
Вестник РУДН. Серия: МЕДИЦИНА 2025;29(4)
http://journals.rudn.ru/medicineRUDN Journal of MEDICINE. ISSN 2313-0245 (Print). ISSN 2313-0261 (Online)

436 МЕДИЦИНСКАЯ ГЕНЕТИКА

DOI 10.22363/2313-0245-2025-29-4-436-453
EDN AAGDLC

ОРИГИНАЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ
ORIGINAL RESEARCH

Нейропротективное действие внеклеточных везикул, 
полученных из глиальных производных человека на модели 

глутаматной эксайтотоксичности

М.О. Шеденкова1  , А.А. Гурьянова2 , А.К. Судьина1 , Е.П. Гугучкин2 ,  

Е.А. Карпулевич2 , Т.Х. Фатхудинов3 , Д.В. Гольдштейн1 , Д.И. Салихова1 

1ФГБНУ «Медико-генетический научный центр им. Н.П. Бочкова», г. Москва, Российская Федерация
2Институт системного программирования им. В.П. Иванникова РАН, г. Москва, Российская Федерация

3НИИ морфологии человека имени академика А.П. Авцына ФГБНУ «РНЦХ им. акад. Б.В. Петровского», г. Москва, 
Российская Федерация

 margarita.shedenkova@gmail.com

Аннотация. Актуальность. Современные исследования в области биомедицины уделяют значительное внимание 
разработке терапевтических препаратов на основе внеклеточных везикул, чье разнообразие определяется как источниками 
получения, так и возможностью направленной модификации. В представленной работе впервые проведено транскриптомное 
профилирование первичной культуры кортикальных нейронов при воздействии внеклеточных везикул, полученных 
от глиальных клеток, при глутаматной эксайтотоксичности с целью выявления дифференциально экспрессируемых 
генов. Материалы и методы. Внеклеточные везикулы были получены из кондиционированной среды глиальных 
клеток-предшественников человека с помощью ультрацентрифугирования. Модель глутаматной эксайтотоксичности 
проводили на первичной культуре кортикальных нейронов крыс (Р0) при добавлении 100 мкМ гутамата. Секвенирование 
подготовленных библиотек проводили на платформе NextSeq 1000 (Illumina, США) с использованием набора NextSeq 
1000/2000 P2 Reagents kit (200 Cycles) v3, дополненного 2 % Phix (Illumina) в качестве внутреннего контроля. Критерием 
статистической значимости изменения экспрессии гена между группами считался FDR <0.05. Результаты и обсуждение. 
Транскриптомный анализ показал, что добавление внеклеточных везикул при глутаматной эксайтотоксичности приводило 
к повышенной экспрессии 190 генов, и к пониженной экспрессии 309 генов (p-value<0,05 и |FC|<1,5). Анализ генов 
с помощью базы данных Gene Onthology показал, что гены с повышенной экспрессией достоверно классифицировались 
по биологическим процессам. Из наиболее представленных были: регенерация, реорганизация внеклеточного матрикса 
и цитоскелета, поддержание гомеостаза, активация PI3K-Akt-пути и ответ на клеточный стресс. Гены с пониженной 
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экспрессией достоверно классифицировались по группам: кальциевый транспорт, регуляция отростков нейронов, 
апоптоз, глумататергический синапс. Эти данные могу свидетельствовать о том, что внеклеточные везикулы запускают 
процессы выживания в нервных клетках при воздействии глутамата и ингибируют пути, связанные с поступлением 
кальция и глутамата в клетки. Выводы. Внеклеточные везикулы усиливают экспрессию генов, связанных с выживанием, 
и ингибируют гены, отвечающие за кальциевый транспорт и апоптоз. Результаты исследования свидетельствуют 
о перспективности применения внеклеточных везикул глиального происхождения в качестве основы для разработки 
новых терапевтических подходов к лечению неврологических заболеваний.

Ключевые слова: внеклеточные везикулы, глутаматная эксайтотоксичность, транскриптомный анализ, глиальные 
клетки-предшественники, иПСК
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Abstract. Relevance. Modern research in the field of biomedicine leads to the development of therapeutic drugs based 
on extracellular vesicles, which are defined as sources of production, as well as targeted modification. In the presented work, 
for the first time, transcriptome profiling of primary culture of cortical neurons under the influence of extracellular vesicles 
obtained from glial cells during glutamate excitotoxicity was carried out in order to determine differentially expressed genes. 
Materials and Methods. Extracellular vesicles were obtained from the conditioned medium of human glial progenitor cells 
using ultracentrifugation. Model of glutamate excitotoxicity, distributed on the first cultured cortical neurons of cells (P0) with 
the addition of 100 μM glutamate. Sequencing of prepared libraries of electronic technologies on the NextSeq 1000 platform 
(Illumina, USA) using the NextSeq 1000/2000 P2 (200 cycles) v3 reagent kit supplemented with 2 % Phix (Illumina) as an internal 
control. The criterion for statistical innovation of gene expression change between officially recognized FDR < 0.05. Results and 
Discussion. Transcriptome analysis showed that the addition of extracellular vesicles during glutamate excitotoxicity leads to 
increased expression of 190 genes and decreased expression of 309 genes (p value < 0.05 and |FC| < 1.5). Gene analysis using the 
Gene Onthology database showed that genes with increased expression are consistently classified by biological processes. The 
most represented were: regeneration, reorganization of the extracellular matrix and cytoskeleton, maintenance of homeostasis, 
activation of the PI3K-Akt pathway and response to cellular stress. Genes with reduced expression were consistently classified 
into groups: calcium transport, regulation of neuronal processes, apoptosis, glutathergic synapse. These data can indicate that. 
Extracellular vesicles trigger survival processes in nerve cells when exposed to glutamate and inhibit pathways associated with 
the entry of substances and glutamate into the cell. Conclusions. Extracellular vesicles enhance the expression of genes with 
survival and inhibit genes, resulting in calcium transport and apoptosis. The results of the study show the promise of using 
extracellular vesicles of glial origin as a basis for developing new therapeutic approaches to individual neurological diseases.

Keywords: extracellular vesicles, glutamate excitotoxicity, transcriptome analysis, glial progenitor cells, iPSCs
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Введение
Неврологические расстройства относятся к числу 

ключевых факторов, снижающих продолжительность 
и качество жизни пациентов. Их этиология, патофизи-
ологические механизмы и клинические последствия 
крайне разнообразны. Многие из этих патологий свя-
заны с нарушением гомеостаза глутамата — одного 
из основных возбуждающих нейромедиаторов ЦНС, 
играющего центральную роль в процессах ней-
ротрансмиссии [1]. Помимо участия в синаптической 
передаче глутамат вовлечен в механизмы синапти-
ческой пластичности, что определяет его значение 
в когнитивных функциях, включая обучение и память. 
Важную роль в его действии играют метаботропные 
глутаматные рецепторы, расположенные на мембранах 
нейронов и способные активировать внутриклеточные 
сигнальные каскады. Через эти механизмы глутамат 
регулирует рост аксонов, синаптическую пластич-
ность, а также процессы, зависимые от кальциевого 
сигналинга, такие как апоптоз [2]. Нарушение баланса 
данного нейромедиатора приводит к когнитивным 
расстройствам и структурным повреждениям нервной 
ткани, вплоть до локального некроза [3]. Дисрегуляция 
глутаматергической системы наблюдается при ряде 
заболеваний ЦНС, включая болезнь Альцгеймера, 
ишемический инсульт и боковой амиотрофический 
склероз [4].

Несмотря на существование широкого спектра 
фармакологических препаратов и терапевтических 
подходов, направленных на предотвращение нейро-
токсического действия избыточных концентраций 
глутамата, разработка новых эффективных нейро-
протекторных средств остается важной научно-
практической задачей. Внеклеточные везикулы (ВВ) 
в настоящее время рассматриваются как перспек-
тивный инструмент регенеративной медицины, 
представляющий новый класс мультитаргетных 
терапевтических агентов [5]. Их поливалентное 
действие реализуется за счет транспорта специфи-
ческого молекулярного комплекса (карго), вклю-
чающего белки, нуклеиновые кислоты, пептиды 
и метаболиты. Ключевыми преимуществами ВВ 
являются: стабильность в биологических жидкостях 
(кровь, лимфа, тканевая жидкость), обеспечиваемая 
билипидной мембраной; способность к специфиче-
скому взаимодействию с клетками-мишенями через 
мембранные рецепторы; возможность преодоления 
гематоэнцефалического барьера. Эти уникальные 
свойства определяют значительный терапевтический 
потенциал ВВ для патогенетической терапии ней-
родегенеративных заболеваний и восстановления 
функций нервной системы [6].

На основании этих данных целью работы было 
проанализировать основные сигнальные факторы 
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и пути, способствующих нейропротекции внеклеточ-
ных везикул, полученных из глиальных производных 
индуцированных плюрипотентных стволовых клеток 
(иПСК) человека, на модели глутаматной эксайто-
токсичности с помощью транскриптомного анализа.

Материалы и методы
Получение внеклеточных везикул глиальных 

клеток-предшественников
Культуры глиальных клеток-предшественников 

(ГКП), использованные для получения препарата ВВ, 
были получены ранее от здорового донора путем диф-
ференцировки иПСК в глиальном направлении [7]. 
ГКП культивировали до достижения 15–17 пассажа 
и монослоя в среде DMEM/F12 (ПанЭко, Россия) 
с добавлением: 1 % добавки N2 (ПанЭко, Россия), 1 % 
фетальной бычьей сыворотки (Gibco, США), 1 мМ 
глутамина (ПанЭко, Россия), 50 ед/мл пенициллин-
стрептомицина (ПанЭко, Россия), 20 нг/мл EGF 
(Peprotech, США), 20 нг/мл CNTF (Peprotech, США), 
после чего данную среду отбирали и проводили даль-
нейшее культивирование в среде выше указанного 
состава, но без добавления сыворотки в течение 
24 часов. Далее собранную среду центрифугировали 
при 10.000g, 30 минут для осаждения апоптотических 
телец, а затем при 108.000g 1,5 часа дважды. Полу-
ченный осадок анализировали с помощью методики, 
описанной ранее [8]. Готовые препараты ВВ хранили 
при температуре –80 оС.

Получение нейроглиальной культуры и поста-
новка глутаматной эксайтотоксичности in vitro.

Постановку модели глутаматной эксайтоток-
сичности производили на нейроглиальных первич-
ных культурах коры головного мозга из новоро-
жденных крысят (Р0), как указано в методике [9]. 
Кратко, культивирование производилось в среде 
следующего состава: Neurobasal (Gibco, США) 
с добавлением 1 мМ глутамин (ПанЭко, Россия), 
50 ед/мл пенициллин-стрептомицина (ПанЭко, 
Россия) и B27‑supplement (Gibco, США). На 10‑е 
сутки производили добавку препаратов ВВ-ГКП 
в какой концентрации 10 мкг/мл. На следующий 
день осуществляли постановку модели глутаматной 

эксайтотоксичности. Для постановки модели были 
использованы следующие растворы: фосфатно-
солевой буфер без Ca2+ и Mg2+ (ПанЭко, Россия), 
который использовали для промывки культур, 
глутаматный раствор (100 мкМ глутамата, 140 мМ 
NaCl, 5 мМ KCl, 10 мМ глицин, 2 мМ CaCl2, 5 мМ 
глюкоза, 20 мМ HEPES) и кальциевый раствор 
(140 мМ NaCl, 5 мМ KCl, 10 мМ глицин, 2 мМ 
MgCl2, 2 мМ CaCl2, 5 мМ глюкоза, 20 мМ HEPES). 
Этапы постановки модели: после промывки кле-
ток от среды культивирования производилась 
смена раствора на кальциевый раствор, в случае 
контрольной группы, и на глутаматный раствор 
в экспериментальных группах, в которых клетки 
культивировались 1 час. Затем культуры дважды 
промывались фосфатно-солевой буфер без Ca2+ 
и Mg2+, после чего возвращалась исходная среда 
культивирования, отобранная ранее.

Транскриптомный анализ. Сбор и очистка 
тотальной мРНК

С целью исследования внутриклеточных путей, 
активирующихся в присутствии внеклеточных вези-
кул глиальных клеток-предшественников (ВВ-ГКП) 
на модели глутаматной эксайтотоксичности, произ-
водился анализ тотальной РНК с помощью транс-
криптомного анализа. Для этого культурам за сутки 
до постановки модели добавлялись препараты ВВ-
ГКП. На следующий день культурам добавлялся 
глутамат, как ранее было указано в методике. После 
инкубации с глутаматом культуры инкубировали 4 
часа в культуральной среде, после чего производили 
сбор тотальной РНК с помощью набора RNeasy Plus 
Mini Kit (Qiagen, Германия) согласно инструкциям 
производителя. Хранение и транспортировку образ-
цов производили на –80 oС.

Полученные образцы тотальной РНК сначала 
обрабатывали с помощью набора Turbo DNA-Free 
Kit (Thermo Fisher Scientific) в объеме 50 мкл, 
а затем очищали с помощью Agencourt RNAClean 
XP (Beckman Coulter, США) в соответствии с ин-
струкциями производителя. Общее количество РНК 
измеряли с помощью набора Quant-iT Ribogreen 
RNA assay kit (ThermoFisher Scientific), а качество 
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выделенной РНК проверяли с помощью биоанали-
затора Agilent на чипах Agilent RNA 6000 Pico Chips 
(Agilent Technologies, США).

Подготовка транскриптомных библиотек 
и секвенирование РНК

Для приготовления транскриптомных библио-
тек в качестве исходного материала брали 250 нг 
тотальной РНК. Библиотеки РНК готовили с помо-
щью модуля магнитной изоляции поли(А) мРНК 
NEBNext и набора KAPA RNA Hyper Kit (Roche, 
Швейцария) в соответствии с протоколом произво-
дителя. Затем проводили очистку РНК с помощью 
набора RNA Clean XP (Beckman Coulter, Brea, США) 
и окончательную очистку библиотек с помощью 
магнитных бусин Agencourt AMPure XP (Beckman 
Coulter, Brea, США). Распределение библиотек 
по размерам и их качество оценивали с помощью 
набора Agilent High Sensitivity DNA kit (Agilent 
Technologies, США), а концентрацию библиотек 
определяли с помощью набора Quant-iT DNA Assay 
Kit, High Sensitivity (Thermo Fisher Scientific, США). 
После этого библиотеки эквимолярно объединяли 
и разводили до конечной концентрации 750 пМ. 
Секвенирование подготовленных библиотек прово-
дили на платформе NextSeq 1000 (Illumina, США) 
с использованием набора NextSeq 1000/2000 P2 
Reagents kit (200 Cycles) v3, дополненного 2 % Phix 
(Illumina) в качестве внутреннего контроля.

Биоинформатическая обработка данных 
секвенирования

Контроль качества и экспрессионный анализ
Первичный контроль качества прочтений 

производился с помощью утилиты FastQC [10]. 
Удаление участков низкокачественного чтения 
и технических адаптеров производилось с исполь-
зованием утилиты Trimmomatic [11]; прочтения 
дополнительно обрабатывались утилитой Cutadapt 
с параметром  nextseq-trim 20.

Для количественной оценки уровня экспрессии 
генов использовалась утилита Salmon (mapping-
based mode) [12]. В качестве референсного транс-
криптома R. norvegicus использовался набор полный 

транскриптов для версии генома rn6 по данным базы 
ENSEMBL версии 106. При построении индекса 
референсного транскриптома нуклеотидная после-
довательность генома была использована в качестве 
decoy-последовательности для того, чтобы избежать 
ошибочного приписывания прочтений транскрип-
там. Уровни экспрессии генов рассчитывались 
на основании значений экспрессии отдельных транс-
криптов этих генов с помощью R-пакета tximport 
[13]. Для оценки дифференциальной экспрессии 
генов между группами был использован R-пакет 
edgeR, в качестве статистического теста был выбран 
glmLRT [14]. Критерием статистической значимо-
сти изменения экспрессии гена между группами 
считался FDR < 0,05.

Результаты и обсуждение

Транскриптомный анализ нейроглиальных 
культур на модели глутаматной 

эксайтотоксичности
Добавление глутамата к культурам кортикаль-

ных нейронов приводило к изменению дифферен-
циальной экспрессии у 1269 генов, из которых у 969 
генов была повышена экспрессия в контрольных 
культурах, а у 300 генов была повышенная экс-
прессия в культурах с добавлением глутамата 
(p-value  < 0,05 и |FC|<1,5). Далее проводили ана-
лиз дифференциально экспрессированных генов, 
с помощью их классификации по биологическим 
процессам и по сигнальным путям.

Анализ генов с повышенной экспрессией в кон-
трольной группе с помощью базы данных Gene 
Onthology показал, что гены достоверно группи-
ровались по категориям Биологических процессов.

Из наиболее обогащенных, были выделены ка-
тегории биологических путей, связанные с работой 
синапса, удлинению аксонов и развитием дендритно-
го древа: аксоногенез (94 гена, среди которых можно 
выделить: Trpv2, Nell2 — данные белки обнаружи-
ваются в аксональном конусе и отвечают за нави-
гацию роста аксона, Rtn4rl1 — активный участник 
регенерации аксонов, Ptpro — удлинение аксонов 
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и разветвление отростков в ответ на BDNF, Robo2 — 
белок Robo-сигналинга, отвечающих за удлинение 
аксонов, а также гены семейства ephrins Epb41l3, 
Epha4, Ephb6, Ephx4 [16-20]); регуляция структуры 
или активности синапсов (82 гена: Snap25 — белок 
синаптовезикул; Dlg4, Arhgap33 — отвечают за пла-
стичность синапсов и контроль структуры [21–23]); 
развитие дендритов (59 генов: Kidins220, Celsr2, 
Bcl11a — гены формирования дендритов [24–26]) 
и транспорт нейромедиаторов (63 гена: Nos1 — син-
тетаза оксида азота (NO), который действует как 
сигнальный мессенджер в различных нейронных про-
цессах; Slc17a6, Slc17a7 — глутаматный транспортер; 
Slc2a3, Slc2a6 — транспортер глюкозы, Stxbp5 — ре-
гулятор экзоцитоза нейротрансмитеров [27, 28]), что 

может говорить о поддержании нейротрансмитерной 
передачи в нейроглиальной культуре, а также о росте 
и развитии нейритов (рисунок 1).

Также наиболее активируемые биологиче-
ские процессы можно разделить на несколько 
групп: регуляция нейрональной синаптической 
пластичности (27 генов: Syp  — модулирует 
работу синапса, который контролирует слия-
ние везикул и экзоцитоз нейротрансмиттеров, 
Rasgrf1 — белок сигнального пути Ras, который 
отвечает за реакцию на приток кальция на пост-
синаптической мембране [29, 30]); сигнальный 
путь рецептора глутамата (19 генов: Gria4, 
Gria1 — субъединицы глутаматного рецептора; 
Grin1, Grin2d — гены субъединиц NMDA-рецептора,  

Рис. 1. Результаты классификации генов с повышенной экспрессией в контрольной группе с помощью базы данных 
Gene Onthology. По оси X указано процент генов, по оси Y выбранные биологические процессы

Fig. 1. Results of classification of genes with increased expression in the control group using the Gene Onthology database.  
The x-axis shows the percentage of genes, and the y-axis shows the selected biological processes
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реагирующие на глутамат [31, 32]), и регуляция де-
поляризации мембраны (9 генов: Camk1g, Camk2a, 
Camk2b, Camk2d, Camkk1 — гены Ca2+/кальмодулин 
зависимые протеин киназы, которые отвечают за от-
ветную реакцию деполяризации мембраны [33, 
34]); поддержание гомеостаза и регуляция концен-
трации ионов кальция — транспорт ионов кальция 
(54 генов: Atp2b2, Atp2b3, Atp2b4 — АТФаза плаз-
матической мембраны, транспортирующая Ca2+ 
(PMCA2), играет решающую роль в нейронах, 
регулируя концентрацию ионов кальция), позитив-
ная регуляция развития нервной ткани — (52 гена: 
Foxg1, Bcl11a — участвуют в развитии нейро-
нов [35]) и пути связанные с ростом и развитием 
аксонов и дендритов — расширение дендритного 
древа (38 генов) и развитие дендритных шипиков 
(24 генов) (рисунок 1).

Также ДЭГ были классифицированы по сиг-
нальным путям с помощью базы данных KEGG. 

Были обнаружены следующие сигнальные пути: 
направление роста аксонов (40 генов, среди кото-
рых, Neo1, Pak6, Dpysl5), кальциевый сигнальный 
путь (32 гена: Cacna1b, Camk1g, Camk2d, Camk1d, 
Camk2a), cAMP сигнальный путь (36 генов), 
сигнальный путь MAPK (33 гена: Mapk10, Ptprr, 
Rasgrf1, Map3k12), глутаматергический синапс 
(30 генов, например, Grik2, Grik5, Grin2d), фо-
кальная адгезия (14 генов, например, Itga3, Lamb1, 
Prkcg), долговременная потенциация (13 генов, 
например, Itpr1, Grin2b, Mapk3, Prkcg, Adcy1) и апе-
линовый сигнальный путь (10 генов) (рисунок 2).

После анализа и классификации генов, чья 
экспрессия была повышена в контрольной груп-
пе, были найдены и проанализированы гены, чья 
экспрессия была повышена в группе с добавле-
нием глутамата. Обнаруженные 300 генов были 
классифицированы по категориям биологических 
процессов и сигнальных путей.

Рис. 2. Результаты классификации генов, чья экспрессия была повышена в контрольной группе с помощью базы 
данных KEGG database. По оси X указано процент генов, по оси Y выбранные сигнальные пути

Fig. 2. Results of classification of genes whose expression was increased in the control group using the KEGG database. 
The X-axis shows the percentage of genes, and the Y-axis shows the selected signaling pathways
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При классификации генов по биологическим 
процессам с помощью базы данных Gene Onthology 
были обнаружены категории, которые отвечали за ак-
тивацию путей, связанных с защитными процессами 
клетки на токсическое действие глутамата, такие как: 
ответ на гипоксию (28 генов: Hmox1 — белок, акти-
вирующийся в ответ на гипоксию; Pmaip1 — проа-
поптозный белок, ингибирующий антиапоптозный 
белок Mlc‑1 [36]); клеточный ответ на химический 
стресс (24 гена: LIF — активатор путей выживания 
клеток, Fos — является маркером реакции клеток 
на стресс, Hsp90b1 — белок теплового шока, реа-
гирующий на накопление неправильно свернутых 
белков [37-39]); клеточный ответ на окислительный 
стресс (16 генов: Gadd45b, Gadd45g — гены, акти-
вирующиеся на разные типы стресса, такие как по-
вреждение ДНК активными формами кислорода [40, 
41]); клеточный ответ на активные формы кислорода 
(14 генов: Nfe2l2 — ген белка, который нейтрализует 
активные формы кислорода, тем самым защищая 
клетки [42]); ответ на стресс эндоплазматического 
ретикулума (11 генов: Dnajc3, Pdia4 — активируется 
на стресс ЭПР [43, 44]). Все эти пути свидетель-
ствуют об активации внутри нейронов механизмов, 
отвечающих за внутриклеточный ответ на стресс 
и на нарушение гомеостаза нейронов. Также были 
обнаружены пути программированной клеточной 
гибели — регуляция апоптотического сигнально-
го пути (20 генов: Anxa1, Ano6 — их экспрессия 
усиливается во время апоптоза [45, 46]). Кроме 
того, были выделены категории, связанные с ре-
генерацией и восстановлением — заживление ран 
(36 генов: Cdkn1a, Csrp1 — ген, активирующийся 
в ответ на повреждение клетки и стимулирующий 
ее восстановление, Nrg1 — активно участвует 
в развитии нейронов и в восстановлении работы 
синапсов [47–49]). Наличие этих процессов сви-
детельствует о том, что клетки при токсическом 
воздействии глутамата запускают процессы, связан-
ные с восстановлением и выживанием. Так как был 
обнаружен процесс заживление ран вместе с ним 
были идентифицированы процессы, отвечающие 
за клеточную адгезию, а также реорганизацию 
межклеточного пространства нейроглиальной куль-

туры — регуляция межклеточной адгезии (23 гена: 
Sdc4 — ген, отвечающий за межклеточную адгезию 
и миграцию [50]); организация внеклеточной струк-
туры (21 ген: Has2 — синтез гиалуроновых нитей, 
Piezo1 — ген механотрансдукции, активирующийся 
при адгезии нейронов [51, 52]) (рисунок 3).

Анализ генов с помощью KEGG database пока-
зал активацию сигнальных путей, связанных с кле-
точной гибелью — Апоптоз (9 генов, среди которых: 
Fos, Ripk1, Pmaip1), выживанием — сигнальный 
путь PI3K-Akt (12 генов, такие как, Cdkn1a, Nr4a1, 
Atf4), сигнальный путь NF-kappa B (7 генов, такие 
как, Ripk1, Nfkb2) и сигнальный путь JAK-STAT (8 
генов, например, Lif, Il4r, Stat3), ответ на разные 
типы стресса — сигнальный путь TNF (8 генов), 
сигнальный путь HIF‑1 (8 генов, например, Hmox1, 
Stat3) и сигнальный путь p53 (5 генов: Cdkn1a, 
Serpine1, Pmaip1) (рисунок 4).

Анализ дифференциальной экспрессии генов 
при добавлении культурам внеклеточных везикул 
на фоне действия глутамата

Инкубация с внеклеточными везикулами приво-
дила к изменению дифференциальной экспрессии 
499 генов, из которых 190 генов были с повышенной 
экспрессией в группе с добавлением ВВ-ГКП и 309 
генов — с пониженной экспрессией (p-value<0,05 
и |FC|<1,5).

Анализ с  помощью базы данных Gene 
Onthology показал, что гены с повышенной экспрес-
сией в группе с добавлением ВВ-ГКП достоверно 
классифицировались по группам Биологических 
процессов. Из наиболее представленных были 
выделены следующие категории биологических 
путей: регенерация, реорганизация внеклеточного 
матрикса и цитоскелета, поддержание гомеостаза 
и ответ на клеточный стресс. Так к регенерации 
можно отнести: заживление ран (18 генов: Timp1, 
Anxa2, и другие), передача сигнала фосфатидили-
нозитол‑3‑киназой/протеинкиназой B (10 генов: 
Fgr — тирозин киназа, которая активирует NF-
κB and ERK1/2 pathways, Txn1 — тиоредоксин, 
который работает как антиоксидант, тем самым 
защищает от окислительного стресса [53]); реге-
нерация (8 генов: Anxa1 — аннексин 1, который, 
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Рис. 3. Результаты классификации генов с повышенной экспрессией в группе с добавлением глутамата с помощью 
базы данных Gene Onthology Biological processes. По оси X указано процент генов, по оси Y выбранные Biological 

processes
Fig. 3. Results of classification of genes with increased expression in the glutamate-added group using the Gene Onthology 

Biological Processes database. The x-axis shows the percentage of genes, and the y-axis shows the selected Biological 
Processes genes

связываясь со своими рецепторами, активирует 
пути защиты [54]) и регуляция аксоногенеза (5 ге-
нов: Metrn, отвечающий за удлинение аксонов [55]). 
В категории внеклеточный матрикс и цитоске-
лет можно выделить следующие подкатегории: 
организация внеклеточного матрикса (14 генов: 
Adamts7 — металлопротеиназа, которая может 
разрушать компоненты внеклеточного матрикса, 
Vwa1 — активно экспрессируется на концах ней-
ритов и взаимодействует с внеклеточным матрик-
сом [56, 57]); организация активнового цитоскелета 
(9 генов, например Arpc1b — белок, отвечающий 

за разветвленность актинового цитоскелета и тем 
самым за разветвленность нейритов [58]).

Также в категории ответ на стресс можно 
выделить: ответ на активные формы кислорода 
(10 генов, такие как Nptxr — пентраксин, который 
контролирует формирование синапса и поступление 
ионов внутрь нейронов; Pex5 — ген, участвующий 
в формировании пероксисомах [59]); ответ на пе-
рекись водорода (7 генов) и ответ на повреждение 
аксона (5 генов, например Spp1, который связан 
с выживанием клеток и реорганизацией аксона при 
повреждении [60]).
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Рис. 4. Результаты классификации генов, чья экспрессия выше в группе с добавлением глутамата с помощью базы 
данных KEGG database. По оси X указано процент генов, по оси Y выбранные сигнальные пути

Fig. 4. Results of classification of genes whose expression is higher in the glutamate-supplemented group using the KEGG 
database. The percentage of genes is shown on the X-axis, and the selected signaling pathways are shown on the Y-axis

Последней категорией процессов, которые 
удалось идентифицировать, было поддержание 
внутриклеточного гомеостаза, к которой удалось 
отнести следующие процессы: регуляция транспорта 
ионов металлов (12 генов: Tesc — контролирует 
поступление ионов металлов внутрь нейронов, 
особенно ионов кальция, связываясь с ним, 
Kcnip2 — потенциал-зависимый канал для ионом 
калия, Fxyd5 — регулирует работу Na+/K+-ATPase 
[61-63]); положительная регуляция секреции клеткой 
(8 генов); секреция пептидных гормонов (7 генов: 
Rbp4 — участвует в транспорте ретиноевой кислоты, 
Npy — нейропептид, необходимый для выживания 
нейронов [64, 65]) и регуляция деполяризации мем-
браны (3 гена) (рисунок 5A).

Однако, анализируя пути, в которые группиро-
вались гены, чья экспрессия была ниже в группе 
с добавлением ВВ-ГКП, можно увидеть процессы, 

связанные с физиологией нейронов: аксоногенез 
(24 гена: Ttc3, Vangl2, Nfib –ингибирование появ-
ления нейритов и удлинение аксонов, Mapt — ген 
белка, отвечающего за транспорт в аксонах и ден-
дритах [66–69]); регуляция клеточного ответа 
на стресс (20 генов: Tmem33 — это индуцируемая 
стрессом ЭПР молекула, которая модулирует каскад 
сигналов ответа на развернутый белок, приводящий 
к апоптозу, Nfe2l1 — еще один ген, активирующийся 
стрессом ЭПР, Foxo1 — один из ключевых генов 
ответа на окислительный стресс [70–72]); развитие 
дендритов (19 генов: Mef2c — ген белка, который 
регулирует формирование дендритных шипиков, ко-
торый стимулирует элиминацию шипиков во время 
эксайтотоксичности [73]); регуляция организации 
синапсов (18 генов: Tnik, Zfp804a, Tanc2 — гены, 
отвечающий за регуляцию структуры и функции 
синапсов [74–76]); транспорт ионов кальция (18 ге-
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нов: Cacna1c, Cacna1d, Cacna2d1, Ryr2 — гены 
ионных транспортеров, контролирующих транспорт 
ионов кальция внутрь цитоплазмы нейронов); актин-
опосредованное сокращение клеток (8 генов: Limch1, 
Pde4d [77]); негативная регуляция экспрессии генов 

(10 генов); организация дендритного древа (11 ге-
нов); транспорт ионов кальция в цитозоль (5 генов); 
регуляция высвобождения ионов кальция в цито-
золь саркоплазматическим ретикулумом (4 гена) 
(рисунок 5Б).

Рис. 5. Результаты классификации генов, чья экспрессия была повышена (А) и понижена (B) в группе с добавлением 
ВВ-ГКП с помощью базы данных Gene Onthology. По оси X указано число генов, по оси Y выбранные сигнальные пути
Fig. 5. Results of classification of genes whose expression was increased (A) and decreased (B) in the group with the addition 

of BB-GKP using the Gene Onthology database. The number of genes is indicated on the X-axis, and the selected signaling 
pathways are shown on the Y-axis
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Для более глубокого анализа процессов, как 
и в предыдущем эксперименте мы с помощью KEGG 
database классифицировали генов по сигнальным 
путям. Гены с повышенной экспрессией достоверно 
классифицировались по следующим путям: Фо-
кальная адгезия (7 генов, например, Myl9, Spp1, 
Thbs4), Сигнальный путь PI3K-Akt (7 генов, такие 
как, Pck2, Fn1), Фагосома (5 генов, напрмер: Sec61b) 
и Регуляция актинового цитоскелета (5 генов, такие 
как: Arpc1b, Rras) (рисунок 6А). Гены с понижен-
ной экспрессией тоже достоверно группировались 
по категориям сигнальных путей, таких как: Сиг-
нальный путь MAPK (13 генов: Map4k4, Ppp3ca, 
Cacna1d, Cacna2d1), Кальциевый сигнальный путь 
(11 генов: Atp2b4, Atp2b1, Plcb1, Ryr2, Camk4), 
Клеточное старение (8 генов: RT1-S3, Tgfb2, Rbl1, 
Hipk2), Наведение аксонов (7 генов: Srgap1, Pak3, 
Ephb1, Ppp3ca, Sema5a, Cxcl12), Долговременная 
потенциация (6 генов) и Глутаматергический синапс 
(5 генов: Plcb1, Prkacb, Ppp3ca) (рисунок 6Б).

Эксайтотоксичность представляет собой клю-
чевой патогенетический механизм повреждения 
нервной ткани при различных неврологических 
патологиях. Исследование глутамат-опосредованной 
эксайтотоксичности имеет принципиальное значе-
ние для понимания патогенеза этих заболеваний 

и разработки новых терапевтических стратегий. 
Глутамат как основной возбуждающий нейроме-
диатор ЦНС при избыточном накоплении вызывает 
необратимые повреждения нейронов. В процессе 
синаптической передачи глутамат высвобождается 
в синаптическую щель и связывается со специфиче-
скими рецепторами постсинаптической мембраны. 
Активация этих рецепторов приводит к: усилению 
поступления ионов кальция и натрия в цитозоль, 
деполяризации мембраны и передаче электрического 
сигнала. Эти процессы стимулируют: активацию 
внутриклеточных сигнальных каскадов, которые 
влияют на изменения внутриклеточного гомеостаза. 
Патологическое накопление глутамата вызывает 
гиперстимуляцию рецепторов (феномен эксайтоток-
сичности), что приводит к: критическому повыше-
нию внутриклеточного Ca²+, дисфункции митохон-
дрий, окислительному стрессу, активации стресса 
эндоплазматического ретикулюма, что приводит 
к запуску апоптоза. Эти нарушения в итоге приводят 
к необратимой гибели нейронов, что определяет 
центральную роль эксайтотоксичности в патогенезе 
нейродегенеративных заболеваний. Это согласуется 
с полученными данными транскриптомного анализа, 
которые показали, что глутамат запускает внутри 
нейронов пути, связанные с активацией и регуляцией 

Рис. 6. Результаты классификации генов, чья экспрессия была повышена (А) и понижена (B) в группе с добавлением 
ВВ-ГКП с помощью базы данных KEGG database. По оси X указано число генов, по оси Y выбранные сигнальные пути
Fig. 6. Results of classification of genes whose expression was increased (A) and decreased (B) in the group with the addition 
of BB-GKP using the KEGG database. The number of genes is indicated on the X-axis, and the selected signaling pathways are 

indicated on the Y-axis
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апоптоза, а также реакцию на клеточный стресс, вы-
званный активными формами кислорода и наруше-
нием работы эндоплазматического ретикулюма, что 
согласуется с общеизвестными данными [78]. Также 
глутамат запускает глиогенез, так как астроциты 
способствуют защите нейронов при глутаматной 
эксайтотоксичности, активно поглощая избыток 
глутамата из внеклеточного пространства [79]. 
Также есть активация таких путей, как сигналь-
ный путь PI3K-Akt, сигнальный путь NF-kappa B 
и сигнальный путь JAK-STAT, что свидетельствует 
о стимулировании защитных механизмов в нервных 
клетках.

Глиальные клетки, составляющие большинство 
клеток центральной нервной системы человека, 
играют ключевую роль в поддержании ее нормаль-
ного функционирования. Эти клетки обеспечивают 
комплексное регулирование деятельности ЦНС 
через выполнение метаболических, структурных 
и гомеостатических функций, включая контроль 
синаптической передачи, поддержание нейронально-
го гомеостаза и регуляцию гематоэнцефалического 
барьера. Важнейшей особенностью глии является 
их способность осуществлять нейропротекторное 
действие как посредством прямого межклеточного 
взаимодействия, так и через паракринные механиз-
мы, реализуемые путем секреции внеклеточных 
везикул, цитокинов и других сигнальных моле-
кул. Данные механизмы обеспечивают регуляцию 
нейрональной активности и защиту нервной ткани 
от повреждающих воздействий.

Уже довольно давно ведутся исследования 
нейропротекторного свойства внеклеточных ве-
зикул, полученных из разных источников, в том 
числе от нейральных стволовых клеток человека, 
нейральных клеток-предшественников человека, 
астроцитов, олигодендроцитов. Особое внимание 
привлекают внеклеточные везикулы, полученные 
из астроцитов (АВВ), так как есть большое коли-
чество исследований об их влиянии на гомеостаз 
нервной ткани. Так в них обнаруживаются белки 
FGF‑2 и VEGF, стимулирующие: регенерацию тка-
ней, выживание и дифференцировку клеток, за счет 
активации сигнальный пути PI3K-Akt [80]. Также 

есть данные о содержании в АВВ белков теплового 
шока, которые влияют на корректное сворачивание 
белков и ингибирование внутриклеточного стресса 
[81]. Есть исследования, согласно которым астро-
цитарные ВВ стимулируют активацию сигнальных 
путей NF-κB и HIF‑1alpha в клетках нервной ткани in 
vivo, которые отвечают за реакцию нервных клеток 
на окислительный стресс, гипоксию и реактивные 
формы кислорода [82]. Есть исследования, что АВВ 
влияют на рост отростков нейронов и направление 
роста аксонов, а также на нейронную активность 
и синаптическую передачу [83-84].

В ходе транскриптомного анализа с помощью 
базы данных KEGG при сравнении генов в можно 
увидеть, что ВВ в присутствии глутамата повышают 
дифференциальную экспрессию генов, связанных 
с активацией PI3K-Akt сигнального пути, который 
активирует нейропротекторные и регенеративные 
процессы. Поэтому среди групп, полученных при 
классификации генов с повышенной экспрессией 
в группе с добавлением ВВ-ГКП, с помощью базы 
данных Gene Onthology, выделяются следующие 
биологические процессы: заживление раны, ответ 
на повреждение аксонов, реакция на клеточный 
стресс, вызванный активными формами кислоро-
да и гипоксией, а также контроль деполяризации 
мембраны и транспорта ионов металлов. Однако 
при этом ВВ в присутствии глутамата снижают 
дифференциальную экспрессию генов, отвечающих 
за развитие дендритного древа, удлинение аксонов, 
организацию синапсов, что может быть связано 
со стимуляцией путей выживания нейронов. Есть 
данные, что при определенных условиях, особенно 
в процессах, связанных с выживанием, нейроны 
могут подавлять формирование отростков. Это 
подавление не является общим подавлением раз-
вития дендритов и аксонов, а представляет собой 
специфический механизм, определяющий приоритет 
выживания в условиях ограниченных ресурсов или 
стресса [85]. Кроме того, ВВ снижают экспрессию 
генов, отвечающих за поступление ионов кальция 
в цитозоль как из внеклеточного пространства, так 
и из эндоплазматического ретикулюма, а также 
ингибируют формирование глутаматергического 
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синапса и долговременную потенциацию, что также 
является защитным механизмом от гиперстимуля-
цией глутаматом [86].

Ограничением данного исследования является 
использование в экспериментах и анализе препарата 
ВВ-ГКП, полученных от одного донора.

Изучение механизмов нейропротекции ВВ, 
полученных от различных клеточных источников, 
остаются актуальной задачей современной кле-
точной биологии и нейробиологии. При этом уже 
полученные данные позволяют утверждать, что ВВ 
имеют ряд преимуществ перед другими терапевти-
ческими агентами благодаря их мультитаргетности 
и способности активировать множество внутрикле-
точных путей. Дальнейшее изучение механизмов 
их воздействия на нервные клетки может привести 
к создаю нового эффективного терапевтического 
агента для лечения неврологических заболеваний.

Выводы
Полученные данные свидетельствуют о том, что 

ВВ, продуцируемые глиальными предшественника-
ми, полученными из иПСК человека, стимулируют 
нейропротекцию, с помощью активации путей, 
связанных с ответом на клеточный стресс, инги-
бированием поступления ионов кальция в цитозоль, 
а также активацию путей выживания, таких как 
PI3K-Akt сигнальный путь. Использование данного 
терапевтического агента позволило бы частично 
нивелировать последствия патологической эксайто-
токсичности глутамата, тем самым способствовать 
более эффективному лечению нейродегенеративных 
заболеваний.
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