях [17].

Аналіз відомостей фахової літератури свідчить, 
що маркери ангіогенезу, зокрема всі типи VEGF-А, 
активно досліджують у пацієнтів із ХСН, визначаючи 

перспективні показники для удосконалення діагнос-
тики та прогнозування ХСН. Здійснили неодноразові 
спроби використання VEGF-А в генній терапії хворих 
на серцево-судинні захворювання, але результати до-
клінічних і клінічних досліджень суперечливі [18,19]. В 
експериментальних дослідженнях показано: введення 
VEGF-А спричиняло агресивний розвиток бляшок через 
прискорення неоваскуляризації судинної стінки [20]. Це 
визначає актуальність пошуків механізмів блокування 
названих процесів.

Виявлене підвищення паракринної секреції протеїну 
ICAM-1 мононуклеарами здорових осіб на тлі інкубації 
клітин з екзосомами, що виділені з плазми цих самих 
донорів, тобто за умов фізіологічної аутостимуляції, 
може свідчити про потенційне підвищення адгезивних 
властивостей лейкоцитів крові та їхньої здатності до 
проникнення в тканину. Зменшення паракринної секреції 
протеїну в клітин пацієнтів із ХСН під впливом ЕкзоПл, 
зважаючи на базовий високий рівень ICAM-1 секреції, 
можна вважати протекторною дією на клітинно-ендо-
телійні зв’язки, але це лише припущення, яке потребує 
додаткових досліджень. На тлі інкубації РВМС обох груп 
з ЕкзоMSC спостерігали пригнічення ICAM-1 секреції 
клітин, незважаючи на відсутність вірогідної різниці, ви-
явлена чітка тенденція до впливу екзосом кондиційного 
середовища на адгезивні властивості клітин.

ІСАМ-1 разом з іншими молекулами клітинної адгезії 
відіграє ключову роль у процесах адгезії нейтрофілів 
і моноцитів до ендотеліальних клітин, призводячи до 
розвитку дисфункції ендотелію та прогресування сер-
цево-судинних захворювань [21]. Тому обґрунтованими 
є пошуки терапевтичних підходів для впливу на ICAM-1 
як мішень при захворюваннях серцево-судинної систе-
ми [22,23]. Виявлене базове підвищення його секреції 
в хворих на ХСН показує суттєву активацію процесів 
адгезії моноцитів та ендотеліальних клітин при патології, 
що має вирішальне значення для поглиблення запа-
лення інтими судин та прогресування атеросклерозу 
як важливого фактора, що супроводжує і ангіогенний, 
і атерогенний механізми. Макрофагам, утвореним із 
моноцитів, належить ключова роль у відкладенні ліпідів 
і прогресуванні атеросклерозу, оскільки збільшення 
бляшок призводить до посилення гіпоксії, що підвищує 
інфільтрацію запальними клітинами. В цьому аспекті 
встановлене зниження рівня паракринної секреції ІСАМ-
1 клітинами пацієнтів під впливом екзосом може бути 
протекторним механізмом «стримування» запалення.

Сучасні дослідження свідчать про неоднозначну 
роль МСР-1 у перебігу серцево-судинних захворювань. 
Незважаючи на його ключову роль у хемоатракції моно-
цитів і макрофагів у вогнище запалення, встановлено: 
МСР-1 бере участь у ремоделюванні та неоваскуля-
ризації міокарда після інфаркту [24]. В експеримен-
тальних дослідженнях показано, що інгібування МСР-1 
послаблює процеси ремоделювання лівого шлуночка, 
а підвищення МСР-1 має прямий ангіогенний вплив, 
й ендотеліальні клітини експресують його рецептор. 
Ба більше, встановлена кардіопротекторна дія МСР-1 
при гіпоксії кардіоміоцитів in vitro [25]. Незважаючи на 
вирішальну роль МСР-1 у регулюванні хемотаксису 
моноцитів і остаточно не з’ясовану участь у розвитку 
серцево-судинних захворювань, науковий інтерес ви-
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кликають шляхи фармакологічного інгібування MCP-1 
[26]. Результати цього дослідження показують певну 
пригніченість секреції цитокіну під впливом екзосом та 
можуть бути цікавими.

Наводячи експериментальні дані, з обережністю 
ставимося до їх інтерпретації. Виявлений вплив екзосом, 
що виділені з плазми здорових донорів, на властивості 
РВМС, зокрема значущий ефект на секрецію фактора 
росту судин і модулювання секреції цитокінів запален-
ня, можна вважати протекторним, хоча однозначно 
стверджувати це передчасно через обмежену кількість 
спостережень, відсутність відтворюваності вмісту цитокі-
нів в однакових групах хворих у двох серіях і невеликий 
спектр показників, що досліджували.

Дослідження на першому етапі передбачали ви-
вчення впливу екзосом, що виділені з плазми донорів, 
на властивості РВМС людини. Наступний етап – оці-
нювання впливу екзосом, що виділені з кондиційного 
середовища MSC на стимульовані РВМС пацієнтів. 
Отже, в цій роботі вивчили ефекти, що спостерігають при 
інкубації клітин крові з різними видами екзосом. Резуль-
тати додають цінну інформацію щодо дизайну майбутніх 
досліджень у цьому напрямі клітинної біології, показують 
природний потенціал екзосом як структур-транспортерів 
регуляторних молекул, підкреслюючи перспективність 
пошуку і розроблення шляхів ефективних фізіологічних 
і терапевтичних впливів.

Висновки
1. На моделі (in vitro) виявили особливості впливу 

на функціональні властивості клітин периферичної 
крові людини екзосом, що виділені з плазми донорів і 
кондиційного середовища.

2. Інкубація РВМС з екзосомами, які виділені з плаз-
ми донорів, призводила до підвищення секреції VEGF-А 
у групі донорів в 2,73 раза (р ≤ 0,05), у групі пацієнтів 
із ХСН – удвічі (р ≤ 0,05); викликала різноспрямований 
ефект на рівень ICAM-1: в групі донорів він підвищувався 
в 1,8 раза (р ≤ 0,05), у пацієнтів із ХСН зменшувався в 
1,4 раза (р ≤ 0,05); секреція МСР-1 у групі донорів не-
вірогідно знижувалася на 10 %, майже не змінювалась 
у хворих на ХСН.

3. Інкубація РВМС з екзосомами, виділеними з 
кондиційного середовища MSC, не викликала достовір-
них змін паракринної секреції РВМС: у групі здорових 
добровольців встановили зменшення секреції VEGF-А 
на 25 %, ICAM-1 – на 17 %, MCP-1 – на 22 %; у групі 
пацієнтів із ХСН секреція цих речовин зменшувалася на 
18,7 %, 22,0 % і 25,0 % відповідно.
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	Рис. 2. Вміст VEGF-А у середовищі культивування активованих мононуклеарних клітин крові на базовому рівні (M-) та після інкубації (М+) з екзосомами ЕкзоПл (А) та ЕкзоMSC (Б).
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