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СПИСОК ПРИНЯТЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

ДНК (DNA) – дезоксинуклеиновая кислота 

кДНК – комплементарная ДНК  

МСК – мезенхимные (стромальные) стволовые клетки 

эМСК – мезенхимные стволовые клетки эндометрия 

ОТ-ПЦР – полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 

ЭСК – эмбриональные стволовые клетки 

BSA – бычий сывороточный альбумин 

bFGF – основной фактор роста фибробластов 

CD – кластер дифференцировки 

DAPI – 4',6-диамидино-2-фенилиндол дигидрохлорид 

DMEМ – питательная среда Игла в модификации Дюльбекко 

DMSO – диметилсульфоксид 

EDTA – этилендиаминтетрауксусная кислота 

EGTA – этиленгликоль бис (бета-аминоэтил эфир)-N,N,N ',N'-тетрауксусной кислоты 

FBS – бычья эмбриональной сыворотка 

FITC – флюоресцеин изотиоцианат 

HLA – (human leucocyte antigen) - главный комплекс гистосовместимости 

PBS – фосфатно солевой буфер 

PI – йодистый пропидий 

PMSF – фенилметилсульфонилфторид  

SDS – додецилсульфат натрия 

TTBS – фосфатно солевой буфер с твином 20 

ТАЕ – трис-ацетатный буфер с этилендиаминтетрауксусной кислотой 
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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность исследования 

 Эмбриональные стволовые клетки и стволовые клетки взрослого организма являются 

хорошей экспериментальной моделью для фундаментальных исследований в области 

клеточной биологии, фармакологии и регенерационной медицины.  

Эмбриональные стволовые клетки являются плюрипотентными и обеспечивают 

развитие всего организма. Взрослые стволовые клетки несут ответственность за развитие 

новых тканей, восстановление и регенерацию поврежденных тканей и органов. Оба типа 

клеток самообновляются in vitro и могут размножаться в культуре в течение длительного 

времени. И эмбриональные, и взрослые стволовые клетки должны иметь механизмы, 

обеспечивающие их генетическую стабильность. Стволовые клетки человека более 

эффективно репарируют одно и двунитевые разрывы ДНК при воздействии H2O2, УФ- и γ-

излучения (Chen et al., 2006; Maynard et al., 2008) и более устойчивы, чем 

дифференцированные клетки, к индукции хромосомных аберраций при действии 

митомицина С (Vinoth et al., 2008). Экспрессия генов, ответственных за стрессоустойчивость, 

снижается при  дифференцировке (Saretzki et al., 2008; Armstrong et al., 2010). Высказывается 

предположение, что стволовые клетки более устойчивы к стрессу, чем дифференцированные  

(Prinsloo et al., 2009), однако существует и противоположное мнение. Так,  эмбриональные 

стволовые клетки крайне чувствительны к генотоксическим агентам: этопозиду, ингибитору 

топоизомеразы II (Grandela et al., 2008; Velichko et al., 2011), воздействию УФ-лучей (Luo, 

2012), γ-радиации (Filion et al., 2009) и быстро запускают апоптотическую программу, не 

восстанавливая повреждения (Stambrook et al., 2010).  

 Реакция культивируемых стволовых клеток человека на стресс активно изучается 

(Goligorsky, 2009; Tower, 2012), в том числе исследователями, занимающимися проблемами 

клеточной трансплантации. За последние несколько лет опубликовано много работ, в 

которых показано, что предварительная обработка трансплантируемых стволовых клеток 

сублетальными дозами различных стрессорных факторов увеличивает их толерантность и 

регенеративные свойства (Yu et al., 2013). 

 Стволовые клетки могут по-разному реагировать на стрессовые воздействия. Мягкий 

стресс может стимулировать дифференцировку стволовых клеток (Stolberg and McCloskey, 

2009; Hronik-Tupaj et al., 2011). Результатом жесткого стресса является некроз (Dolan et al., 

2012). Сублетальные дозы различных стрессорных факторов приводят к апоптозу или 

старению (SIPS) (Cmielova et al., 2012). Выбор зависит от типа клеток и силы стресса. 
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Важную роль в реализации этих программ играют шапероны, принимающие участие в 

репарации протео-токсических повреждений и поддержании жизнеспособности клеток (Sõti 

et al., 2003). Многие шапероны принадлежат семейству белков теплового шока (HSP). 

Индукция и накопление HSP происходит при воздействии различных повреждающих 

агентов, наиболее изученным из них является тепловой стресс. Температура является 

важным фактором, который регулирует различные клеточные процессы (Richter et al., 2010). 

Резкие изменения температуры окружающей среды – частые события. Хотя реакция клеток 

на тепловой шок является одной из наиболее изученных, ответ  стволовых клеток на  

повышение температуры, а также  судьба клеток, переживших тепловой стресс,  мало 

исследованы. 

 Таким образом, изучение реакции культивируемых стволовых клеток человека на 

тепловой стресс является перспективным направлением современной клеточной биологии и 

вносит вклад в понимание процессов, происходящих при восстановлении поврежденных 

тканей и органов, необходимое для применения этих клеток в трансплантационной 

медицине.  

 

Цель и задачи исследования 

Цель работы состояла в исследовании механизмов ответа эмбриональных и взрослых 

стволовых клеток человека на температурный стресс. В задачи исследования входило: 

1. Анализ жизнеспособности и пролиферативной активности недифференцированных 

эмбриональных стволовых клеток человека (чЭСК), их дифференцированных производных 

(чЭСК–ДИФ) и эндометриальных мезенхимных стволовых клетках (эМСК) при различной 

интенсивности прогрева. 

2. Оценка распределения интактных и прогретых клеток всех изучаемых линий по фазам 

клеточного цикла. 

3. Исследование экспрессии и локализации основных белков теплового шока в чЭСК, 

чЭСК–ДИФ и эМСК после мягкого и жесткого теплового воздействия.  

4. Оценка генетической стабильности, экспрессии специфических маркеров и 

дифференцировочного потенциала чЭСК, чЭСК–ДИФ и эМСК, переживших сублетальный 

тепловой шок. 

 

Основные положения, выносимые на защиту 

1. Сублетальный ТШ вызывает апоптотическую гибель эмбриональных стволовых 

клеток.  
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2. Сублетальный ТШ вызывает остановку пролиферации и арест в G0-G1 и G2-M фазах 

клеточного цикла дифференцированных чЭСК и эндометриальных мезенхимных СК, что 

приводит к стресс-индуцированному преждевременному старению (SIPS). 

3. Потомки клеток всех изученных линий, пережившие сублетальное воздействие 

температуры, сохраняют свойства родительских клеток.  

4. Тепловой шок (ТШ) по-разному влияет на экспрессию индуцибельной изоформы 

Hsp70 в изученных клетках при мягком и жестком ТШ. Мягкий ТШ индуцирует экспрессию 

Hsp70 во всех типах клеток; при сублетальном ТШ индукция Hsp70 снижается в чЭСК и 

продолжает возрастать в дифференцированных производных чЭСК и в эМСК.  

5. На поверхности клеточной мембраны чЭСК экспрессируется конститутивная 

изоформа Hsc70. 

 

Научная новизна работы 

Впервые показано, что эмбриональные и взрослые стволовые клетки человека по-

разному реагируют на сублетальное тепловое воздействие. 

Впервые показано, что ТШ вызывает апоптотическую гибель ЭСК, но не индуцирует 

апоптоз в их дифференцированных производных и МСК. 

Впервые показано, что сублетальный тепловой шок вызывает у дифференцированных 

производных чЭСК и взрослых стволовых клетках стресс-индуцированное преждевременное 

старение (SIPS). 

Впервые показано, что эмбриональные и взрослые мезенхимные стволовые клетки 

человека, пережившие сублетальный тепловой шок, сохраняют свойства родительских 

клеток. 

 

Теоретическое и практическое значение работы 

Результаты данной работы могут быть использованы для дальнейшего изучения 

механизмов ответа стволовых клеток на температурное воздействие. Материалы 

исследования дают важную информацию для понимания механизмов поддержания геномной 

стабильности клетками ранних эмбрионов для предотвращения передачи повреждений 

клеткам потомства. Результаты исследования можно использовать для оптимизации 

протоколов клеточной терапии. Жизнеспособность трансплантируемых клеток можно 

повысить с помощью их предварительного прогрева для усиления стрессозащитных 

механизмов. Полученные нами данные могут быть использованы при чтении лекций по 

биологии стволовых клеток и регенеративной медицине.  

 



9 
 

Апробация работы 
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1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

 

1.1. Эмбриональные стволовые клетки 

1.1.1. Получение ЭСК 

Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) были впервые получены в 1980 г. из 

внутренней клеточной массы (ВКМ) поздней стадии  бластоцисты мышей (Evans  and 

Kaufman, 1981; Martin, 1981). ЭСК были способны неограниченно долго делиться в культуре  

и дифференцироваться  in vitro практически во все клеточные типы тканей взрослой мыши. 

 Первые постоянные линии ЭСК человека (чЭСК) были получены в 1998 г. (Thomson et 

al., 1998).  Это событие открыло путь для использования чЭСК в заместительной терапии и 

дало мощный стимул исследованиям в области биологии стволовых клеток. На сегодняшний 

день получены уже несколько сотен линий чЭСК, стали известны молекулярные и 

генетические аспекты механизма их регуляции, самообновления и плюрипотентности, 

проведены широкомасштабные работы по оптимизации способов дифференцировки чЭСК в 

различные типы клеток.  

чЭСК получают из ВКМ бластоцист человека, не использованных при 

экстракорпоральном оплодотворении. Как правило, используются 4- и 5-суточные 

бластоцисты, хотя описаны попытки доращивания бластоцист и до 9-суточного возраста в 

целях получения большего количества внутриклеточной массы (Fong et al., 2004). ЭСК могут 

быть получены из морулы (Strelchenko and Verlinsky, 2006) и из одиночного бластомера 

(Klimanskaya et al., 2006). Для выделения ВКМ часто используют иммунохирургический 

метод,  позволяющий разделить бластоцисту и клетки трофэктодермы (Solter and Knowles, 

1975). Кроме этого с успехом используются и другие техники, включающие механическую 

изоляцию ВКМ (микрохирургия при помощи лазерного луча или клеточного ножа) и 

обработку бластоцист проназой (Kim et al., 2005). Возможна также селекция бластоцист, 

спонтанно «вылупившихся» из блестящей оболочки (zona pellucida; также известной как 

«блестящая зона») (Heins et al., 2004). 

Важнейшей особенностью ЭСК является высокий уровень теломеразы, участвующей в 

восстановлении теломер после каждой репликации ДНК. За счет высокой теломеразной 

активности, ЭСК не подвергаются репликативному старению и способны к неограниченной 

пролиферации in vitro.  Плюрипотентные клетки  пролиферируют быстрее, чем большинство 

соматических клеток (Becker et al., 2006) и имеют более продолжительную S  и короткую G1 

фазы клеточного цикла (Becker et al., 2006). Характерной особенностью плюрипотентных 

клеток считается  ослабление работы G1/S контрольной точки. Кроме того, для чЭСК 

характерно симметричное клеточное деление, необходимое для сохранения структурного и 
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функционально эквивалента дочерних клеток. Все этапы регулирования клеточного цикла 

чЭСК подробно описаны в обзоре (Abdelalim,  2013). 

 

1.1.2. Поддержание чЭСК 

Выделенные из ВКМ клетки обычно культивируются на питающих (фидерных) клетках 

в присутствии сыворотки и необходимых ростовых факторов. Колонии чЭСК плоские, с 

достаточно четкими границами между клетками. Плюрипотентные клетки обладают высокой 

клоногенной способностью.  

На первых этапах в качестве фидерного слоя наиболее часто использовали 

эмбриональные фибробласты мыши (МЭФ). Однако в дальнейшем было показано, что чЭСК, 

культивируемые на мышиных питающих клетках, начинают использовать неспецифические 

для человека химические субстанции, продуцированные фидерными клетками, замещая ими 

свои собственные (Martin et al., 2005).  Использование мышиного фидера и бычьей 

сыворотки приводило к появлению в мембранных везикулах чЭСК чужеродных белков, 

которые могут  вызвать сильный иммунный ответ при использовании этих клеток in vivo 

(Kubikova et al., 2009). Естественно, были предприняты попытки  перевода клеток человека с 

мышиного фидера на фидерные клетки человека. Оказалось, что возможно получение новых 

линий и культивирование чЭСК, применяя в качестве фидерного слоя клетки человека: 

эмбриональные фибробласты, фибробласты крайней плоти, эндометрия, паренхимы мо-

лочной железы,  эпителия фаллопиевых труб и др. (Amit et al., 2003; Richards et al., 2003; Lee 

et al., 2004; Inzunza et al., 2005; Anisimov et al., 2011). Использование аллогенных фидерных 

культур не исключает риска контаминации, поэтому преимущество при культивировании 

линий чЭСК имеют аутогенные фидерные системы, получаемые при дифференцировке 

чЭСК (Fu et al., 2011; Lee et al., 2012). 

Для стандартизации протоколов поддержания чЭСК в последнее время широко 

применяют безфидерные системы культивирования. Часто в качестве субстрата используют 

матригель, который представляет собой смесь белков внеклеточного матрикса (ВКМ), к 

которым относятся ламинин, коллаген IV, гепаран сульфат протеогликаны, эктактин, 

нидоген 1. К белкам ВКМ добавляют ростовые факторы и  кондиционированную среду от 

фидерных клеток  (Xu et al., 2001, 2005; Rosler et al., 2004; Choo et al., 2008; Montes et al., 

2009; Tsai et al., 2010; Higuchi et al., 2011; Sanchez et al., 2012). Матригель получают из 

мышиной саркомы.  Однако использование такой системы несет риск ксеногенной 

контаминации чЭСК. В связи с этим в настоящее время широко используются субстраты, 

состоящие из отдельных природных или рекомбинантных белков ВКМ человеческого 
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происхождения. Недавно была выделена смесь белков ВКМ из плаценты и плазмы человека. 

На этом субстрате чЭСК могут экспонироваться в течение длительного времени без потери 

характерных для них свойств (Wang et al., 2012). В современных исследованиях используют 

дополнительные компоненты среды в виде малых молекул или низкомолекулярных 

лигандов, ингибирующих клеточные сигнальные пути, ответственные за дифференцировку и 

клеточную гибель, и способствующих активной пролиферации чЭСК (Burton et al., 2010; 

Tsutsui et al., 2011; Valamehr et al., 2011). 

 

1.1.3. Дифференцировка ЭСК 

Одним из наиболее важных свойств плюрипотентных клеток является их способность 

дифференцироваться практически в любые типы соматических клеток (Odorico et al., 2001; 

Schuldiner and Benvenisty, 2003). Дифференцировочный потенциал in vivo проверяется  путем 

введения иммунодефицитным бестимусным мышам суспензии ЭСК, в результате чего 

образуются тератомы, содержащие производные всех трех первичных зародышевых листков. 

В тератомах, образованных чЭСК, наблюдали образование эпителия желудочно-кишечного 

тракта (эндодерма), кости, хряща, гладкой и поперечнополосатой мускулатуры (мезодерма), 

нейрального эпителия, эмбриональных ганглиев и эпителиальных клеток (эктодерма) 

(Thomson et al., 1998). In vitro дифференцировочный потенциал может быть проверен при 

переводе ЭСК в неоптимальные условий культивирования (культуральные чашки с 

неадгезивной поверхностью, отсутствие фидера и факторов роста). Это приводит к 

образованию округлых дифференцированных агрегатов - эмбриональных телец (ЭТ), 

которые растут в суспензии (Martin, 1981). чЭСК могут быть дифференцированы во все типы 

клеток. После коммитирования клеток зародышевых слоев,  при использовании специальных 

протоколов дифференцировки, можно наблюдать образование определенных типов клеток. 

Например, энтодермальные производные могут быть дополнительно индуцированны в 

гепатоциты, инсулин-продуцирующие β-клетки и эпителий легких. Мезодермальные 

производные могут быть использованы для индукции хондроцитов, остеоцитов, скелетных 

миобластов, кроветворных клеток, эндотелиальных клеток и кардиомиоцитов, а 

эктодермальные предшественники могут быть индуцированны в кератиноциты, клетки 

пигментного эпителия сетчатки, олигодендроциты, астроциты и зрелые нейроны  (Vazin and 

Freed, 2010). Статус дифференцировки клеток можно контролировать путем анализа 

специфических маркеров, которые указывают на потерю плюрипотентности и начало 

дифференцировки. Наиболее часто используют следующие маркеры: для трофэктодермы 

(ЭСК мыши):GATA3, GATA2, CDX2, hCGα, hCGβ, PL-1, GCM1, CD9 и HLA-G; для 
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энтодермы: AFP, GATA4, Gata6, ламинин В1, альбумин, PDX1, FOXA2 и Sox17; для 

мезодермы: Brachyury, RUNX1, VEGFR2, αMHC и MSX1; для эктодермы: NF-200, NF68, 

NCAM, FGF5, PAX6, NEUROD1, MAP2 (Hay et al., 2004; Matin et al., 2004; Hyslop et al., 2005; 

Takahashi et al., 2007; Cameron et al., 2008; Fong et al., 2008; Melchior et al., 2008). 

 

1.1.4. Поверхностные антигены плюрипотентных клеток 

Для чЭСК характерна экспрессия специфичных поверхностных маркеров: 

гликолипидов SSEA-3, SSEA-4 и кератин-сульфатов TRA-1-60, TRA-1-81 (Thomson et al., 

1998). чЭСК характеризуются высоким уровнем экспрессии CD90 (известного также как 

Thy-1-антиген), CD117 (известного  как c-kit), , CD29 (β1 integrin), CD59 (Protectin) и др. 

(подробно см. обзор Zhao et al., 2012). Экспрессия SSEA-3 начинает уменьшаться на ранних 

стадиях дифференцировки чЭСК, тогда как экспрессия SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81, TRA-2-

54 и СD90 уменьшается на более поздних этапах.  Недавно был обнаружен новый 

поверхностный маркер плюрипотентных клеток SSEA-5, который исчезает в процессе 

дифференцировки быстрее, чем SSEA-3 (Tang et al., 2011).  В настоящее время специфичные 

поверхностные маркеры плюрипотентности широко используются для идентификации и 

изоляции ЭСК при помощи методов проточной цитометрии и магнитного сортинга клеток. 

Для идентификации плюрипотентных клеток наряду с другими маркерами предлагают 

использовать CD30 (рецептор фактора некроза опухоли суперсемейства TNFRSF8) 

(Abujarour et al., 2013). 

 

1.1.5. Генетический контроль плюрипотентности 

Ключевыми регуляторами плюрипотентности, по мнению многих исследователей, 

считаются Oct4, Nanog и Sox2.  Белок Oct4 относится к V классу POU (PIT, OCT, UNC), 

семейства транскрипционных факторов. POU-домен состоит из двух структурно 

независимых субдоменов: POU- специфического (N- концевой, состоящий из 75 а.о.) и POU- 

гомеодомена (C-концевой, 60 а.о.). Оба субдомена соединены между собой вариабельным по 

длине подвижным линкером (Okamoto et al., 1990). Экспрессия белка Oct4 характерна для 

ранних стадий эмбриогенеза человека, мыши и других млекопитающих (Palmieri et al., 1994; 

Nichols et al., 1998; Hansis et al., 2000). Ген Oct4 человека локализован в пределах главного 

комплекса гистосовместимости, и имеет три альтернативных варианта сплайсинга: Oct4A, 

Oct4B и Oct4B1, которые  кодируют четыре изоформы белка - Oct4A, Oct4B-190, Oct4B-265 и 

Oct4B-164 (Takeda et al., 1992;  Atlasi et al., 2008; Wang et al., 2010). Белок, кодируемый 

изоформой Oct4A, локализуется в ядре клетки и принимает участие в регуляции 
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транскрипции генов, в то же время белок Oct4B локализуется в цитоплазме клеток и не 

способен поддерживать плюрипотентность (Lee et al., 2006). Интересно, что белок Oct4B-

190, кодируемый Oct4B, локализуется диффузно в ядре и цитоплазме и его уровень 

существенно повышается в ЭСК человека в ответ на стрессовые условия, что может 

оказывать репрессирующее действие на процесс апоптоза (Wang et al., 2009). Подавление 

экспрессии Oct4 приводит к ранней дифференцировке ВКМ бластоцисты in vivo и ЭСК in 

vitro в трофэктодерму. Гиперэкспрессия этого фактора выражается в дифференцировке ЭСК 

в примитивные энтодерму и мезодерму. Таким образом, для поддержания плюрипотентности 

экспрессия Oct4 в клетках должна строго контролироваться и поддерживаться на 

определенном уровне (Nichols et al., 1998; Rodriguez et al 2007). Oct4 регулирует экспрессию 

тканеспецифических генов, взаимодействуя с другими факторами, а именно - c FGF-4 

(fibroblast growth factor-4), специфичным для ЭСК (Avery et al., 2006), Sox2 (high mobility 

group box protein Sox2) (Boiani and Scholer, 2005). Недавно было показано,  что Oct4 не 

только поддерживает плюрипотентность чЭСК, но и играет ключевую роль в регуляции 

клеточного цикла.  Oct4 является негативным регулятором  р21, ингибитора циклин-

зависимых киназ, и снижение экспрессии Oct4 ингибирует пролиферацию чЭСК, блокируя 

прохождение клеточного цикла в фазе G0/G1 (Lee et al., 2010).  

Белок Nanog относится к транскрипционным факторам, содержащим гомеодомен, и 

наиболее близок по аминокислотной последовательности и структуре к белкам семейства 

NK2 (Wang et al., 2003). Экспрессия гена Nanog характерна для плюрипотентных клеток 

предымплантационных эмбрионов (ВКМ и эпибласта) и ЭСК мыши и человека (Chambers et 

al., 2003; Hyslop et al., 2005). Подавление экспрессии Nanog в ЭСК человека вызывает 

дифференцировку, сопровождающуюся повышением экспрессии маркеров энтодермы 

(GATA4, GATA6, LAMININ B1, AFP) и трофэктодермы (CDX2, GATA2, hCG -α и hCG -β). 

Транскрипционный фактор Sox2 (SRY-related HMG box) содержит ДНК-связывающий 

HMG (high mobility group)-домен. Экспрессия SOX2, как и Oct4, характерна для клеток ВКМ, 

эпибласта и герминальных клеток эмбриона. Кроме того, нормальная экспрессия гена Sox2 

необходима для поддержания самообновления ЭСК мыши и человека. Подавление и 

сверхэкспрессия SOX2 вызывают трофэктодермальную дифференцировку ЭСК человека 

(Adachi et al., 2010).  

В ЭСК человека транскрипционные факторы Oct4, Nanog и Sox2 совместно 

регулируют 353 гена, при этом они могут выступать и как активаторы, и как репрессоры 

транскрипции (Boyer,  2005). Было показано, что сайты посадки транскрипционных факторов 

Oct4, Nanog и Sox2 ассоциированы с генами, кодирующими микроРНК. В ЭСК человека 

сайты связывания транскрипционных факторов Oct4, Nanog и Sox2 обнаружены в 
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промоторах 14 генов микроРНК, причем в промоторах двух генов mir-137 и mir-301 они 

присутствуют совместно (Boyer et al,., 2005;  Loh et al,. 2006).  

1.1.6. Эпигенетическая регуляция плюрипотентности 

ЭСК обладают практически неограниченным потенциалом к самообновлению и 

дифференцировке в широкий спектр клеточных типов. При дифференцировке клеток 

происходит глобальное изменение морфологии, физиологии, скорости деления клеток и 

других параметров. В настоящий момент известно, что экспрессия генов жестко 

регулируется на эпигенетическом уровне. Эпигенетическая регуляция включает в себя 

ковалентные модификации гистонов (белков, образующих нуклеосомы) и метилирование 

ДНК промоторных областей генов. Модификации гистонов меняют физические свойства 

нуклеосом, делая хроматин больше или меньше доступным для факторов, обеспечивающих 

транскрипцию генов. Выделяют модификации, ассоциированные с активным хроматином и 

активно транскрибирующимися генами, и модификации, ассоциированные с неактивным 

хроматином и чаще всего связанные с подавлением транскрипции. Реорганизация хроматина 

является неотъемлемой частью активации генетических программ, реализация которых 

определяет направление дифференцировки стволовых клеток как in vivo, так и in vitro 

(Humphrey et al., 2004; Niwa et al., 2007). Например, хроматин в ЭСК представлен в основном 

транскрипционно активным эухроматином, что подтверждается наличием большого 

количества ацетилированных гистонов и повышенной чувствительностью хроматина к 

нуклеазам. В то же время, коммитирование клеток сопровождается понижением степени 

ацетилирования гистонов и сопутствующим увеличением неактивного гетерохроматина. 

Анализ изменений организации хроматина в ЭСК демонстрирует высокую степень 

динамической ассоциации структурных протеинов (основных и вариабельных гистонов, 

линкерного гистона H1, гистона H3, а также белка, ассоциированного с гетерохроматином - 

HP1a) с хроматином плюрипотентных ЭСК в отличие от хроматина дифференцированных 

клеток. Замена гистона H1 его модификацией, имеющей более высокое сродство к ДНК, 

приводит к ингибированию дифференцировки ЭСК; в то время как замена гистона H3 его 

модификацией H3.3, являющейся маркером активной транскрипции, ускоряет 

дифференцировку ЭСК (Meshorer et al., 2006). Из этого можно сделать вывод, что 

структурные белки хроматина в ЭСК слабо связаны с ДНК, что обеспечивает быструю 

реорганизацию хроматина в процессе дифференцировки. С этим согласуется тот факт, что 

тканеспецифичные гены в геноме ЭСК находятся в неактивном состоянии. Их активация при 

коммитировании ЭСК происходит очень быстро, так как в ЭСК постоянно присутствуют 

активные эпигенетические регуляторы (Szutorisz et al., 2005). Участки ДНК в ядрах ЭСК, 
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содержащие многие тканеспецифичные гены, образуют комплексы, с так называемыми, 

бивалентными структурными протеинами, состоящими из супрессорного гистона H3K27me3 

и активирующего гистона H3K4me3. Это приводит к быстрому переключению 

транскрипционных каскадов в процессе эмбрионального развития. Основными 

компонентами системы эпигенетической регуляции ЭСК являются белки группы Polycomb 

(PcG) (Ringrose and Paro,  2004). PcG образуют два независимых комплекса: PRC1 (Polycomb 

repressive complex)  и PRC2. Мишенями для PRC являются множество генов, участвующих в 

дифференцировке и эмбриональном развитии. 

 

1.1.7. МикроРНК и плюрипотентность 

Многочисленные исследования показывают, что микроРНК играют важную роль в 

регуляции экспрессии генов во время эмбрионального развития организмов. В ЭСК человека  

обнаружена микроРНК, mir-145, активация которой вызывает дифференцировку. В 

недифференцированных ЭСК человека транскрипция mir-145 репрессируется 

транскрипционным фактором Oct4 (Xu et al., 2009). Локализация транскрипционных 

факторов в геномах ЭСК человека и мыши показала, что гены, кодирующие микроРНК, 

выявляются среди мишеней Oct4, Sox2 и Nanog (Boyer et al., 2005; Loh et al., 2006). Среди 

микроРНК в ЭСК есть как активно транскрибирующиеся, так и молчащие. Следовательно, 

транскрипционные факторы плюрипотентности могут выступать как активаторы, так и 

репрессоры транскрипции микроРНК в ЭСК. В промоторных областях генов микроРНК, 

репрессируемых Oct4, Sox2, Nanog и TCF3, кроме того, обнаружены белки группы Polycomb, 

производящие ди- и триметилирование гистона H3 в положении K27 (метка неактивного 

хроматина).  При дифференцировке клеток происходит перестройка транскрипции, в 

результате которой в каждом из типов дифференцированных клеток формируется 

специфический паттерн экспрессии микроРНК (Marson et al., 2009). По всей видимости, 

микроРНК могут играть роль и при репрограммировании клеток. Индуцированные 

плюрипотентные стволовые клетки человека были получены с использованием эктопической 

экспрессии генов Oct4, Sox2, KLF4 и LIN28. Белковый продукт гена LIN28 является 

ингибитором продукции микроРНК семейства let-7, которые участвуют в дифференцировке 

клеток.  

 

1.1.8. Сигнальные пути, регулирующие плюрипотентность 

Поддержание плюрипотентного статуса клеток предимплантационных эмбрионов и 

ЭСК обеспечивается сложной системой поверхностных белков, их молекулярных 
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сигнальных путей и транскрипционных факторов, инициирующих или модулирующих 

транскрипцию генов-мишеней.  

В поддержании плюрипотентности ЭСК принимают участие несколько сигнальных 

путей. Исследования, проведенные на ЭСК мыши, Нива с коллегами (Niwa et al., 2009)  

показывают, что молекулярные каскады, запускаемые LIF, интегрированы в подсистему 

внутренних регуляторов плюрипотентности, в которую входят гены Oct4, Sox2 и Nanog. Эта 

интеграция происходит благодаря двум параллельным путям: JAK-STAT3 и сигнальному 

пути, опосредованному фосфатидилинозитол-3-OH-киназой (PI(3)K). Оказалось, что 

транскрипционный фактор STAT3 активирует экспрессию фактора KLF4, который, в свою 

очередь, позитивно регулирует ген Sox2. В то же время сигнальный путь 

фосфатидилинозитол-3-OH-киназы активирует ген, кодирующий другой транскрипционный 

фактор – TBX3. Данный фактор, в свою очередь, активирует ген Nanog. Кроме того, LIF 

может активировать транспорт TBX3 за счет действия через киназу MAPK. Исследования 

убедительно показывают важную роль LIF-STAT3-сигнального пути в поддержании 

самообновления ЭСК мыши (Matsuda et al., 1999). Однако многочисленные факты говорят о 

том, что поддержание плюрипотентности ЭСК человека и других приматов происходит по 

LIF-STAT3-независимому механизму (Humphrey et al., 2004; Sumi et al., 2004). 

В суперсемейство TGFβ (transforming growth factor-β) входит большое число 

сигнальных молекул (в геноме человека обнаружено около 40 потенциальных белков-

лигандов TGFβ). Это суперсемейство можно разделить на две большие группы активаторов. 

TGFβ/Activin/Nodal, активирующие транскрипцию генов транскрипционных факторов 

SMAD2/3 (similar to mothers against decapentaplegic homologue) посредством рецепторов 

ALK4, ALK5 и ALK7 и BMP (bone morphogenic protein)/GDF (growth differentiation factor) 

посредством рецепторов ALK1, ALK2, ALK3 и ALK6 активирующие факторы SMAD1/5. 

Показано, что сигнальный путь TGFβ/Activin/Nodal играет существенную роль в 

поддержании плюрипотентности ЭСК человека. В культурах ЭСК человека Nodal или 

Activin могут действовать совместно с другими белковыми факторами, например, bFGF 

(FGF2) или WNT при поддержании самообновления ЭСК человека (James et al., 2005; Vallier 

et al., 2005; Xiao et al., 2006; Greber et al., 2007). Белок Activin может активировать выработку 

bFGF, необходимого для поддержания самообновления ЭСК человека при культивировании 

клеток в отсутствие сыворотки (Xiao et al., 2006). Оба белка, Activin и  Nodal, могут быть 

заменены TGFβ при культивировании ЭСК человека. В недифференцированных ЭСК 

человека наблюдается высокая активность TGFβ/Activin/Nodal пути, направленная на 

активацию транскрипционных факторов SMAD2 и/или SMAD3. Транскрипционные факторы 

SMAD2 и SMAD3 участвуют в активации транскрипции гена Nanog. Подавление 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=James%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15703277
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фосфорилирования SMAD2 и SMAD3 с помощью специфических ингибиторов вызывает 

уменьшение уровня экспрессии генов Oct4 и Nanog (James et al., 2005). Во время 

дифференцировки уровень активности SMAD2 и SMAD3 падает, при этом возрастает 

уровень SMAD1/5/8, которые активирует BMP.  Белки SMAD1/5/8 подавляют транскрипцию 

гена Nanog. Кроме того, действие SMAD2 и SMAD3, а также сигнальный путь, запускаемый 

FGF2 (bFGF), подавляет экспрессию BMP4, препятствуя спонтанной дифференцировке ЭСК 

человека (Greber et al., 2007). ЭСК человека экспрессируют bFGF и его рецептор (Dvorak et 

al., 2005). Действует bFGF через тирозинкиназные рецепторы (ERK1 и ERK2), 

ингибирование данного сигнального пути вызывает дифференцировку ЭСК человека. 

Однако полностью механизм действия bFGF на ЭСК человека пока не расшифрован. 

Сигнальный путь, в котором ключевым участником является Wnt, может участвовать 

в краткосрочном поддержании плюрипотентного состояния ЭСК мыши и человека (Aubert et 

al., 2002). Ингибирование гликогенсинтазкиназы-3, которое вызывает активацию 

сигнального пути Wnt, приводит к накоплению в ядрах клеток β-катенина и активации ряда 

генов-мишеней, при этом в клетках поддерживается экспрессия специфичных для 

плюрипотентных клеток генов транскрипционных факторов Oct4, Rex1 и Nanog даже в 

отсутствие фактора LIF (Sato et al., 2003). Однако позже было показано, что для стабильного 

поддержания самообновления ЭСК человека необходимо присутствие таких факторов, как 

TGFβ и bFGF, а действие Wnt сводится к усилению пролиферации (Dravid et al., 2005;  Lu et 

al., 2006).  

 

1.1.9. Проблемы при культивировании ЭСК in vitro 

Длительное культивирование чЭСК in  vitro может приводить к различным 

эпигенетическим и генетическим нарушениям. Для чЭСК возможно появление хромосомных 

аномалий при культивировании. К настоящему времени хромосомные изменения, в том 

числе трисомия, при длительном культивировании чЭСК описаны многими авторами. 

Наиболее часто встречается трисомия по хромосомам 12 и 17 (Maitra et al., 2005; Mitalipova 

et al., 2005 Taapken et al., 2011), хромосоме 20 (Rosler et al., 2004), хромосоме 13 (Caisander et 

al., 2005) и хромосоме 16 (Suemori et al., 2006). Помимо грубых нарушений, таких, как 

тетраплоидизация и трисомия, с помощью современных методов удалось показать 

нарушения также и на уровне небольших участков ДНК. Так, Лаурент с соавт. (Laurent et al., 

2011) исследовали изменение копийности различных генов в чЭСК в процессе 

культивирования. Оказалось, что для чЭСК характерны дупликации участков хромосом 12, 

17 и 20. Наибольшее число повторяющихся изменений при адаптации чЭСК к условиям 

культивирования выявлены в хромосомах 12, 17 и в меньшей степени в X хромосоме (Baker 
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et al., 2007). Один из описанных механизмов хромосомных аномалий чЭСК – нарушение 

числа центросом, вызывающее анеуплоидию (Holubсova et al., 2011). Интересное объяснение 

нестабильности кариотипа было предложено в работе Мантел с соавт. (Mantel et al., 2007). 

Они показали, что при делении дифференцированной клетки необходимо прохождение 

точки контроля сборки веретена деления. Если число хромосом диплоидное, деление 

продолжается, а если возникла анеуплоидия – клетка элиминируется апоптозом. По мнению 

авторов плюрипотентные клетки проходят контрольную точку и независимо от результата 

продолжают деление. Необходимо подчеркнуть, что некоторые исследователи, напротив, 

отмечали стабильность кариотипа ЭСК в течение длительного культивирования (Richards et 

al., 2002; Rosler et al., 2004; Martins‐Taylor and Xu, 2012).  

Выявленные генетические изменения в линиях чЭСК встречаются, как правило, на 

поздних пассажах, поэтому некоторые авторы считают, что на ранних пассажах эти клетки 

пригодны для терапевтического применения, но подчеркивают необходимость их 

постоянного мониторинга (Ware et al., 2006; Nouspikel, 2013).  

 

1.1.10.  Индукция плюрипотентности 

В настоящее время активно ведутся исследования в области 

получения плюрипотентных соматических клеток животных и человека. Описаны два 

принципиально разных пути получения подобных клеток. Это терапевтическое 

клонирование, которое заключается в пересадке  ядра соматических клеток в безъядерные 

ооциты (somatic cell nuclear transfer, SCNT) (Byrne et al., 2007) и репрограммирование с 

получением индуцированных плюрипотентных стволовых клеток (induced pluripotent stem 

cells, iPS cells), сходных с ЭСК (Takahashi and Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007; Yu et 

al., 2007). В этих работах индукцию плюрипотентности проводили, используя разные типы 

клеток: фибробласты взрослого человека, веретеновидные синовиоциты, фетальные и 

неонатальные фибробласты (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007). В качестве индукторов 

репрограммирования были предложены 4 транскрипционных фактора: Oct4, Sox2, с-Мус, 

Klf4. Cелекцию культур iPS клеток проводили на основании морфологического соответствия 

ЭСК человека (компактность колоний, высокое ядерно-цитоплазматическое соотношение, 

четкая визуализация ядер). Иммунофенотип полученных клеток соответствовал фенотипу 

ЭСК человека - экспрессия SSEA-3, SSEA-4, Тга-1-60 и Тга-1-81. Методом RT-PCR в iPS 

клетках показан характерный для ЭСК высокий уровень экспрессии эндогенных Oct4 и 

Nanog. Высокая экспрессия других генов-маркеров ЭСК человека, REX1, FGF4, ESG1, 

DPPA2, DPPA4, hTERT, также указывал на соответствие полученных культур клеткам ЭСК. 

Также было  показано деметилирование цитозин-гуанин нуклеотидных последовательностей 
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промоторных областей генов Nanog и Oct4, что подтверждало их высокую функциональную 

активность. В контроле (исходные культуры фибробластов) данные области 

были метилированы. Для подтверждения плюрипотентного статуса iPS клеток, проводили 

подкожную трансплантацию iPS клеток иммунодефицитным животным. В местах инъекции 

развивались тератомы, состоящие из комплекса тканей, морфологически сходных с 

производными всех трех зародышевых листков. В настоящее время описаны альтернативные 

комбинации транскрипционных факторов, улучшающие эффективность получения iPS 

клеток, разнообразные способы их доставки (вирусный, плазмидный, транспозонный, 

белковый) и различные исходные клеточные типы  (Maherali and Hochedlinger, 2008; Ellis et 

al., 2009). Так, для индукции iPS из клеток дермального гребня волосяного фолликула 

использовали только один транскрипционный фактор, а именно Oct4 (Tsai et al., 2011). 

Недавно было показано, что iPS клетки легко генерируются из стрессоустойчивых клеток, 

обладающих способностью к  мультилинейной дифференцировке (Multilineage‐differentiating 

stress enduring, Muse) (Wakao et al., 2013). 

Терапевтический потенциал iPS был продемонстрирован в лечении некоторых 

заболеваний, в том числе серповидно-клеточной анемии и болезни Паркинсона (Hanna et al., 

2007; Wernig et al., 2009). Одним из основных приложений iPS клеток является терапия 

инфаркта миокарда (Carpenter et al., 2012). Однако, обнадеживающие результаты, которые 

были достигнуты на экспериментальных моделях, были омрачены образованием тератом 

после iPS трансплантации. Онкогенные риски, с которыми столкнулись исследователи при 

работе с iPS, оказались главным препятствием для применения этих клеток, в 

трансплантационной медицине. Считают, что плюрипотентные СК, которые остались 

недифференцированными, являются главной причиной образования опухолей после 

трансплантации. Недавно удалось найти небольшие молекулы (цитотоксические 

селективные ингибиторы плюрипотентных стволовых клеток человека), которые 

предотвращают образование тератомы у мышей после трансплантации им плюрипотентных 

стволовых клеток человека. Самое мощное из этих соединений — PluriSIn #1, вызывало 

ингибирование стеароил-КоА десатуразы (ключевого фермента в биосинтезе олеиновой 

кислоты), что в конечном итоге приводило к апоптозу плюрипотентных стволовых клеток. С 

помощью этой молекулы удается выборочно удалить из культуры недифференцированные 

клетки  (Ben-David et al., 2013; Lou et al., 2013). Эффективной стратегией избирательного 

устранения плюрипотентных клеток, которые способны дать начало тератоме, является 

ингибирование характерных для этих клеток антиапоптотических факторов, таких как 

сурвивин или Bcl10. Обработкой малыми молекулами, которые могут ингибировать 

антиапоптотические факторы, можно добиться селективного удаления подобных клеток, 
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вызвав их апоптоз. В частности, одной обработки смешанной популяции химическими 

ингибиторами сурвивина (например, кверцетином или YM155) было достаточно, чтобы 

вызвать избирательную гибель недифференцированных клеток. Этого, по мнению авторов 

исследования, достаточно, чтобы предотвратить образование тератомы после 

трансплантации клеток, полученных из iPS (Lee et al., 2013). 

 

1.2. Стволовые клетки (СК) взрослого организма 

Очевидным преимуществом СК взрослого организма является генетическая 

стабильность, отсутствие туморогенности и возможность аутотрансплантации клеточных 

продуктов, полученных на их основе, что решает иммунологические вопросы, которые 

сопровождают терапию стволовыми клетками. Взрослые СК являются 

недифференцированными клетками, способными к самообновлению, но в отличие от ЭСК и 

iPS, которые являются плюрипотентными и могут дифференцироваться в клетки всех трех 

зародышевых листков, взрослые стволовые клетки либо мультипотентны 

(дифференцируются в несколько типов клеток) или унипотентны (дифференцируются только 

в один тип клеток) (Gargett, 2007). 

Стволовые клетки взрослого организма можно подразделить на три основные 

группы: гемопоэтические (ГСК), мультипотентные мезенхимальные (МСК) и 

тканеспецифичные клетки-предшественники. 

Свойства СК взрослого организма регулируются in vivo тканеспецифическими нишами. 

Ниши обеспечивают СК факторами необходимыми для их жизнедеятельности, способствуют 

взаимному контролю и обмену информацией между клетками, координируют их действия, 

обеспечивают координацию между различными популяциями клеток, регулируя их 

ориентацию и местоположение в тканевом компартменте, и, следовательно, 

регулируют морфогенез и функции тканей (Ema and Suda, 2012). В основе 

функционирования ниши лежит множество взаимосвязанных механизмов. К ним относятся 

межклеточные взаимодействия между стволовыми клетками, взаимодействия между 

стволовыми клетками и соседними дифференцированными клетками, взаимодействия между 

стволовыми клетками и компонентами внеклеточного матрикса и др. (Brizzi et al., 2012).  В 

последнее время появляются данные о том, что одним из ключевых путей взаимодействия 

между стволовыми клетками и нишей являются микроРНК (Laine et al., 2012). Передача 

микроРНК между клетками может осуществляться с помощью экзосом, которые считаются 

одной из форм межклеточного общения (Lässer, 2013). 

 

 



23 
 

1.2.1. Маркеры стволовых клеток взрослого организма 

Для идентификации, выделения и очистки клеточной популяции СК используются 

специфические маркеры. Так, например,  для популяций ГСК характерно присутствие на 

поверхности клетки маркеров CD34, CD133, c-kit (CD117) и отсутствие CD38, гликофорина 

A, CD2, CD3, CD4, CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20, CD56 и CD66. Некоторые из 

маркеров (CD133 и c-kit) характерны не только для ГСК и не могут считаться основными при 

их выделении (Hilbe et al., 2004; Florek et al., 2005). 

Вопрос, касающийся выбора специфических поверхностных  маркеров для 

иммунофенотипической характеристики МСК, на сегодняшний день остается открытым. Это 

связано с тем, что МСК из различных источников могут иметь различный набор 

поверхностных антигенов. Иммунофенотипическая характеристика МСК варьирует при 

различных способах их получения и культивирования.  Показано, что для МСК человека не 

характерна экспрессия маркеров CD4, CDllb, CD34, CD43, CD45, CD117, CD31, 

свойственных ГСК. (Da Silva Meirelles et al., 2006; Kolf et al., 2007). Обычно на 

негемопоэтических прогениторных клетках из костного мозга, обладающих клоногенностью, 

идентифицируется маркер Stro-1, хотя  экспрессия этого маркера может теряться при 

длительном культивировании (Kolf et al., 2007). Для МСК характерно взаимодействие с 

антителами к SH-2 – одним из эпитопов рецептора трансформирующего фактора роста b, 

эндоглина (CD105), а также с антителами к SH-3 и SH-4 – различным эпитопам 

мембранносвязанной экто-5'-нуклеотидазы (CD73) (Kolf et al., 2007). Маркеры CD105 и 

CD73, CD71, CD90 (Thy-1) и CD13 используются для идентификации МСК в большом 

количестве работ (Wagner et al., 2005; Da Silva Meirelles et al., 2006; Kolf et al., 2007; Kuroda et 

al., 2010). Некоторые из поверхностных антигенов разных типов взрослых СК представлены 

в таблице 1. 

Таблица 1. Поверхностные маркеры взрослых стволовых клеток 

Маркер  Характеристика 

CD1a  Маркер тимоцитов,  лимфоцитов, клеток Лангенгарса  

CD2  Маркер Т-клеток, натуральных киллеров, тимоцитов 

CD4  Маркер тимоцитов и Т-хелперов.  Трансмембранный 

гликопротеин 

CD8  Маркер Т-клеток  

CD9  Маркер МСК, ассоциированный с ангиогенезом  

CD10  Маркер предшественников Т- и В-лимфоцитов  

CD11a  Маркер лейкоцитов, принадлежит к молекулам адгезии, 

представитель семейства интегринов  

CD11b Маркер моноцитов, макрофагов и естественных киллеров 

CD13 Маркер макрофагов и моноцитов 

CD14  Маркер моноцитов  
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CD15 (SSEA-4)  Маркер эмбриональных стволовых клеток  

CD17  Маркер нейтрофилов, макрофогов, тромбоцитов. 

Гликосфинголипид  

CD18  β2-интегрин участвует в адгезии лейкоцитов  

CD21  Рецептор вируса Эпштейн-Барра  

CD29  Β1-интегрин. Молекула адгезии на мезенхимных и СК печени  

CD31  Маркер ангиогенеза, экспрессируется на моноцитах, 

гранулоцитах, тромбоцитах и эндотелиальных клетках  

CD33  Маркер миелоидных клеток  

CD34  Маркер гемопоэтических стволовых клеток  

CD38  Маркер дифференцирующихся гемопоэтических СК.  

Трансмембранный гликопротеин 

CD41a  Рецептор для фибриногена обнаруженный на МСК и 

тромбоцитах  

CD43 Маркер лейкоцитов, за исключением В-лимфоцитов 

CD44  Рецептор гиалуроновой кислот обнаруженный на тканевых 

стволовых клетках и МСК  

CD45  Маркер лейкоцитов,  тирозинфосфатаза 

CD49  Маркер МСК  

CD54  Маркер моноцитов и эндотелия  

CD56  Маркер нервных клеток  

CD57  Маркер натуральных киллеров  

CD59  Белок, ингибирующий комплемент обнаруживается на МСК и 

стволовых гемопоэтических клетках SP-популяции костного 

мозга   

CD65  Рецептор миелоидных клеток  

CD69  Маркер гемопоэтических клеток  

CD70  Маркер активированных Т- и В-клеток  

CD71  Маркер активированных лейкоцитов 

CD73  Экто-5'-нуклеотидаза, вовлечённая в миграцию МСК  

CD79  Маркер В-клеток  

CD81  Маркер МСК 

CD83  Маркер дендритных клеток  

CD90 (Thy-1) Маркер предшественников Т-лимфоцитов и тимоцитов 

CD93  Маркер эндотелиальных клеток  

CD105  Маркер МСК  

CD106  Рецептор VCAM-1 на МСК и эндотелиоцитах  

CD111  Маркер нейрональных стволовых клеток и 

нейроэпителиальных клеток  

CD112  Молекула адгезии между эпителиальными и эндотелиальными 

клетками  

CD117 (c-kit)  Маркер гемопоэтических стволовых/прогениторных клеток  

CD133  Маркер гемопоэтических клеток  

CD139  Маркер гемопоэтических клеток  

CD144  Маркер прогениторов эндотелиальных клеток  

CD145  Маркер эндотелиальных и стромальных клеток  

CD150  Маркер активированных лимфоцитов  

CD166  Молекула клеточной адгезии, маркер МСК  

CD175  Маркер стволовых клеток  

CD235  Гликофорин А  
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Nectin-1 (CD111)  Маркер нейральных СК 

Nectin-2 (CD112)  Молекула адгезии между эпителиальными и эндотелиальными 

клетками  

DAF (CD55)  Маркер гемопоэтических клеток  

ICAM (CD54)  Маркер моноцитов и эндотелия  

L-селектин  Экспрессируется на лейкоцитах и обеспечивает их адгезию к 

эндотелию в начальной фазе воспаления, а также участвует в 

хоуминге лимфоцитов  

Oct-4  Маркер эмбриональных стволовых клеток  

STRO-1  Маркер МСК  

Nanog  Маркер эмбриональных стволовых клеток  

 

 1.2.2. СК костного мозга 

Важнейшим источником соматических стволовых клеток организма является костный 

мозг. Наиболее значимые классы стволовых клеток костного мозга – гемопоэтические 

стволовые клетки (ГСК) и мезенхимные стволовые клетки (МСК). ГСК представляет собой 

самообновляющуюся популяцию стволовых клеток, активно пролиферирующую и 

способную дифференцировать в различные типы клеток крови. Однако в настоящее время 

начали появляться сведения о том, что пластичность ГСК может быть значительно выше, 

чем считалось изначально, и что ГСК могут дифференцировать не только в клетки крови, но 

и в другие типы клеток, включая гепатоциты, эпителиоциты, кардиомиоциты и клетки 

скелетных мышц (Stadtfeld and Graf 2005; Tarnowski and Sieron, 2006). В отличие от ГСК, 

МСК являются немногочисленной популяцией клеток (0.01-0.001%) от общего объема 

клеток костного мозга. Считается, что основной биологической функцией МСК костного 

мозга является создание микроокружения для нормального протекания гемопоэза. МСК 

впервые были описаны в 60-х годах ХХ века отечественными исследователями (Чертков и 

Фриденштейн, 1966).  Оказалось, что эти клетки способны дифференцироваться не только в 

многочисленные типы клеток мезенхимного происхождения (клетки костной, хрящевой, 

мышечной, сухожильной и жировой тканей). Они могут дифференцироваться в глиальные 

клетки и нейроны (Woodbury et al., 2000), гепатоциты (Sato et al., 2005) и клетки 

панкреатических островков (Choi et al., 2005). МСК костного мозга обладают высокой 

миграционной способностью, секретируют большое число биологически активных молекул. 

Кроме того, МСК способны модулировать параметры иммунитета через индукцию 

регуляторных Т-лимфоцитов и дендритных клеток (Stagg, 2007; Duffy et al., 2011). Этими 

свойствами МСК костного мозга и обусловлена возможность их эффективного применения в 

качестве субстратов как заместительной, так и восстановительной клеточной терапии (Wang 

et al., 2011; Bernardo et al., 2012) для лечения гематологических, аутоиммунных, 

сердечнососудистых заболеваний, травм, заболеваний костно-суставной системы. 
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1.2.3. Альтернативные источники МСК  

Применение МСК не связано с этическими трудностями, которые возникают при 

работе с эмбриональными стволовыми клетками. Однако процедура пункции костного мозга 

может сопровождаться некоторыми осложнениями (например, развитием хронического 

болевого синдрома, в том числе высокой интенсивности). Поэтому большое значение 

придается возможности использования МСК из альтернативных костному мозгу источников. 

Клетки со свойствами МСК были получены из скелетных мышц, хрящей, сухожилий, 

пульпы зуба, периодонтальной связки, синовиальной мембраны, лёгких и др. (Zuk et al., 

2001; De Bari et al., 2001; Salingcarnboriboon et al., 2003; Seo et al., 2004). К настоящему 

времени самыми распространенными источниками для выделения МСК помимо костного 

мозга являются жировая ткань (Parker and Katz, 2006) и пуповинная кровь (Bieback and 

Kltiter, 2007). Комплексное изучение свойств соматических стволовых клеток из различных 

источников позволило заключить, что они, в целом, совпадают со свойствами мезенхимных 

стволовых клеток костного мозга (в первую очередь по морфологии и профилю экспрессии 

маркерных антигенов). В результате этих исследований была сформулирована концепция, 

согласно которой популяции МСК существуют практически во всех органах и тканях (da 

Silva Meirelles et al., 2006). В течение следующих лет популяции МСК и мультипотентных 

взрослых клеток-предшественников были обнаружены в стенках крупных кровеносных 

сосудов, ткани головного мозга, почек, печени, скелетных мышц, поджелудочной железы и 

селезенки взрослых, тимуса (вилочковой железы) детей и подростков.  

 

1.2.4. МСК эндометрия  

В последние годы появилось большое число публикаций о выделении и использовании 

СК мезенхимной природы из эндометрия (эМСК) (Hida et al., 2008; Patel et al., 2008; Götte, 

2011; Земелько и др., 2011). Преимущество МСК, выделенных из эндометрия, заключается в 

доступности  и не инвазивном способе их изоляции. 

Эндометрий – это внутренняя слизистая оболочка полости матки. Из клеток этой ткани 

развиваются некоторые внезародышевые органы, в частности, плацента. В последней фазе 

менструального цикла женщины эндометрий начинает активно расти, и, если не начинается 

беременность, часть его клеток отделяется и удаляется из матки с менструальной кровью. 

Эндометрий (Рис.1) состоит из трех слоев: базального, который не отторгается во время 

менструации; поверхностного, состоящего из компактных эпителиальных клеток, которые 

выстилают полость матки; промежуточного, спонгиозного слоя. Последние два слоя 
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составляют функциональный слой, подвергающийся основным циклическим изменениям в 

течение менструального цикла и отторгающийся в период менструации. Долгое время 

считалось, что именно базальный слой содержит клетки, пролиферативная активность и 

пластичность которых определяют возможность циклической регенерации эндометрия в 

течение всего детородного периода. В процессе ассиметричного деления взрослые СК 

генерируют более дифференцированные, так называемые коммитированные прогениторные 

 

 

  

Рис. 1. МАТКА (фаза пролиферации) 

«Атлас микрофотографий» (Гунин А.Г. http://histol.narod.ru/atlas/female-02.htm) 

 

клетки с относительно высокой пролиферативной активностью. Дальнейшая 

дифференцировка приводит к образованию терминально дифференцированных железистых 

эпителиальных клеток эндометрия, стромальных или эндотелиальных клеток (Diaz-Flores et 

al., 2006). 

Предположение о существование стволовых клеток эндометрия высказывалось уже в 

середине прошлого века на основе наблюдавшейся регенерации функционального слоя 

эндометрия после полной абляции эндометрия у приматов и человека (Hartman, 1944; 

Padykula et al., 1984; Tresserra et al., 1999). Однако собственно популяция эндометриальных 

СК была впервые изолирована из образцов ткани эндометрия и охарактеризована лишь в 

2004 г. (Chan et al., 2004; Cho et al., 2004). Исследователи обнаружили присутствие в ткани 

эндометрия небольшого количества стромальных клеток, обладающими клоногенными 

свойствами. Это послужило толчком для более детального изучения прогениторных клеток 

эндометрия. Описанные клетки по набору экспрессируемых мембранных антигенов CD9 

(трансмембранный белок-тетраспанин), CD29 (интегрин β1), CD44 (рецептор гиалуронана), 

CD105 (эндоглин, рецептор трансформирующего фактора роста β), CD90 (мембранный 

гликопротеин), CD73 (экто-5'-нуклеотидазы) и отсутствия маркеров ГСК CD45, CD34, CD19, 

были отнесены к клеткам с преобладанием свойств мезенхимальных стволовых клеток  

(Gargett et al., 2007; Tsuji et al., 2008; Cervello et al., 2011; Schüring  et al., 2011).  

1 - слизистая оболочка (эндометрий) 

2 - мышечная оболочка (миометрий) 

4- функциональный слой эндометрия 

5 - базальный слой эндометрия 

6 - кровеносные сосуды 

7 - железы эндометрия (собственной 

      пластинки слизистой оболочки) 

8 - строма эндометрия (соединительная ткань 

      собственной пластинки слизистой оболочки) 

9 - эпителий эндометрия 
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В 2007—2008 гг. сразу несколько групп исследователей независимо друг от друга 

выделили и охарактеризовали СК из образцов менструальной крови (Cui et al., 2007; Meng et 

al., 2007; Toyoda et al., 2007; Dimitrov et al., 2008; Hida et al., 2008; Patel et al., 2008; Мусина и 

др., 2008). Клетки десквамированного эндометрия широко представлены в менструальной 

крови (особенно на второй день менструации), и выделение эМСК для последующего 

использования возможно даже из образцов малого объема. Разные экспериментаторы 

используют различные методики для выделения и культивирования эМСК in vitro, что 

приводит к выделению линий эМСК, различающихся между собой по свойствам и фенотипу. 

Нужно отметить, что могут иметься также различия между свойствами популяций эМСК, 

выделенных из менструальной крови и из образцов ткани эндометрия (Gargett and Masuda, 

2010; Allickson and Xiang, 2012). Клеточная фракция, изолированная из менструальной 

крови, является мультипотентной, обладает клоногенными свойствами. Помимо 

поверхностных маркеров СК, некоторые линии эМСК экспрессируют маркеры 

плюрипотентных клеток Oct 3/4, SSEA-4 и  Sox2, Nanog, KLF4 и c-kit (CD-117) (Matthai et al., 

2006; Cervello et al., 2011; Götte et al., 2011). Кроме того, японские ученые (Kato et al., 2007) 

выделили небольшую фракцию клеток эндометрия, обладающих характерной особенностью 

выводить из клеток прижизненный ДНК-связывающий краситель Hoechst 33342 при помощи 

ABCG2 транспортера G2. Это свойство является уникальной характеристикой, так 

называемой сторонней популяции (side population – SP) клеток, обладающих свойствами 

стволовых/прогениторных клеток (Goodell et al., 1996; Challen and Littlle, 2006). Было 

показано, что ABCG2
+
-клетки равномерно распределены по базальному и функциональному 

слоям эндометрия, две трети которого отслаивается во время пролиферативной фазы 

менструального цикла (Masuda et al., 2010). Наличие ABCG2
+
-клеток в обоих слоях 

эндометрия позволяет предположить, что не только базальный, но и функциональный слой 

участвует в регенерации эндометриальной ткани (Cervello et al., 2010, 2011). Многими 

исследователями отмечена высокая скорость пролиферации стволовых клеток 

эндометриального происхождения и их способность  к длительному культивированию (Meng 

et al., 2007; Patel et al., 2008; Gargett et al., 2009). 

Одним из наиболее важных свойств эндометриальных стволовых клеток является их 

высокая пластичность. В определенных условиях эМСК могут дифференцироваться в клетки 

тканей мезодермального (миоциты, кардиомиоциты, остеоциты, адипоциты, эндотелиоциты), 

эктодермального (нейроны) и эндодермального (гепатоциты, клетки поджелудочной железы 

и дыхательного эпителия) рядов (Meng et al., 2007; Patel et al., 2008). После отработки 

технологии выделения, размножения и направленной дифференцировки эМСК in vitro эти 

клетки были использованы в трансплантационных экспериментах. В одном из первых 
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исследований было показано, что трансплантация эМСК, выделенных из ткани эндометрия и 

менструальной крови человека (интактных и дифференцированных в миогенном 

направлении) в мышечную ткань мышей с дистрофией Дюшена, приводила к частичной 

регенерации скелетной мышечной ткани (Cui et al., 2007). В работе Хида с соавторами 

выделенные из образцов ткани эндометрия и менструальной крови человека эМСК были с 

высокой эффективностью дифференцированы in vitro в предшественники кардиомиоцитов, 

демонстрирующие характерный комплекс признаков, включая способность к спонтанному 

сокращению (Hida et al., 2008). Трансплантация эМСК из образцов ткани эндометрия и 

менструальной крови человека в миокард модельным животным (крысам с моделированным 

инфарктом миокарда) продемонстрировала высокую эффективность дифференцировки 

клеток в кардиомиоциты in vivo в зоне инфаркта. Для эМСК менструальной крови была пока-

зана возможность достичь функционального эффекта (уменьшения зоны фиброза и 

восстановления систолической функции левого желудочка у модельных животных), что 

позволило авторам сделать вывод о чрезвычайно высоком потенциале эМСК менструальной 

крови в качестве субстрата клеточной терапии сердечной патологии (Hida et al., 2008). 

Высокий ангиогенный потенциал эМСК, соответствующий их биологической роли в 

циклическом восстановлении чрезвычайно богатой кровеносными сосудами ткани 

эндометрия (Angle, 2008), послужил обоснованием для трансплантации эМСК 

менструальной крови мышам, у которых была смоделирована критическая ишемия ко-

нечностей (Murphy et al., 2008). эМСК способны оказывать не только трофический эффект, 

но и выступать в роли антиканцерогенного фактора. Показано, что трансплантированные 

МСК десквамированного эндометрия замедляют рост глиомы у крыс. При этом наблюдается 

уменьшение объема опухоли на 46% по сравнению с контролем, что обуславливается 

снижением плотности сосудистой сети в опухоли. (Han et al., 2009).  В 2010 г. были 

опубликованы результаты исследования, в ходе которого оценивали потенциал эМСК мен-

струальной крови в терапии инсульта. Результаты эксперимента позволили установить, что 

сокультивирование нейронов с эМСК приводит к снижению числа нейронов, погибших в 

гипоксических и (или) гипогликемических условиях. При этом в среде были 

идентифицированы фактор роста сосудистого эндотелия (VEGF), нейротрофический фактор 

головного мозга (BDNF) и нейротрофин-3 (NT-3). Авторы исследования заключили, что 

нейропротекторный эффект эМСК менструальной крови обусловлен биосинтезом и 

секрецией этими клетками проангиогенных и нейротрофических факторов (Borlongan et al., 

2010). Чрезвычайный интерес представляет и перспектива использования эМСК 

менструальной крови в терапии болезни Паркинсона и вторичного паркинсонизма, патогенез 

которых обусловлен преимущественно потерей одного типа клеток (крупных 
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дофаминергических нейронов субпопуляции A9) в компактной части черного вещества 

головного мозга (Анисимов, 2009).  

Недавно группой китайских исследователей было продемонстрировано, что эМСК 

могут быть дифференцированы в функциональные гепатоциты. После трансплантации 

гепатоцитов, дифференцированных из эМСК, мышам с частичной резекцией печени, у 

модельных животных в печени были обнаружены клетки, продуцирующие альбумин 

человека. Трансплантация эМСК человека восстанавливала уровень альбумина и 

значительно подавляла активность трансаминазы в печени травмированных животных (Mou 

et al., 2013). 

Первым случаем клинического применения эМСК явилась их аллогенная 

трансплантация четырем больным рассеянным склерозом (Zhong et al., 2009). Это 

исследование продемонстрировало отсутствие побочных эффектов и безопасность 

использования данного вида мезенхимальных стволовых клеток. Второй случай применения 

эМСК был описан при лечении пациента с мышечной дистрофией Дюшенна. эМСК 

вводились внутримышечно двумя циклами через четыре месяца.  После обоих циклов 

наблюдалось увеличение мышечной массы во всех группах мышц и нормализация уровня 

дистрофина. Никаких неблагоприятных эффектов в течение трех лет наблюдения за 

пациентом отмечено не было (Ichim et al., 2010a). Те же авторы описывают  успешное 

применение эМСК при лечении хронической  сердечной недостаточности (Ichim et al., 

2010b). Перспективным направлением является возможность использования эМСК для 

коррекции патологии самой эндометриальной ткани (Cervello et al., 2011). Предполагают, что 

эМСК способны к регенерации эндометриальной ткани и могут быть использованы для 

лечения синдрома Ашермана, характеризующегося нарушением структуры и функции 

эндометрия. Хотя в настоящий момент в литературе отсутствуют данные о лечении 

гинекологических заболеваний стволовыми клетками эндометрия, синдром Ашермана 

успешно лечили, используя клетки костного мозга. Клетки аутологичного костного мозга 

больных были отсортированы по экспрессии характерных для эМСК антигенных маркеров 

CD9, CD90 и CD133 и вводились в полость матки. Неоваскуляризация стенки матки 

сопровождалась утолщением эндометрия, достаточным для успешной имплантации и 

вынашивания беременности (Gargett and Healy, 2011; Nagori et al., 2011). 

Стволовые клетки эндометриального происхождения имеют большой потенциал для 

изучения свойств стволовых клеток и поиска новых факторов, определяющих 

дифференцировку прогениторных клеток Перспективно также их использование 

в клинической практике для терапии различных заболеваний, возможно, неизлечимых 

прежде. 
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1.2.5.  Сигнальные пути, регулирующие пролиферацию и дифференцировку СК 

взрослого организма 

Пролиферация и специфическая дифференцировка СК происходит за счет  

взаимодействия нескольких сигнальных путей. Основными сигнальными путями в 

различных нишах СК являются  Notch, Wnt, TGFβ и Sonic hedgehog (Shh) (Lowry and Richter, 

2006; Michel et al., 2012; Roozen et al., 2012). 

Белки Wnt сигнального каскада участвуют в регуляции дифференцировки МСК в 

остеогенном и адипогенном направлении (Tang and Lane, 2012). В каноническом сигнальном 

пути ключевым участником передачи сигналов Wnt является β-катенин (Verheyen and 

Gottardi, 2010). Сигнальный путь Wnt/β-катенин поддерживает активность СК многих 

тканей, а повышение его экспрессии способствует образованию карциномы  в различных 

органах (Clevers and Nusse, 2012).  

Сигнальный путь Notch вовлечен в  развитие многих тканей взрослого организма. Так, 

например, активация Notch сигнального пути приводит к увеличению числа клеток 

предшественников в кишечных криптах и к снижению терминальной дифференцировки 

клеток кишечника. Notch сигналинг препятствует преждевременной дифференцировке 

нейральных клеток. Усиление функции участников Notch сигнального пути в стволовых 

клетках нервного гребня способствует глиальной дифференцировке (Lowry and Richter, 

2006). Интересно, что Notch и Wnt сигнальные пути участвуют в преждевременном старении 

стволовых клеток (Scaffidi and Misteil, 2008). 

В процессе развития организма белки суперсемейства TGFβ регулируют 

пролиферацию, дифференцировку, продукцию внеклеточного матрикса и клеточную гибель. 

В зрелом организме белки TGFβ вовлечены в репарацию тканей и иммунную реакцию. Белки 

семейства TGFβ являются транскрипционными факторами. В их состав входят белки 

собственно семейства TGFβ, Bmp (семейство костно-морфогенетических белков) и 

активины. Белки семейства TGFβ, с одной стороны, ингибируют деление эпителиальных 

клеток и функционирование иммунной и кроветворной системы, с другой стороны, 

активируют рост соединительной ткани. Активины играют важную роль в пролиферации 

клеток эндокринной системы. Белки BMP участвуют в процессе репарации костной и других 

тканей взрослого организма.  Все члены суперсемейства семейства TGFβ используют одни и 

те же рецепторы (рецепторные серин/треониновые трансмембранные киназы) и систему 

белков (Smad) для передачи сигнала в ядро (Rahimi and Leof., 2007). 

Shh может регулировать самоподдержание стволовых клеток через свою мишень – ген 

ВМI1, обнаруженный при изучении гранулярных нейральных клеток-предшественников 
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мозжечка (CGNP). Развитие мозжечка регулируется Shh, который продуцируется клетками 

Пуркинье. Сигнальный путь Shh регулирует аккумуляцию клеток в фазе G2/M клеточного 

цикла. Ptc (patched), один из участников Shh сигналинга, взаимодействует с циклином В1 и 

поддерживает цитоплазматическую локализацию фосфорилированного циклина В1, 

ингибируя клеточную пролиферацию. Перераспределение циклина В1 и замедление 

перехода G2/M могут быть отменены с помощью лиганда Ptc-Shh, который активирует 

транслокацию циклина В1 в ядро и последующую прогрессию клеточного цикла. Таким 

образом, сигнальный путь Shh регулирует самоподдержание стволовых клеток в фазе G1, что 

опосредовано белком ВМI1, и в фазе G2/M путем подавления активности белка Ptc (Valk-

Lingbeek et al., 2004).  Мишенью действия Shh также являются гены WNT, N-MYC и 

циклинов D, активность которых связана с регуляцией клеточного цикла. Влияние Shh и 

других сигнальных путей на самоподдержание стволовых клеток показано на Рис. 2. 

 

 

Рис.2. Сигнальные пути, регулирующие самоподдержание стволовых клеток 

(Valk-Lingbeek et al., 2004). 

 

1.2.6. Перспективы использования МСК 

В настоящее время МСК являются наиболее перспективными клетками для 

клинического применения. К концу 2013 года база данных по клиническому применению 

МСК описывает более 600 клинических испытаний МСК на модельных животных для 

лечения широкого спектра заболеваний (http://www.clinicaltrials.gov). Терапевтическая 
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эффективность трансплантированных МСК изначально была связана с хоумингом, 

приживлением в поврежденных тканях и последующей дифференцировкой для 

восстановления и замещения поврежденных тканей. На сегодняшний день все больше 

исследователей склоняются к мысли о том, что наиболее существенным в процессе 

восстановления тканей является секреторная функция МСК (Kupcova Skalnikova, 2013). 

Внеклеточные везикулы, секретируемые из МСК, обладают уникальными свойствами. Они 

защищают клетки в поврежденных тканях от апоптоза, стимулируют деление выживших 

клеток. Это происходит за счет того, что мембраны этих везикул обогащены биологически 

активными липидами, такими, как близкий родственник церамидов сфингозин-1-фосфат. На 

поверхности этих везикул выявляются антиапоптозные и стимулирующие ростовые 

факторы. При помощи везикул в поврежденные ткани доставляются мРНК, регуляторные 

микроРНК и ферменты, что способствует клеточной регенерации. Например, 

мезенхимальные стволовые клетки посылают с помощью экзосом в поврежденные клетки 

канальцев почек матричную РНК рецептора инсулиноподобного ростового фактора-1. 

В клетках начинается синтез этого рецептора и регенерация идет активнее. Аналогичным 

образом, транспортировка экзосомами мРНК TGF-β1 при повреждении, активирует  

процессы регенерации и восстановление тканей (Borges et al., 2013). Подобные механизмы 

перепрограммирования поврежденных клеток стволовыми могут быть задействованы и при 

инфаркте миокарда. В экспериментах на животных даже однократное введение экзосом 

мезенхимальных стволовых клеток уменьшает размер инфаркта и улучшает состояние 

подопытных. Очевидно, экзосомы восполняют дефицит ферментов, важных для снабжения 

клетки энергией, а значит, и для скорейшей реабилитации сердечной мышцы (Arslan et al., 

2013; Lai et al., 2013).  

 

1.3. Молекулярные и клеточные механизмы ответа на гипертермию 

 

1.3.1. Стресс 

Впервые физиологический стресс был описан  канадским физиологом Гансом Селье 

как общий адаптационный синдром (Selye, 1936). В 1950 году, в своей работе, посвященной 

стрессу, он написал: "Все, что вызывает стресс, угрожает жизни, если он не встречает 

адекватных адаптивных реакций; наоборот, все, что ставит под угрозу жизнь, вызывает 

стресс и адаптивные реакции. Адаптивность и устойчивость к стрессам являются 

необходимыми условиями существования, и каждый жизненно важный орган участвует в 

этих процессах" (Selye, 1950). В настоящее время понятие стресс является объединяющей 

концепцией для понимания взаимодействия органической жизни с окружающей средой. 
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Мягкий стресс  предоставляет возможность организму справиться с последующим, более 

сильным стрессом. Эта явление получило название стрессоустойчивости или гормезиса. 

Однако, если повреждения подавляют адаптационные ответы, происходит функциональный 

упадок, так называемый дистресс. Адаптационный ответ организма опосредуется 

вегетативной нервной системой и эндокринной системой (гипоталамус, гипофиз, 

надпочечники) (Šoti and Csermely, 2007). 

  

1.3.2. Клеточный стресс 

Острый и хронический стресс могут неблагоприятно влиять на клеточные 

инфраструктуры и нарушать клеточный гомеостаз. Большинство стрессов окружающей 

среды, такие как осмотический, температурный, оксидативный, воздействие тяжелых 

металлов, ионизирующая радиация и др., измененяют конформацию белков, нарушают 

структуру ДНК и липидов (Kempner, 1993; Rydberg, 2001; Hochachka and Somero, 2002; 

Catalá, 2010). Воздействие стресса на эукариотические клетки может ингибировать 

инициацию трансляции  и приводить к образованию цитоплазматических РНК-белковых 

комплексов – стрессовых гранул (Buchan and Parker, 2009). Вследствие этого в организмах 

выработалась способность инициировать адаптивные пути клеточного ответа для сохранения 

или восстановления клеточного гомеостаза (Gupta et al., 2010). На клеточном уровне 

выделяют несколько главных этапов ответа на стресс: изменение флюидности и 

мембранного потенциала клеточной мембраны; активация специфических протеинкиназ, 

которые в свою очередь активируют факторы транскрипции; транслокация 

транскрипционных факторов в ядро, индукция или репрессия определенных генов; 

экспрессия специфических мРНК; синтез стресс-индуцибельных белков.  

Гипертермия – один  из наиболее изученных экзогенных стрессорных факторов. Хотя 

диапазон оптимальной температуры отличается у разных организмов, защитный механизм, 

названный “ответом на тепловой шок”, весьма консервативен. Первые сведения об 

обратимых изменениях в белковой системе живых клеток под действием высоких 

температур (до 45 ºС) появились в 60-х годах ХХ ст. Итальянский исследователь Ф. Ритоза 

обнаружил, что под влиянием температуры 37 ºС образуются гигантские пуфы хромосом 

дрозофилы (Ritossa, 1962). Было установлено, что это явление связано с синтезом de novo 

специфической группы белков, которые получили название “белки теплового шока” (БТШ, 

Hsp — Heat shock protein) (Ashburner and Bonner, 1979). Синтез Hsp индуцируется не только 

при повышении температуры, но и при многих других неблагоприятных воздействиях, таких 

как добавление к клеткам органических растворителей, тяжелых металлов, сильных 

оксидантов, а также под влиянием некоторых гормонов и ростовых факторов. В связи с этим 

http://en.wikipedia.org/wiki/Heat_shock_protein
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некоторые авторы называют белки теплового шока белками стресса. Действительно, при 

воздействии неблагоприятных факторов индукция Hsp усиливается в несколько раз. В 

нормальных условиях члены семейства HSP конститутивно синтезируются в клетках и 

играют важную роль в процессах сворачивания полипептидной цепи вновь синтезированных 

белков, в процессах репарации или элиминации неправильно свернутых и денатурированных 

белков. Вероятно, именно поэтому Hsp обнаружены во всех организмах от бактерий до 

человека и относятся к группе наиболее консервативных белков. 

 

1.3.3. Семейство белков теплового шока (HSP) 

В семействе HSP можно выделить два основных класса в соответствии с их 

молекулярной массой. К первому классу относятся небольшие HSP с молекулярной массой 

не более 40 кДа (Hsp40, известен также как кошаперон Hsp70 или Hdjl, HSP32, HSP27, HSP 

20 и др.) (Kregel, 2002). Второй класс включает HSP с высокой молекулярной массой 60-100 

кДа  (HSP60, HSP70, HSP90 и HSP110) (Hildebrandt et al., 2002). В настоящее время во 

избежание путаницы в описании конститутивно экспрессирующихся и индуцибельных 

белков, отнесенных к одному семейству, предложена другая номенклатура (Kampinga et al., 

2009). Так, например, в соответствии с данной номенклатурой HSPA1A и HSPA1B являются 

аналогами двух изоформ стресс-индуцированного белка Hsp70, а конститутивная форма 

(Hsc70) обозначается HSPA8, малые белки ТШ (sHsps) – HSPB и т.д. Номенклатура 

некоторых представителей белков семейства HSP человека с альтернативными названиями 

приведена в Таблице 2  (Kampinga et al., 2009). 

Таблица 2. Номенклатура некоторых представителей белков семейства HSP человека с 

альтернативными названиями 

Семейство HSPA/HSP70 
 

 Ген Белок Старое название № в Ген 

банке (ID) 

1 HSPA1A HSPA1A HSP70-1; HSP72; HSPA1 3303 

2 HSPA1B HSPA1B HSP70-2 3304 

3 HSPA1L HSPA1L hum70t; hum70t; Hsp-hom 3305 

4 HSPA2 HSPA2 Heat-shock 70kD protein-2 3306 

5 HSPA5 HSPA5 BIP; GRP78; MIF2 3309 

6 HSPA6 HSPA6 Heat shock 70kD protein 6 (HSP70B') 3310 
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7 HSPA7 HSPA7 Heat shock 70kD protein 7 3311 

8 HSPA8 HSPA8 HSC70; HSC71; HSP71; HSP73 3312 

9 HSPA9 HSPA9 GRP75; HSPA9B; MOT; MOT2; PBP74; mot-2 3313 

10 HSPA12

A 

HSPA12A FLJ13874; KIAA0417 259217 

11 HSPA12B HSPA12B RP23-32L15.1; 2700081N06Rik 116835 

12 HSPA13 HSPA13 Stch 6782 

13 HSPA14 HSPA14 HSP70-4; HSP70L1; MGC131990 51182 

 

Семейство HSPB/sHSP (малые белки теплового шока - small heat shock proteins) 
 

1 HSPB1 HSPB1 CMT2F; HMN2B; HSP27; HSP28; HSP25; HS.76067; 
DKFZp586P1322 

3315 

2 HSPB2 HSPB2 MKBP; HSP27; Hs.78846; L0H11CR1K; MGC133245 3316 

3 HSPB3 HSPB3 HSPL27 8988 

4 HSPB4 HSPB4 crystallin alpha A; CRYAA, CRYA1 1409 

5 HSPB5 HSPB5 crystallin alpha B, CRYAB; CRYA2 1410 

6 HSPB6 HSPB6 HSP20; FLJ32389 126393 

7 HSPB7 HSPB7 cvHSP; FLJ32733; DKFZp779D0968 27129 

8 HSPB8 HSPB8 H11; HMN2; CMT2L; DHMN2; E2IG1; HMN2A; HSP22 26353 

9 HSPB9 HSPB9 FLJ27437 94086 

10 HSPB10 HSPB10 0DF1; 0DF; RT7; 0DF2; 0DFP; S0DF; 0DF27; 0DFPG; 
0DFPGA; 0DFPGB; MGC129928; MGC129929 

4956 

11 HSPB11 HSPB11 HSP16.2; C1orf41; PP25 51668 

 
 

Семейство HSP90/HSPC 
 

1 HSPC1 HSPC1 HSP90AA1; HSPN; LAP2; HSP86; HSPC1; HSPCA; HSP89; 
HSP90; HSP90A; HSP90N; HSPCAL1; HSPCAL4; FLJ31884 

3320 

2 HSPC2 HSPC2 HSP90AA2; HSPCA; HSPCAL3; HSP90ALPHA; 3324 
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3 HSPC3 HSPC3 HSP90AB1; HSPC2; HSPCB; D6S182; HSP90B; FLJ26984; 
HSP90-BETA 

3326 

4 HSPC4 HSPC4 HSP90B1;ECGP; GP96; TRA1; GRP94; endoplasmin 7184 

5 HSPC5 HSPC5 TRAP1; HSP75; HSP90L 10131 

 
Некоторые из представителей семейства DNAJ (HSP40) 

 
1 DNAJA1 DNAJA1 DJ-2; DjA1; HDJ2; HSDJ; HSJ2; HSPF4; hDJ-2 3301 

2 DNAJA2 DNAJA2 DNJ3; mDj3; Dnaj3; HIRIP4 10294 

3 DNAJA3 DNAJ A3 Tid-1; Tid1l 9093 

4 DNAJA4 DNAJA4 Dj4; Hsj4 55466 

5 DNAJB1 DNAJB 1 HSPF1; HSP40 3337 

6 DNAJB2 DNAJB2 HSJ1; HSPF3; Dnajb10; MDJ8 3300 

7 DNAJB4 DNAJB4 Hsc40 11080 

 

 Семейство HSPH (HSP110) 

1 HSPH1 HSPH1 HSP105 10808 

2 HSPH2 HSPH2 HSPA4; APG-2; HSP110 3308 

3 HSPH3 HSPH3 HSPA4L; APG-1 22824 

4 HSPH4 HSPH4 HY0U1/Grp170; 0RP150; HSP12A 10525 

 

1.3.3.1. Малые белки теплового шока  

Малые белки теплового шока Small Hsps (sHsps или HSPB) представляют собой 

группу АТР независимых белков, участвующих в предотвращении агрегации белков и 

защищающих клетку от накопления частично денатурированных белков.  sHsp имеют 

консервативный домен α-кристаллина, окруженый вариабельными  N и С-  концами, которые 

участвуют в связывании субстрата (Vos et al., 2008). sHsp, как правило, являются сложно 

построенными олигомерами (Benesch et al., 2008), которые связывают частично 

денатурированные белки и передают их АТР-зависимым шаперонам, которые обеспечивают 

полную ренатурацию белков (Nakamoto and Vigh, 2007). Увеличение экспрессии Hsp27 

наблюдалось при дифференцировке культуры клеток эмбриональной карциномы, 

индуцированной ретиноевой кислотой (Stahl et al., 1992), и культуры промиелоцитов, 
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индуцированной форболовыми эфирами (Spector et al., 1993). Эти данные свидетельствуют о 

возможном участии sHsp в регуляции клеточной дифференциации. Рис.3 показывает, что 

sHsp принимают активное участие в процессе  апоптоза. При внутреннем пути активации 

апоптоза HspB1 препятствует выходу цитохрома С из митохондрий, активирует PI3-K 

phosphoinositide 3-kinase, которая активирует Аkt (protein kinase B). Аkt, в свою очередь, 

фосфорилирует BAX и препятствует образованию поры в мембране митохондрий, 

ингибирует Ask (Apoptosis signal-regulating kinase) и JNK (c-jun N-terminal kinase, 

phosphoinositide 3-kinase), предотвращая выход цитохрома С, блокирует образование 

апоптосом и ингибирует активность некоторых каспаз. При внешнем пути HspB1 

препятствует перемещению Bid (BH3 interacting-domain death agonist) к мембране 

митохондрий и выходу цитохрома С, препятствует выходу Daxx (Death-associated protein 6) 

из ядра и активации Ask, способствует убиквитинилированию IkBα (ингибитор NF-kB)  и 

тем самым способствует активации транскрипционного фактора NF-kB (nuclear factor kappa-

light-chain-enhancer of activated B cells) (Mymrikov et al., 2011). 

 

 

Рис. 3. Участие Hsp27 в процессах апоптоза (Mymrikov et al., 2011). 
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1.3.3.2. Белки семейства HSP60 

Белки семейства Hsp60 (HSPD) (бактериальный гомолог GroE) часто называют 

молекулярными шаперонинами. Общим структурным свойством шаперонинов является то, 

что их четвертичная структура образована двумя взаимодействующими друг с другом 

«кольцами», состоящими из 7–8 субъединиц. Внутренняя полость шаперонинов «втягивает» 

в себя гидрофобные аминокислоты еще не полностью свернувшихся белков, заставляя их 

изменить конфигурацию (Motojima et al., 2004). Белки семейства HSP60 могут участвовать в 

фолдинге сложно устроенных многодоменных белков, а также в АТР-зависимой коррекции 

ошибок частично денатурированных белков (Netzer et al., 1998). Hsp60 локализуется 

преимущественно в митохондриях. Кроме этого этот белок обнаружен  в цитозоле и во 

внеклеточном пространстве (Gupta et al., 2002). Существует мнение, что Hsp60 

функционирует как сигнал опасности – информирует иммунную систему о наличии и 

локализации стрессовой ситуации и способствует активации как естественного, так и 

адаптивного иммунного ответа организма (Gupta and Knowlton, 2007). После выхода из 

экзосом, Hsp60 может вызывать апоптоз миоцитов сердца посредством активации Toll-

подобных рецепторов 4 (Malik et al., 2013). Выход Hsp60 во внеклеточное пространство 

наблюдался при лечении болезни Паркинсона, смоделированной у взрослых крыс. По 

мнению авторов, этот процесс сопровождался активацией клеток микроглии (Feng et al., 

2013). Кроме того доказано, что Hsp60 может экспрессироваться на клеточной поверхности 

кардиомиоцитов. Такая экспрессия Hsp60 происходит лишь под воздействием стрессовых 

факторов и коррелирует с повышением уровня апоптоза (Gupta et al., 2005; Pfister et al., 

2005). 

 

1.3.3.3.  Белки семейства HSP70 

В одной клетке высших организмов может одновременно присутсвовать несколько 

представителей семейства HSP70. Индуцибельный Hsp70 и конститутивно синтезирующийся 

Hsc70, функционирующие в цитоплазме, миохондриальный Mtp70 и представитель 

эндоплазматического ретикулума Grp78 (Маргулис и Гужова, 2000). Hsp70 состоит из двух 

доменов: АТФ- и пептид-связывающего, занимающих соответственно N- и C-концевые фраг-

менты белковой молекулы. АТФ-связывающий домен является  консервативным в 

эволюционном отношении, а структура пептидсвязывающего домена достаточно вари-

абельна. Пептидсвязывающий домен обеспечивает узнавание гидрофобных участков, 

выходящих на поверхность молекулы белка-субстрата. Одной из наиболее значимых 

функций HSP70, как и представителей других семейств HSP, является их шаперонная 
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активность.  Шаперонная функция Hsp70 основана на его способности взаимодействовать с 

гидрофобными участками белков-мишеней. Гидрофобные участки могут быть 

экспонированы на молекулах вновь синтезированных пептидов или белков, утративших 

вследствие стресса свою нативную конформацию. Шаперон может восстанавливать 

исходную укладку полипептидной цепи благодаря циклическим актам ассоциации-

диссоциации с молекулами-мишенями. Кроме представителей Hsp70, в шаперонную систему 

входят Hdj1/Hsp40, Hdj2 (белки, содержащие J-домен),  нуклеотид-обменщики Bag-1 и Hip 

(Hsc-interacting protein), фактор связывания шаперонов Hsp70 и Hsp90 Hop (Hsp-organizing 

protein). Процесс захвата субстрата контролируется белками, содержащими J-домен, 

которые, связываясь с АТФазным доменом и С-концевой последовательностью аминокислот 

EEVD, изменяют конформацию Hsp70. После инициации АТФазы шаперона и гидролиза 

АТФ, комплекс субстрата с Hsp70 становится устойчивым. Для высвобождения полипептида 

нужен нуклеотид-обменщик Bag-1, который заменяет АДФ на АТФ, субстратный по-

липептид освобождается, а Hsp70 переходит в промежуточное состояние (Zeiner et al., 1997). 

Если правильная, активная структура белка не может быть восстановлена шаперонами, 

включается механизм протеолитической деградации белка, в котором Hsp70 также играет 

важную роль. Таким образом проявляется  двойственная функция Hsp70 по отношению к 

белковым молекулам: восстановление нативной конформации белка или удаление 

неисправленного полипептид из клетки с помощью протеасом (Маргулис и др. 2009). 

Функционирование Hsp70 в эукариотической клетке представлена на Рис. 4. В последнее 

время появилось большое количество данных, подтверждающих возможность выхода белка 

Hsp70 на поверхность и (или) во внеклеточное пространство и кровоток. Появление Hsp70 на 

клеточной поверхности раковых клеток может активировать цитотоксическую активность 

естественных киллеров (NK). Комплекс шаперона с клеточной мембраной вызывает 

огромный интерес исследователей потому, что на его основе  могут создаваться 

противоопухолевые вакцины. Эндогенный Hsp70 защищает раковые клетки различного 

происхождения от цитотоксических факторов, использующихся в терапии раковых клеток. 

Однако Hsp70, секретируемый раковыми клетками, подвергшихся стрессу, может служить 

сигналом опасности. Он может также рекрутировать клетки, ответственные за генерацию 

врожденного и адаптивного иммунного ответа против опухолевых клеток  (Guzhova et al., 

2013).  

Помимо шаперонной, Hsp70 выполняет также антиапоптотическую функцию, 

участвуя в регуляции процесса апоптоза на всех его этапах (Calderwood et al., 2006). Мишени 

Hsp70 могут находиться как выше, так и ниже митохондрий. Ключевым моментом для Hsp70 

является участие в апоптотической программе на уровне Apaf-1 (Apoptotic protease activating 
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factor 1). Hsp70 способен связывать CARD (caspase recruitment domain) Apaf-1, предотвращая 

его олигомеризацию и активацию каспазы 9 (Saleh et al., 2000). Сверхекспрессия Hsp70 

негативно регулирует олигомеризацию и транслокацию Вах в митохондрии (Stankiewicz  et 

al., 2005). Повышение экспрессии Hsp70 защищает клетки от TNF (Tumor necrosis factors) - 

индуцируемой смерти. Это происходит за счет  ингибирования активации фосфолипазы 

А2 (Jaattella et al., 1992 , Jaattella et al., 1993). 

 

 

 

 

 

Рис. 4. Схемы работы Hsp70 в эукариотической клетке по восстановлению активной 

структуры поврежденных и вновь синтезированных полипептидов или удалению 

белков, не подлежащих восстановлению (Маргулис и др. 2009). 

Hsp70 с помощью белка-кошаперона Hdjl связывает субстратный полипептид и поддерживает его, до тех пор, 

пока тот перестанет быть «узнаваем» шапероном; затем в процессе, контролируемом другим кошапероном Bag-

1, происходит высвобождение субстратной белковой молекулы в активной конформации. Если белок-мишень 

восстановлению не подлежит, то белок CHIP совместно с ферментом Е3-лигазой контролирует его 

убиквитинилирование и помогает Hsp70 представить субстрат протеасомам. Помимо протеасом шаперон Hsp70 

вместе с другими белками (Hsp90, Bag-1, HIP и HOP) принимает участие в направленном протеолизе 

субстратов в лизосомах (аутофагия). В этом заключается двойственная функция Hsp70 в клетке: исправление 

субстратных белков или их удаление. 

 

 

http://humbio.ru/humbio/biochem/002335b7.htm
http://humbio.ru/humbio/biochem/002335b7.htm
http://humbio.ru/humbio/cell-stress/0000770b.htm
http://humbio.ru/humbio/cell-stress/000077de.htm
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Функционирование Hsp70 на различных этапах апоптотического каскада представлено на 

Рис. 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Рис. 5. Участие Hsp70 в апоптозе (Rérole et al., 2011). 

 
Спорные моменты показаны пунктирной линией. Подробное описание см. обзор (Rérole et al., 2011). 

 

Имеются данные свидетельствующие о том, что Hsp70 может также оказывать 

защитную функцию путем ингибирования лизосомальных сигнальных путей (Nylandsted  et 

al., 2004). Hsp70 ингибирует выход катепсинов из лизосом, предотвращая  каспаз-зависимым 

и каспаз-независимым путь гибели клеток (Kroemer and Jäättelä., 2005). 

Многочисленные исследования описывают роль белков семейства HSP70 в 

аутофагии, катаболическом процессе, ведущего к деградации цитозольных компонентов в 

лизосомах. Существует три основных формы аутофагии: макроаутофагия,  микроаутофагия и 

шаперонопосредованная аутофагия (chaperone-mediated autophagy – CMA). Участие HSPA8 

было впервые описано для селективного аутофагического пути CMA (Рис. 6). Этот механизм 

основан на связывании цитозольных белков, содержащих определенный KFERQ мотив, с 

Lamp2a (мембранный белок 2А, ассоциированный с лизосомами) и перемещение 

«помеченных» белков через мембраны лизосом для их дальнейшей деградации. После 

связывания субстрата требуется сборка мономерной формы Lamp2a в мультимерный 
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комплекс, который быстро распадается после транслокации (Kaushik and Cuervo, 2012). На 

цитозольной стороне лизосом HSPA8, в ассоциации с кошаперонами HSP90, BAG1, Hsp40, 

ST13 и STIP1/HOP,  связывает  определенный KFERQ мотив на субстратах CMA 

(Agarraberes and Dice, 2001). Вариант HSPA8,  находящийся в полости лизосомы (lys-HSPA8)  

 

Рис. 6. Участие шаперонов в аутофагии (Cuervo and  Wong, 
 
2014). 

необходим для полной транслокации субстратов CMA в матрикс лизосом, где они 

деградируют. Подробнее см. обзор (Stricher et al., 2013). 

Классическим индуктором клеточной аутофагии является голодание, т.е. отсутствие 

питательных веществ в культуральной среде. Если в среде увеличивается количество белков 

семейства HSP70, то аутофагия замедляляется (Dokladny et al., 2013). Тот же коллектив 

авторов показал, что подавление экспрессии HSF1 при помощи микроРНК, приводит к 

быстрой аутофагии, сопровождающейся увеличением количества модифицированного белка 

LC3. Повышение экспрессии HSP70 в таких условиях предотвращало развитие аутофагии. 

На основании этих данных, авторы предположили, что именно HSP70 является 

промежуточным звеном между HSF1 и предотвращением развития аутофагии. При этом 

важна именно каталитическая активность HSP70. Мутация в той его части, которая 

ответственна за проявление активности, приводит к развитию аутофагии в стрессовых 

условиях. В недавней работе японских ученых также было получено важное подтверждение 

участия HSP70 и HSF1 в развитии аутофагии. При изучении эффектов выключения одного из 

http://www.multitran.ru/c/m.exe?t=4548775_2_1&s1=lumenal
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A0%D0%9D%D0%9A-%D0%B8%D0%BD%D1%82%D0%B5%D1%80%D1%84%D0%B5%D1%80%D0%B5%D0%BD%D1%86%D0%B8%D1%8F
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белков-компонентов ядерной поры белка Tpr, происходила активация аутофагии. 

Исследователи установили, что этот белок контролирует транспорт мРНК Hsp70 и HSF1 из 

ядра в цитоплазму. Нарушение регуляции транспорта мРНК Hsp70 из ядра в цитоплазму 

приводит к развитию аутофагии (Funasaka et al., 2012). 

 

1.3.3.4. Белки семейства Hsp90 

Белок теплового шока Hsp90 (HSPC) относится к классу внутриклеточных белков-

шаперонов и обеспечивает фолдинг вновь синтезированных белков, сборку 

мультимолекулярных комплексов, участвует в транспорте белков и пептидов между 

клеточными органеллами, деградации белков, предотвращает агрегацию и денатурацию 

белков при различных видах стресса (Csermely et al., 1998; Taipale et al., 2010). Hsp90 

выполняет не только внутриклеточные функции. Этот шаперон обнаружен во внеклеточном 

пространстве и на клеточной мембране (Schmitt et al., 2007), где участвует в формировании 

врожденного и приобретенного иммунитета, в том числе противоопухолевого иммунитета, 

способен выступать в качестве «сигнала опасности» в организме (Csermely et al., 1998). 

Показано, что экстраклеточный Hsp90 участвует в процессе миграции нормальных и 

опухолевых клеток, а также в инвазии опухолевых клеток (Sidera and Patsavoudi 2009; Li et 

al., 2012; McCready et al., 2010). Ингибирование внутриклеточного и экстраклеточного Hsp90 

считается перспективным направлением для разработки противоопухолевых препаратов, 

предотврашающих метастазирование опухолей (Sidera et al., 2009; He et al., 2013; Franke et 

al., 2013). 

 

1.3.4. Транскрипционная регуляция экспрессии HSP 

Вызванное гипертермией усиление транскрипции, связано  с транскрипционными 

факторами ТШ (HSF), которые конститутивно экспрессируются у высших эукариот и 

активизируются в условиях ТШ  (Sarge et al., 1993; Anckar and Sistonen, 2011). Семейства HSF 

включает четыре фактора, HSF1-4 (Akerfelt et al., 2010). Наиболее изученным фактором 

среди них является фактор транскрипции HSF1. Он содержит ДНК-связывающий, 

олигомеризационный домен, способствующий тримеризации, и два активационнах домена 

(Anckar and Sistonen, 2011). HSFs, связывающиеся с элементами теплового шока (HSE),  

находящимися в промоторах многих генов, обеспечивают регулирования экспрессии HSPs. У 

высших эукариот в стрессовых условиях активация HSF1 происходит посредством его 

тримеризации. В нормальных условиях большинство HSFs находятся в неактивном 

мономерном состоянии в комплексах с Hsp70 и Hsp90, которые взаимодействуют с 

активационным доменом HSF1 (Рис. 7). При воздействии стресса Hsp70 и Hsp90 

http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%AF%D0%B4%D0%B5%D1%80%D0%BD%D1%8B%D0%B5_%D0%BF%D0%BE%D1%80%D1%8B
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взаимодействуют с денатурированными белками, отделяются от HSF1 и тем самым 

стимулируют свою собственную экспрессию. Увеличение экспрессии Hsp продолжается до 

того момента, когда количества молекулярных шаперонов вновь становится  достаточно для 

блокирования активационного домена HSF1 (Morimoto et al.,1998; Richter et al., 2010). 

 

 

 

Рис. 7.  Тепловой шок индуцирует активацию HSF1 (Velichko et al., 2013). 
DBD - N-терминальный ДНК-связывающий домен, TAD - транс-активационный домен, RD - регуляторный 

домен  

 

Посттрансляционные модификации HSFs, такие как фосфорилирование, ацетилирование и 

сумоилирование (Sumoylation-small ubiquitin-like modification), также регулируют их 

связывания с HSE. Например, HSF1 содержит не менее 12 остатков серина, которые 

подвергаются фосфорилированию. Сериновые остатки в положениях 230 и 326 

фосфорилируются в стрессовых условиях, что способствует активированию HSF1 (Akerfelt et 

al., 2010). Сумоилирование вызывает противоположный эффект. Оно ослабляет функцию 

трансактивации HSF1. Фосфорилирование и  сумоилирование происходят сразу после HS, в 

то время как ацетилирование HSF1 является отсроченным процессом. Стресс-

индуцированное ацетилирование регулируется балансом между p300-CBP 

ацетилтрансферазой и SIRT1 (НАД
+
-зависимой Sirtuin) деацетилазой. Увеличение 

экспрессии SIRT1 способствуют связыванию HSF1 с промотором гена HSP70 , в то время как 

снижение экспрессии SIRT1 приводит к ацетилированию HSF1 и ослаблению ДНК-

связывающей активности без прямого влияния на структуры HSF1 гомотримера (Westerheide 

et al., 2009). 

Индукция HSF1 при различных стрессовых воздействиях и широкое разнообразие 

посттрансляционных модификаций предполагает, что HSF1 может быть точкой 

конвергенции для нескольких сигнальных путей. Действительно, стресс-активируемые пути 
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передачи сигналов затрагивают HSF1. При температурном воздействии активируются 

протеинкиназы, которые могут модулировать ответ на ТШ  (Calderwood et al., 2010). 

 

1.3.5. Активация сигнальных каскадов при температурном воздействии 

ТШ включают три митоген-активированные протеинкиназы МАРК сигнального пути. 

Это N-концевые киназы c-Jun (JNK), митоген-активируемые протеинкиназы (MAPK) р38 и 

киназы, регулируемые внеклеточными сигналами ERK (extracellular signal-regulated kinase). 

Эти киназы далее фосфорилируют свои субстраты – транскрипционные факторы, другие 

протеинкиназы, фосфорилазы и белки, ассоциированные с цитоскелетом. При ТШ ERK 

активируется через автофосфорилирование рецептора эпидермального фактора роста (EGF), 

не зависимо от связывания самого EGF (Nadeau and Landry, 2007). Активация ERK1 

подавляет транскрипционную активность HSF1 или активирует РСК (protein kinase C), 

которая также может ингибировать  HSF1. Активация р38 киназы индуцирует нижележащую 

MK2 киназу (MAPK-activated protein kinase 2), которая  фосфорилирует Hsp27, что приводит 

к усилению функций этого молекулярного шаперона. р38 фосфорилирует HSF1 по серину 

121. Сигналиный путь кальций/кальмодулин-зависимой протеинкиназы II  (CaMKII) 

принимает участие в положительном регулировании HSF1-опосредованной трансактивации 

(Holmberg et al., 2001). Протеинкиназа А (PKA) участвует в фосфорилировании HSF1 по 

Ser320 при ядерной локализации транскрипционного фактора ТШ (Murshid et al., 2010). 

Таким образом, некоторые киназы активируются в ответ на ТШ и участвуют в 

регулирования транскрипционной активности HSF1. 

 

1.3.6. Изменения клеточных структур после воздействия гипертермии 

В зависимости от силы воздействия и типа клеток, клетка может или полностью 

восстановить исходные функции или  погибнуть.  Повышение температуры индуцирует 

денатурацию белковых структур и их  агрегацию, что может привести к различным 

клеточным дефектам: изменению цитоскелета (Toivola et al., 2010), фрагментации 

эндоплазматического ретикулума и аппарата Гольджи, уменьшению количества 

митохондрий и лизосом  (Welch and Suhan, 1985) и нарушению сплайсинга РНК (Vogel et al., 

1995; Boulon et al., 2010). Изменения клеточных структур при гипертермии показано на 

Рис.8. 
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Рис. 8. Влияние ТШ на структуру эукариотической клетки (Richter et al., 2010). 

Сравнение интактной клетки (слева) с клеткой после ТШ (справа). Внутриклеточные компартменты имеют 

различную цветовую окраску: синий – нити актина, красный – микротрубочки, белый – эндоплазматическая 

сеть, зеленый – митохондрии, желто-белый градиент – лизосомы, желтый – стресс гранулы, оранжевый – 

белковые агрегаты. 

 

1.3.6.1. Воздействие гипертермии на клеточную мембрану 

Воздействие гипертермии на клеточную мембрану проявляется в увеличении 

мембранной текучести, сопровождаемой формированием неполярных шестиугольных 

структур в билипидном слое (Kruuv et al., 1983; Vigh et al., 2007, Balogh et al., 2013). 

Флюидизация  приводит к нарушению межклеточных контактов, изменению  мембранного 

потенциала и ионного гомеостаза (Nishida et al., 1997; Park et al., 2005). Изменение текучести 

мембран при воздействии гипертермии может быть использовано для терапии канцерогенеза 

совместно с радио- и химиотерапией (Csoboz et al., 2013). Роль температурных датчиков в 

клетках млекопитающих выполняют TRP - термочувствительные каналы с транзиторным 

рецепторным потенциалом (temperature-sensitive transient receptor potential channels) (Huang et 

al., 2006). TRP – это ионные каналы, работа которых регулируется потенциалом напряжения. 

Ваниллоиды, агонисты этих каналов, вызывая депорялизацию мембраны, открывают TRP 

для прохождения ионов Ca
2+

и Na
+
. Чувствительность теплового рецептора зависит от 

притока ионов кальция, а чувствительность холодовых рецепторов зависит от притока ионов 

натрия (Patapoutian et al., 2003). Приток Ca
2+

 регулирует активацию кальмодулин-

связывающей киназы (CBK), ведущей к фосфорилированию и активации HSFs, которые, в 

свою очередь,  запускают синтез HSP. ТШ также индуцирует аккумуляцию 

фосфатидилинозитол- бифосфата (PIP2)  после активации фосфатидилинозитол монофосфат 

киназы (PIPK), которая может регулироваться G–белком, связанным с сигналингом или 

непосредственной активацией ионных каналов. PIP2 также может быть гидролизован с 

помощью фосфолипазы С (PLC), генерирующей инозитол трифосфата (IP3), который может 

быть фосфорилирован, чтобы генерировать инозитол гетерофосфат. Последний может 
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выступать в качестве мессенджера и модулировать увеличение цитозольного Ca
2+

. ТШ также 

вызывает активацию фосфолипазы D (PLD), индуцирующую синтез фосфатидной кислоты 

(PA). PLA и PA могут быть связаны с повышением уровня H2O2 и NO, а также c 

перестройкой цитоскелета (Horváth et al., 2012) (Рис. 9). 

 

Рис. 9. Воздействие гипертермии на клеточную мембрану (Horváth et al., 2012). 

Объяснения в тексте. 

 

1.3.6.2. Воздействие гипертермии на цитоскелет 

Повышение температуры оказывает воздействие на цитоскелет – динамическую структуру, 

в функции которой входит поддержание формы клетки, экзо и эндоцитоз, обеспечение 

движения клетки, активный внутриклеточный транспорт и клеточное деление. Характерной 

реакцией клетки на ТШ является изменение  формы клетки, вызванное модификациями 

цитоскелета (Luchetti et al., 2004), включая реорганизацию микрофиламентов. ТШ может 

привести к  коллапсу актиновых фибрилл  и накоплению F-актина в центральных клеточных 

компартементах (Pawlik et al., 2012). Тубулин, который является структурной единицей 

микротрубочек, также реагирует на тепловой стресс. Было продемонстрировано, что при ТШ 

в клеточной линии H1299, микротрубочки  отодвигаются от периферии клетки, их сеть 

дезорганизуется, и тубулин накапливается в перинуклеарном пространстве (Pawlik et al., 

2012). ТШ может привести к многополюсному митозу и последующему формированию 

гигантских  многоядерных клеток, одному из признаков митотической катастрофы (Gupta et 

al., 2008). В нормальных интерфазных фибробластах ТШ уже через 2–4 минуты вызывает 

одновременную перестройку всех филаментов. При гипертермии актиновые филаменты 

разбираются, изменяется морфология микротрубочек, промежуточные филаменты 

коллапсируют вокруг ядра. Возвращенные в нормальные условия, клетки способны 

восстановить актиновый цитоскелет (Гаврилова и др. 2012). 
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1.3.6.3. Воздействие гипертермии на цитоплазму и клеточные органоиды 

Температурный стресс вызывает ряд морфологических изменений в клетке. ТШ 

приводит к набуханию и увеличению размера митохондрий (Welch et al., 1985; Rivera  et al., 

2003), фрагментированию эндоплазматической сети и аппарата Гольджи (Welch et al., 1985).  

Структура ядра также меняется. Ядрышко подвергается дезинтеграции (Iliakis and Pantelias 

,1989). Это связано с тем, что при ТШ из ядрышка высвобождается множество белков. Так, 

например, нуклеолин связывает белок RPA (Replication protein A) и ингибирует синтез ДНК 

(Wang et al., 2001). Другой ядрышковый белок, нуклеофозмин (B23), при воздействии 

гипертермии также транслоцируется в ядро (Vanderwaal et al., 2009). При ТШ в ядре и 

цитоплазме формируются стрессовые гранулы (СГ) (Jolly et al., 2002). В формировании 

ядерных СГ участвуют HSF1 и HSF2 (Sandqvist et al., 2009). Роль ядерных СГ до конца не 

понятна, но, вероятно, они участвуют в регуляции сплайсинга во время стресса. 

Формирование цитоплазматических СГ связано с изменением работы трансляционного 

аппарата клетки (Kedersha and Anderson 2009) . В условиях стресса большое число мРНК 

генов «домашнего хозяйства» отделяются от полисом и накапливаются в СГ, где они 

находятся в транскрипционно неактивном состоянии. Кроме  мРНК в состав СГ входят 

большое количество РНК-связывающих белков, факторы инициации трансляции и малая 

рибосомная субъединица. Предполагается, что образование СГ является следствием 

ингибирования трансляции на стадии инициации, в частности за счет фосфорилирования 

факторов инициации трансляции (Kedersha et al., 2013). 

 

1.3.7. Влияние гипертермии на клеточный цикл 

Чувствительность клеток к гипертермии зависит от стадии клеточного цикла. 

Результаты различных исследований показывают, что клетки в S фазе  и митозе более 

чувствительны к высоким температурам, чем в G1 или G2 фазах (Dewey and Westra, 1971; 

Palzer and Heidelberger, 1973; Bhuyan et al., 1977). ТШ, также как и ионизирующее облучение, 

вызывает арест в G2/M. Однако при гипертермии, арест в G2/M фазе происходит раньше и 

сохраняется в течение меньшего времени, чем радиационный блок (Valenzuela et al., 1997). 

Исследования, проведенные на клетках Jurkat и HeLa, показали, что G2/M арест в условиях 

ТШ контролируется ATR/Chk1 сигнальным каскадом и является необходимым условием для 

предотвращения каспаза-3-зависимого апоптоза (Furusawa et al., 2012). В некоторых 

клеточных линиях умеренный тепловой стресс индуцирует арест клеточного цикла в фазе 

G1, который, по-видимому, вызван протеолитической деградацией Cdc25A фосфатазы 

(Madlener et al., 2009). Протеолиз Cdc25A начинается с активации p38MAPK и Chk2 киназ, 

которые фосфорилируют Cdc25A. Такое фосфорилирование диссоциирует Cdc25A из 
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комплекса с Hsp90 и транслоцирует его из ядра в цитоплазму. В цитоплазме, 

фосфорилированные формы Cdc25A образуют комплекс с убиквитинлигазой SCFβ-TrCP и 

белком 14-3-3 , что приводит к деградации Cdc25A  (Madlener et al., 2009). Исследования, 

проведённые  на нормальных фибробластах кожи, продемонстрировали, что ТШ вызывает 

G1/S p53-опосредованный арест. В условиях гипертермии  р53 транслоцируется в ядро 

клетки, где он активирует экспрессию p21
WAF1

. р21 ингибирует циклин-CDK 

протеинкиназный комплекс (Nitta et al., 1997). Аналогичные результаты были получены в 

клетках глиомы A172 и в лейкозных клетках U937 (Fuse et al., 1996) , но не в клетках HeLa с 

дефектом гена p53 (Nitta et al., 1997). Тем не менее, тепло-индуцированная сверхэкспрессия 

p21
WAF1

 не всегда зависит от p53. Так, например, гипертермия индуцирует p21
WAF1

 - 

опосредованный G1 арест в p53-дефицитных клетках T98G и MDAH041 (Fuse et al., 1996). 

Некоторые авторы сообщают, что ТШ приводит к G1 аресту в клетках дрожжей путем 

ингибирования транскрипции элементов из STAT системы, включая циклины CLN1 и CLN2 

(Nunes and Siede, 1996; Rowley et al., 1993). Таким образом, можно заключить, что ТШ может 

блокировать прогрессию клеточного цикла практически в любой фазе. Влияние гипертермии 

на клеточный цикл паказано на Рис. 10. 

 

 
Рис.10. Упрощенная модель ТШ индуцированного торможения прогрессии клеточного 

цикла (Velichko et al., 2013). 
 (↑ активирующий или положительный эффект; ⊥  ингибирующий или отрицательный эффект).  
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1.3.8. Влияние гипертермии на репарацию ДНК 

Гипертермия оказывает значительное  влияние на систему репарации ДНК после 

повреждений. Так, например, экспрессия одного из центральных участников нуклеотидной 

эксцизионной репарации ДНК (Nucleotide excision repair – NER), белка  XPA (mutant 

xeroderma pigmentosum group)  супрессированна при ТШ (Muenyi et al., 2011). Влияние ТШ 

на систему репарации ДНК лежит в основе феномена, названного тепловой 

радиочувствительностью и применяется для лечения рака (Kampinga et al., 2004). Точный 

механизм радиосенсибилизации все еще обсуждается. Одна из гипотез предполагает, что 

тепловая радиосенсибилизация является результатом торможения репарации ДНК, 

вызванной ионизирующей радиацией (IR) (Kampinga et al., 2004; Batuello et al., 2009; 

Dynlacht et al., 2011). Кроме торможения систем репарации, ТШ сам является фактором, 

повреждающим ДНК. Причем ТШ может вызывать формирование как однонитевых (SSBs) 

(Corry et al., 1977; Jorritsma and Konings 1984; Warters et al., 1985),  так и двунитевых 

разрывов ДНК (DSBs) (Velichko et al., 2012). 

 

1.3.9. Гипертермия вызывает клеточную гибель 

Не удивительно, что реорганизация клеточных компонентов в результате ТШ 

приводит к общему снижению жизнеспособности и гибели клеток. Индукция гибели клеток 

зависит от силы и продолжительности ТШ (Takahashi et al., 2004; Pawlik et al., 2012). В 

условиях жесткой гипертермии (выше 45,5 ° С) клетки умирают в основном путем некроза 

(Harmon et al.,1990; VanderWaal et al., 1997). В популяциях клеток, подвергнутых ТШ ниже 

этой температуры, наблюдалась быстрая и медленная гибель клеток (Vidair and Dewey, 

1988). Последняя является результатом отсроченных последствий ТШ (Nakahata et al., 2002; 

Pawlik et al., 2012). Быстрая гибель клеток происходит либо в момент ТШ или в течение 

нескольких часов после ТШ, и обусловлена разрушением клеток и ингибированием синтеза 

макромолекул, как описано выше (Vidair and Dewey, 1988;  Hildebrandt et al., 2002). 

Индукция апоптоза при гипертермии также вносит свой вклад в режим "быстрой " клеточной 

смерти (O’Neill et al, 1998; Hildebrandt et al., 2002). Вероятность индукции апоптоза зависит 

не только от интенсивности ТШ, но и от типа клеток (Falcieri et al., 2000). Гипертермия 

включает программу апоптоза в HL60 и U937 клеточных линий, но не в К562 (Falcieri et al., 

2000) . Это может зависеть от различий в уровнях экспрессии антиапоптотических членов 

белков семейства Bcl-2 (Amarante-Mendes et al 1998). Апоптоз, индуцированный ТШ, не 

всегда является классическим. При гипертермии каспаза-3 может активироваться 

некоторыми неопределенными каспаза-подобными протеазами, тогда как классические 

инициаторные каспазы (например, каспазы-2 ,-8 или -9) и их комплексы не участвуют в этом 
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процессе (Milleron and Bratton 2006). Недавно было показано, что использование 

гипертермии при лечении рака ободочной кишки усиливает апоптотический эффект (Song et 

al., 2012). Апоптоз, индуцированный температурой, интенсивно изучается, однако 

молекулярный механизм этого процесса все еще является дискуссионным (Milleron and 

Bratton 2007).  

Гипертермия индуцирует еще один тип клеточной гибели – аутофагию. Мощное 

действие гипертермии в качестве индуктора макроаутофагии было продемонстрировано на 

нескольких опухолевых клеточных линиях человека и мыши (HeLa, HEK293T, MCF7,  N2a, 

B16 , A549 и SH-SY5Y) (Zhao et al., 2009). HSF1 играл негативную роль в этом процессе.  

Использование гипертермии как индуктора аутофагии предлагают в качестве защитного 

механизма при нейродегенеративных процессах мозга (Liu et al., 2010). Интересное 

исследование провели Oberley и сотр., которые изучали изменения гепатоцитов у молодых и 

старых крыс при двукратном гипертермическом воздействии. Оказалось, что и у молодых и у 

старых животных гипертермия индуцировала аутофагию, но митохондрии были сильнее 

повреждены у старых крыс (Oberley et al., 2008). Недавно было показано, что при 

воздействии высокой температуры (43 °C в течение 2 часов) на кардиомиоциты крысы линии 

H9c2, развивалась сильная аутофагия (увеличение экспрессии одного из маркеров аутофагии 

лизосомного белка LC3-II – light chain 3 of microtubule-associated protein 2  и усиление 

лизосомальной активности), в результате чего клетки погибали. Однако предварительный 

мягкий  прогрев, усиливающий экспрессию HSP, снижал интенсивность аутофагии и 

увеличивал выживаемость клеток. Судя по всему, в определенных условиях HSP могут 

смягчать проявления аутофагии. В этой работе, как и в некоторых других, в качестве 

индуктора аутофагии выступала гипертермия (Hsu et al., 2013). 

Температура является важным физиологическим фактором, и клетки часто 

подвергаются воздействию повышенной температуры, тем не менее, ответ СК человека на 

тепловое воздействие изучен недостаточно хорошо. Кроме этого до сих пор остаётся 

открытым вопрос о судьбе стволовых клеток, переживших сублетальное тепловое 

воздействие.  
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2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

2.1. Клеточные культуры, использованные в работе 

 В работе были использованы: 1) культура эмбриональных стволовых клеток человека 

(чЭСК) линии С910, полученная в Институте цитологии РАН  (Кожухарова и др., 2009),  2) 

культура мезенхимных стволовых клеток эндометрия (эМСК) линия 2304, так же полученная 

в Институте цитологии РАН  (Земелько и др., 2011), 3) фибробластоподобные клетки, 

полученные в результате спонтанной дифференцировки чЭСК (линия С910) через 

эмбриоидные тельца (ч ЭСК-ДИФ). 

 

2.2. Получение чЭСК 

 Источником клеток для получения линий ЭСК послужили избыточные бластоцисты, 

которые не могли быть использованы в процессе экстракорпорального оплодотворения. 

Бластоцисту 5—6-суточного развития, самостоятельно освободившуюся от белковой 

оболочки (пеллюциды) помещали на подготовленный фидерный слой в лунку 4-луночной 

панели. Клетки культивировали на среде mTeSR при следующих условиях: 37 °С, 85% 

влажности и 6 %  C O 2 .  Среду меняли ежедневно в течение 9—11 сут. В качестве фидерной 

культуры использовали мышиные эмбриональные фибробласты (МЭФ), полученные в 

результате эксплантации 14-суточных эмбрионов самок линии CBA, скрещенных с самцами 

линии C57Bl/6. Клетки МЭФ растили на среде DMEМ/F12 с добавлением 2 мМ L-глутамина, 

смеси пенициллина и стрептомицина, 10 % эмбриональной бычьей сыворотки; пересевали в  

соотношении 1 : 2 с  использованием раствора 0.25 %-ного трипсина и ЭДТА (Invitrogen, 

США) в течение 5 пассажей. Для приготовления фидерного слоя культуральную посуду 

обрабатывали 0.1 %-ным раствором желатина, поверх которого высевали клетки МЭФ 3—4-

го пассажей, предварительно обработанные митомицином С (Sigma, США) в концентрации 

10 мкг/мл в течение 2.5 ч. Плотность фидерной культуры составляла 2 5х 1 0
3
 кл/см

2
. 

Бластоцисты, помещенные на фидерный слой, начинали увеличиваться в размере через 3 сут, 

и через 9—11 сут из них появлялись колонии растущих клеток. Выросшие колонии клеток 

разделяли на 2—4 части с помощью пластикового наконечника для пипетки под мик-

роскопом с использованием фазового контраста. Агрегаты клеток переносили на свежий 

слой МЭФ в лунки 4-луночной панели. В дальнейшем для культивирования использовали 

культуральные чашки 35 и 60 мм и среду mTeSR (StemCellTechnology, Канада) или среду 

следующего состава: knockout DMEM (Gibco, США) с добавлением 20 % knockout serum 

replacement (заменителя сыворотки) (Gibco, США), 2 мМ L-глутамина, 1 % заменимых 

аминокислот, 0.1 мМ β-меркапптоэтанола (Sigma, США) , 25 мкг/мл пенициллина и 
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стрептомицина и 6 нг/мл ростового фактора bFGF (Chemicon, США). Через каждые 5—6 

суток колонии недифференцированных стволовых клеток разделяли на 6—10 частей 

механически с помощью пластикового наконечника и переносили на свежий фидер в 

соотношении 1: 2; среду полностью меняли ежедневно.  

 

2.3. Культивирование чЭСК  С910 

 Для поддержания и культивирования чЭСК С910 в качестве фидера использовали 

обработанные митомицином эМСК. Условия культивирования были такие же, как и при 

использовании в качестве фидерного слоя МЭФ. Для всех экспериментальных исследований 

клетки выращивали без фидера на 35 мм культуральных чашках или покровных стёклах, 

обработанных матригелем (BD Bioscience). 

    

2.4. Криоконсервация и размораживание  чЭСК 

Колонии недифференцированных стволовых клеток механически разделяли на агрега-

ты размером в 2 — 4  раза больше, чем для пересева. Суспензию собирали в коническую 

пробирку, в которой они оседали в течение 10 мин, затем верхний слой среды сливали, а к 

суспензии по каплям добавляли равный объем 20%-ного раствора DMSO (Sigma, США) в 

эмбриональной сыворотке. Криовиалы с клетками замораживали со скоростью 1 °С/мин и 

хранили в жидком азоте. Размораживание клеток проводили, быстро нагревая ампулу в 

водяной бане при 37 °С, содержимое переносили в коническую пробирку, затем по каплям 

добавляли 10 мл теплой ростовой среды. Пробирку центрифугировали со скоростью 800 

об/мин в течение 3 мин при комнатной температуре. Осадок ресуспензировали 1 —2  раза в 2 

мл ростовой среды и распределяли по лункам 4-луночной панели, содержащим приго-

товленный накануне фидерный слой МЭФ или эМСК  предварительно обработанные 

митомицином С в концентрации 10 мкг/мл в течение 2.5 ч. Среду меняли ежедневно, и через 

10—12 сут в лунках вырастали 1—2 колонии недифференцированных стволовых клеток.  

 

2.5. Получение и культивирование чЭСК–ДИФ 

Дифференцировку чЭСК индуцировали получением эмбриоидных телец с помощью 

пересева агрегатов клеток на низкоадгезивные культуральные чашки (Nunc, США). Агрегаты 

клеток культивировали в течение 4 сут в среде KoSR (Knockout DMEM, 20 % serum 

replacement (Invitrogen, США) с добавлением 1 mM глутамина, 100 mM заменимых 

аминокислот, 1 %-ного раствора пенициллина и стрептомицина. Затем их переносили на 

адгезивные чашки в среде DMEM/F12 (Invitrogen, США) с добавлением 10 % эмбриональной 

сыворотки (HyClone, США) и культивировали до образования монослойной  культуры. 
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Монослойные культуры пересевали с использованием 0.05 %-ного раствора трипсина. В 

течение 7 пассажей популяция становились однородной, и дифференцированные клетки 

приобретали фибробластоподобную морфологию. Для подтверждения статуса 

плюрипотентности, эмбриоидные тельца высевали на покровные стёкла, покрытые 

желатином, и культивировали в среде DMEM/F12 с 10 % эмбриональной сывороткой в 

течение 2-х недель. Для выявления дифференцированных клеток – производных трёх 

зародышевых листков, проводили иммунофлуоресцентный анализ экспрессии маркерных 

белков. Выросшие колонии были окрашены антителами против маркеров дифференцировки 

в энтодерму (-фетопротеин), мезодерму (мышечная изоформа -актинина) и эктодерму 

(виментин, нестин). 

 

2.6. Получение и культивирование эМСК 

Менструальную кровь, содержащую фрагменты эндометрия, получали от женщин, 

проходивших подготовку к ЭКО в Международном центре репродуктивной медицины (г. 

Санкт-Петербург). Забор менструальной крови проводили на 2-й день менструального цикла. 

Кровь собирали аспиратором Ipas MVA plus c насадкой диаметром 4 мм, введенным в 

цервикальный канал до внутреннего зева. Полученный образец переносили в фосфатно-

солевой буфер (PBS; Sigma, США) c добавлением цитрата натрия и 10 % смеси антибиотика 

и антимикотика (смесь пенициллина, стрептомицина и амфотерицина) (Sigma, США) и 

центрифугировали при 1750 об/мин в течение 7мин. Осадок, содержащий фрагменты 

эндометрия, ресуспензировали в PBS с добавлением 10 % смеси антибиотика и 

антимикотика и инкубировали в течение 1 ч при 37 °С. Затем эндометриально-

менструальные клетки осаждали центрифугированием и переносили в 6-сантиметровые 

чашки Петри (Corning, США). Для получения адгезивной клеточной популяции клетки 

культивировали в среде DMEM/F12, содержащей 1 0  %  бычьей эмбриональной сыворотки 

(FBS; HyClone, США), 1% смеси антибиотика и антимикотика и 1 % глутамакса. Клетки 

культивировали в течение 3—7 сут. За это время среду меняли несколько раз. Полученную 

адгезивную популяцию клеток (4—9 млн) пересевали 2 раза в нед с помощью 0.05 %-ного 

раствора трипсина и EDTA (Invitrogen, США) в соотношении 1 : 4 до 5-го пассажа, далее в 

соотношении 1 : 3 и замораживали. Для культивирования использовали флаконы Т25 и Т75 

(Fisher Scientific, США). Плотность при пересеве составляла 14—15 тыс. клеток/см
2
. 

 Для определения эффективности клонирования клетки сеяли в плотности 

5 и1 0кл ет ок / см
2
 в  60 мм чашки Петри и через 14—20 дней подсчитывали количество 

выросших клонов. Для визуализации клонов использовали краситель Гимза (BDH, Англия). 
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Эффективность клонирования определяли по отношению числа клонов к числу посеянных 

клеток и умножали на 100. 

 

2.7. Криоконсервация и размораживание эМСК 

 эМСК,  открепленные с помощью 0.05 %-ного раствора трипсина и EDTA, помещали 

в пробирку с культуральной средой и центрифугировали со скоростью 1750 об/мин в течение 

5 мин. Клетки, ресуспензированные в растворе 90 %-ной бычьей эмбриональной сыворотки, 

содержащей 10 % DMSO (Sigma, США), переносили в криовиалы (Nunc, США) и замора-

живали со скоростью 1 °С/мин с последующим хранением в жидком азоте. При  

размораживании ампулу с клетками быстро нагревали в водяной бане при 37 °С, по каплям 

добавляли теплую ростовую среду, переносили в пробирку и центрифугировали при 1750 

об/мин в течение 5 мин. Отмытые от DMSO клетки сеяли во флаконы. 

 

2.8. Построение кривых клеточного роста 

Пролиферативную активность клеток оценивали как функцию их количества от времени. 

100 х10
3
 клеток культивировали на чашках Петри d = 35 мм и проводили подсчет в камере 

Горяева через каждые 24 часа в течение 5 суток. Измерения проводили в трехкратной 

повторности. Среднее время удвоения популяции Td считали по формуле Td = 
    

  
  

  

 , где t – 

время прироста популяции, Nt – количество клеток через время t, N0 – исходное количество 

клеток. 

 

2.9. Температурная обработка клеток 

Клетки прогревали в водной бане в 3-х см чашках, с добавлением 1.8 мл среды при 45 С° 

в течение 10 и 30 мин. 

 

2.10. Проточная цитофотометрия 

 

2.10.1. Иммунофенотипический анализ 

Клеточная суспензия эМСК была получена при помощи 0.05 %-ного  трипсина и EDTA. 

Клетки (1млн/мл) ресуспензировали в растворе PBS, содержащем 5 % FBS. В отдельные 

пробирки отбирали 30 мкл суспензии,  добавляли к каждой из них по 3 мкл антител и 

инкубировали при +4 °С в течение 30 мин. Далее пробы доводили до оптимального для 

анализа объема 1—0.4 мл  FACS буфером (PBS с 1 % BSA и 0.05 % азида натрия). Для 

анализа использовали антитела к  CD9, CD11a, CD13, CD34, CD44, CD45, CD105 , CD117, 
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CD146, (Beckman Coulter, США), CD90, HLA-2 (Chemicon, США), CD73, CD29 (BD 

BioSciences, США),  конъюгированные с фикоэритрином (PE) или флуоресцеина 

изотиоцианатом (FITC). Иммунофенотипический анализ эМСК на поверхностные CD-

маркеры проводили с использованием проточного цитофотометра Epics XL (Beckman 

Coulter, США). 

 

2.10.2. Анализ клеточного цикла 

Клеточный монослой дезинтегрировали раствором 0.05 % трипсина и EDTA, клетки 

ресуспензировали в растворе PBS, пермеабилизовали раствором сапонина (Fluka) 250 мкг/мл 

в течение 30 мин при комнатной температуре, затем добавляли РНКазу А (250 мкг/мл), 

йодид пропидия (50 мкг/мл) и инкубировали ещё 30 мин при комнатной температуре. Анализ 

распределения клеток по фазам клеточного цикла проводили, используя цитофотометр Epics 

XL (Beckman Coulter, США). Доля клеток, находящихся в разных фазах цикла, определялась 

при помощи программного обеспечения WinList и ModFit LT.  

 

2.11. Анализ апоптоза 

Для выявления фракции апоптотических клеток использовали комбинированную 

окраску йодистым пропидием (PI) и аннексином V (AnV), конъюгированным с FITC (BD 

Pharmingen). Единичная клеточная суспензия  была получена при помощи 0.05 % трипсина и 

EDTA. Клетки (1млн/мл) ресуспензировали в аннексин-связывающем буфере (10 mM 

Hepes/NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2). Окрашивание осуществлялось согласно 

инструкции производителя: к 100 мкл клеточной суспензии добавляли 5 мкл AnV–FITC и PI 

(10 мкг/мл), суспензию тщательно перемешивали и инкубировали 15 минут при комнатной 

температуре в темноте, затем добавляли 400 мкл аннексин-связывающего буфера. Клетки 

анализировали при помощи проточного цитофотометра Epics XL (Beckman Coulter, США). 

Количество апоптотических клеток определяли как долю клеток, окрашенных аннексином V, 

но не окрашенных йодистым пропидием (фракция AnV
+
/PI

-
), выраженную в % от общего 

количества анализируемых клеток. Детекцию клеток с конденсированными или 

фрагментированными ядрами, окрашенными DAPI, осуществляли при помощи 

конфокального микроскопа в трех независимых экспериментах. Анализировали не менее 500 

клеток в разных полях зрения.  
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2.12. Кариотипирование 

Приготовление препаратов метафазных хромосом проводили по обычной схеме. Для 

накопления клеток в стадии метафазы в клеточную культуру в логарифмической фазе роста 

добавляли  стандартный р-р демиколцина (Sigma, США) в конечной концентрации 0.01–0.02 

мкг/мл среды. Для снятия клеток использовали смесь 0.05 % трипсина с ЕДТА, в качестве 

гипотонического р-ра – 0.56 % KCl. Время  гипотонической обработки  и время инкубации 

клеток в присутствии митостатика подбирали экспериментально. Клетки фиксировали 

стандартным способом в трех сменах свежеприготовленной смеси метилового спирта и 

ледяной уксусной кислоты (3:1). Для дифференциальной окраски  хромосом на G-диски 

красителем Гимза их предварительно обрабатывали 0.25 %-ным р-ром трипсина. Суспензию 

фиксированных клеток раскапывали на влажные, охлажденные предметные стекла. 

Высушивали препараты при комнатной температуре. Анализ метафазных пластинок 

производили с помощью светового микроскопа (Carl Zeiss, Германия) при увеличениях 16х и 

100х. Идентифицировали хромосомы в соответствии со стандартной номенклатурой (Yunis, 

1980; Мамаева, 2002). Частоту встречаемости в популяции полиплоидных клеток оценивали 

при визуальном анализе под микроскопом не менее 200 метафазных пластинок. 

 

2.13. Иммуноцитохимия 

 Культуру чЭСК, эМСК и чЭСК-ДИФ выращивали в стандартных условиях на 

покровных стеклах. Клетки фиксировали 4 % раствором параформальдегида (15 мин), 

отмывали раствором PBS (4х4 мин.), затем пермеабилизовали 0.1 % раствором Тритона Х-

100 (15 мин). Блокирование неспецифического связывания антител проводили в 1 %-ном 

растворе BSA (Sigma) 30 мин. Обрабатывали первичными антителами в 1 %-ном растворе 

BSA 45 мин, производили отмывку клеток в растворе PBS, содержащем 0.05 % Tween 20 

(4х4 мин). После этого клетки обрабатывали вторичными антителами и помещали в 

защищенное от света место (45 мин.). Ядра клеток подкрашивали DAPI. Все процедуры 

проводили при комнатной температуре. Локализацию поверхностных антигенов проводили 

на живых клетках. Для этого клетки обрабатывали первичными антителами в течение 60 мин 

при температуе 4º С и после этого фиксировали 4 %-ным  раствором параформальдегида. Все 

последующие процедуры проводились так же, как и с другими антителами. Покровные 

стекла заключали в глицериновый буфер с 1 % пропилгалата.  Полученные препараты 

анализировали с помощью конфокальных лазерных люминесцентных микроскопов Leica 

TCS CL (Германия) (объективы 63х, 40х и 10х) и Lieca TCS SP5 (Германия) (объективы 

60х/1,32 и 40х/1,0). В работе использовались лазеры с длинной волны 405, 488 и 543 нм. В 

работе использовали специфические мышиные моноклональные антитела против Hsp70
*
, Ki-
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67 (Abcam), Oct4 (Santa Cruz), SSEA-4 (Chemicon), ABCG2 (Abcam), muscle α-actinin (Sigma), 

vimentin (Chemicon), α-fetoprotein (Sigma), кроличьи моноклональные антитела против Hsc70 

(Abcam), против NF-H (Abcam, США), Neun (Millipore, США) в соотношении 1:100, β-III-

тубулина в разведении 1 : 1000 (Chemicon, США) и кроличьи поликлональные антитела 

против β-ІІІ-tubulin (Sigma). В качестве вторых антител применяли  козьи антитела против 

иммуноглобулинов мыши, конъюгированные с Dylight 488 (Jackson ImmunoResearch), овечьи 

антитела против иммуноглобулинов кролика, коньюгированные с Cy3 (Sigma), и козьи 

антитела против иммуноглобулинов кролика, коньюгированные с Cy2 (Jackson 

ImmunoResearch). 

*
 Антитела любезно предоставлены Б.А. Маргулисом (Lasunskaia et al., 2010). 

 

2.14. Определение активности щелочной фосфатазы 

 Активность щелочной фосфатазы в недифференцированных стволовых клетках 

определяли с использованием набора реагентов «Sigma Diagnostics Alkaline Phosphatase (AP) 

leukocyte» согласно протоколу фирм-производителей. 

 

2.15. Направленная адипогенная, остеогенная и нейральная дифференцировка 

 

2.15.1. Адипогенная дифференцировка 

Клетки эМСК (2 х 10
4
 кл/см

2
)
 

высевали в чашки Петри, покрытые 0.1 %-ным 

желатином, в среде DMEM/F12, содержащей 10 % FBS, 1 % глутамакса, 1 % смеси 

пенициллина и стрептомицина. После образования субмонослоя (90 % конфлюентности) в 

ростовую среду добавляли следующие факторы: 1 мкМ дексаметазона (Sigma, США), 250 

мкМ изобутилметилксантина (IBMX; Sigma,США), 10 мкг/мл рекомбинантного инсулина 

человека (Sigma, США) и 200 мкМ индометацина (MP Biomedicals). Клетки культивировали 

в данной среде в течение 5 недель. Дифференцировочную среду меняли через 2−3 дня. Для 

выявления клеток, содержащих жировые капли, использовали окрашивание красителем 

красным масляным (Oil Red Sigma, США). С этой целью чашки с клетками ополаскивали 

PBS, фиксировали 4%-ным параформальдегидом в течение 1 часа при комнатной 

температуре  и окрашивали в течение 15 минут при комнатной температуре в растворе Oil 

Red на изопропаноле, разведённом дистиллированной водой в соотношении 3:2. 

Окрашенные клетки обильно промывали дистиллированной водой в течение 2 минут, ядра 

подкрашивали гематоксилином (Sigma, США) и снова проводили несколько отмывок водой. 

Клетки  анализировали при 200-кратном увеличении в фазовом контрасте при помощи 

микроскопа Nicon и фотографировали, используя цифровую камеру Sony. Контрольные 
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клетки культивировали в той же ростовой среде, но без добавления дифференцирующих 

факторов.  

 

2.15.2. Остеогенная дифференцировка 

 Клетки эМСК (2 × 10
4
 кл/см

2
) высевали в чашки Петри, покрытые 0.1%-ным 

желатином. После образования монослоя (100 % конфлюентности) в ростовую среду 

добавляли следующие дифференцировочные факторы: 100 нМ дексаметазона, 10 мМ бета-

глицерофосфата (Sigma, США), 100мкг/мл аскорбиновая кислота-2- фосфата (Sigma, США),. 

Клетки дифференцировали 4 недели со сменой среды каждые 2−3сут. Клетки, содержащие 

кальциевые преципитаты, отмывали PBS, фиксировали 70 %-ным ледяным этанолом 30 мин 

при комнатной температуре с последующей 30 минутной окраской ализариновым красным 

(Sigma, США), pH которого доводили до 4.1-4,2 с помощью 1 % гидроксида аммония. 

Визуализацию клеток проводили при 200-кратном увеличении с помощью микроскопа Nicon 

и фотографировали, используя цифровую камеру Sony. Контрольные клетки культивировали 

одновременно с направленно-дифференцированными в той же ростовой среде, но без 

добавления стимулирующих факторов. 

 

2.15.3. Нейральная дифференцировка 

эМСК в количестве 100 тыс. клеток высевали в 35 мм чашки Петри с покровными 

стеклами, покрытые матригелем (BD Bioscience, США). На следующий день ростовую среду 

в чашках меняли на нейральную бессывороточную среду (Neurobasal, Gibco, США) с 

добавлением 2%-ного реагента B27(B27 supplement; Gibco, США), 1%-ного реагента N2(N2 

supplement; Gibco, США), 25нг/мл рекомбинантного основного фактора роста фибробластов 

человека  (bFGF; BD Bioscience, США) и 25 нг/мл рекомбинантного эпидермального фактора 

роста человека (Sigma). Через 2 дня без смены среды в нее добавляли 1мкМ ретиноевой 

кислоты (RA; Sigma, США) и 0.25мМ изобутил-метилксантина (IBMX; Sigma, США) и 1 мМ 

дибутирил-цАМФ (dbc AMP, Sigma, США). После 7 дней нейральной дифференцировки, 

клетки были проанализированы методом иммуноцитохимии.  

  

2.16. Анализ экспрессии белков методом иммуноблоттинга 

2.16.1. Приготовление проб для электрофоретического разделения белков 

Для выделения белковых лизатов контрольные и обработанные клетки помещали на 

лед, и все дальнейшие процедуры проводили при +4 
°
С. Клетки промывали три раза 

холодным PBS. Тотальный лизат получали добавлением в чашки 0.1 мл лизирующего 

буфера, содержащего 50 мМ Трис-HCl (рН 7.5), 150 мМ NaCl, 1 мМ EDTA, 1 мМ EGTA, 
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10%-ный глицерин, 1%-ный тритон Х-100, 1 мМ Na3VO4, 1 мМ NaF, 0.5 мМ PMSF, коктейль 

протеазных ингибиторов (Sigma, P8340, в разведении 1:500). Клетки инкубировали в течение 

10 мин при +4
 °

С, затем соскребали с чашек и центрифугировали в течение 15 мин при 

15000g. К супернатанту добавляли 1/4 часть буфера для электрофоретических проб (40 мМ 

Трис рН 6.8, 10 % SDS, 20 % 2-меркаптоэтанола и 40 % глицерина), и инкубировали в 

течение 5 мин при 100 
°
С. Концентрацию белка определяли по методу Бредфорда (Bradford, 

1976), используя овальбумин для построения калибровочной кривой. 

 

2.16.2. Электрофорез и иммуноблоттинг 

Электрофоретическое разделение белков проводили методом SDS-электрофореза в 

полиактиламидном геле в модификации Лэммли (Laemmli, 1970). Концентрирующий гель 

(рН 6.8) содержал 4 % полиакриламида, разделяющий (рН 8.8) – 12 %. Разделение белков 

проводили в блоках геля 90х60х1 мм при силе тока 30 мА на пластину в течение 2 ч. 

Разделенные в полиакриамидном геле белки переносили на нитроцеллюлозную мембрану 

Hybond-C extra (Amersham Pharmacia Biotech, Швеция). Электроперенос проводили при силе 

тока 35 мА в течение 6 ч в буфере для мокрого переноса (48 мМ Трис, 39 мМ глицин, 0,037 

%-ный SDS, 20 %-ный метанол). Для визуализации белковых полос использовали Ponceau S 

(Sigma, США). Иммуноблоттинг проводили в соответствии с методикой ECL Western 

Blotting protocols (Amersham). Мембрану промывали TTBS (20 мМ Трис-HCl (рН 7.6), 150 

мМ NaCl, 0.1 %-ный Tween -20), после чего инкубировали в 5 %-ном растворе сухого 

обезжиренного молока в TTBS в течение часа при комнатной температуре, затем в растворе 

первичных антител в 5% BSA в TTBS в течение ночи при +4 
°
С. Все последующие 

процедуры осуществляли при комнатной температуре. По окончании инкубации с 

первичными антителами мембрану промывали TTBS (3 раза по 5 мин), затем помещали на 1 

час в раствор вторичных антител в 5 %-ном растворе молока в TTBS, после чего промывали 

мембрану, как описано выше. Для детекции пероксидазной активности конъюгатов GAR-

HRP использовали реакцию усиленной хемилюминесценции (ECL, Amersham). 

Нитроцеллюлозную мембрану промывали водой и инкубировали в темноте 1 мин в 

свежеприготовленном растворе ECL. Хемилюминесцентное излучение регистрировали 

экспонированием на рентгеновскую пленку CEA RP NEW (CEA AB, Щвеция). Для 

специфического выявления белков использовали моноклональные кроличьи антитела против 

р21
Waf1/Cip1

 (12D1, #2947) (Cell Signaling, США), против глицеральдегид-3-фосфат 

дегидрогеназы (GAPDH, clone 14C10, #2118) (Cell Signaling, США), мышиные 

моноклональные против hsp70 (Lasunskaia et al., 1997), кроличьи моноклональные к  hsc70 

(Abcam). В качестве вторичных антител применяли козьи антитела, выработанные против 



62 
 

иммуноглобулинов кролика, конъюгированные с пероксидазой хрена (GAR-HRP) (Cell 

Signaling, США) и козьи антитела, выработанные против иммуноглобулинов мыши, 

конъюгированные с пероксидазой хрена (GAM-HRP) (Sigma, США). Денситометрию 

проводили с помощью программы Scion Image, версия 4.0.3.2. 

 

2.17. Анализ генной экспрессии с помощью ОТ-ПЦР 

Тотальную РНК выделяли из клеток с помощью системы RNAeаsy Micro Kit или 

RNAeasy Mini Kit (QIAGEN, США) согласно протоколу производителя. Для оценки качества 

тотальной РНК проводили электрофорез образцов в 2 %-ном агарозном геле с добавлением 

0.5 мкг/мл бромистого этидия (Sigma, США). Визуализацию 28S и 18S субъединиц 

проводили в ультрафиолетовом свете (302 нм) при помощи прибора Transilluminator. 

Количественное определение концентрации РНК проводилось спектрометром автоматически 

путем умножения значения поглощения света при 260 нм на коэффициент 40.  

 Синтез кДНК проводили с использованием 1— 0.5 мкг тотальной РНК при помощи 

системы RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Литва) в соответствии 

с рекомендациями производителя. Все манипуляции с РНК проводили на льду. В реакции 

использовались восемнадцатимерные или гексомерные случайные олигонуклеотидные 

праймеры. При использовании восемнадцатимерных олигонуклеотидных праймеров перед 

добавлением обратной транскриптазы, пробы тщательно перемешивали и переносили на 15 

мин в 37 °С термостат, а в случае использования гексомерных олигонуклеотидных 

праймеров, оставляли на 10 мин при комнатной температуре.  Обратную транскрипцию 

проводили в водной бане при 42 °С в течение 60 мин. Реакцию останавливали 10 мин 

нагреванием образцов при 70 °С. Десятая часть кДНК каждой линии была амплифицирована 

при помощи 0.5 единиц ДНК полимеразы (Fermentas, Литва), c использованием 

специфичных олигонуклеотидных праймеров (Таблица 3), на амплификаторе Cyclo Temp 

(СТМ,  Россия) по следующей программе: горячий старт – денатурация, 93 °С в течение 3 

мин, отжиг праймеров, 55—70 °С в течение 2 мин, удлинение цепи, 72 °С в течение 1 мин 30 

с; затем 26—40 циклов: денатурация, 93 °С в течение 45 с; отжиг праймеров, 55—70 °С в 

течение 1 мин; удлинение цепи, 72 °С в течение 1 мин 30 с; завершающее удлинение цепи – 

72 °С в течение 10 мин.). В качестве количественного и качественного контроля кДНК 

использовали олигонуклеотидные праймеры актина. Электрофорез амплифицированного 

продукта проводили в 2%-ном агарозном геле, содержащем буфер ТАЕ с бромистым 

этидием. В качестве маркера молекулярной массы использовали 1000 или 100 Kb DNA ladder 

(Gibco, США). Визуализацию проводили в ультрафиолетовом свете (302 нм) при помощи 
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прибора Transilluminator, регистрируя изображения цифровой фотокамерой Canon. 

Денситометрию проводили с помощью программы Scion Image версия, 4.0.3.2. 

 

Таблица 3. Последовательности специфических праймеров и условия проведения 

ОТ-ПЦР 

  

Ген Последовательность праймеров Темп. 

отжига 

(°C) 

Размер PCR 

продукта 

(п.н.) 

№ в Ген банке 

hsp 27 

 

s 5’ cgcgctcagccggcaactcag 3’ 

as 5’ aggggtgggcatccgggctaagg 3’ 

64 419 NM_001540.3 

 

hsp70 s 5’ atgcggccaagaaccaggtg 3’ 

as 5’ gcgctgcgagtcgttgaagt 3’ 

61 307 NM_005345.5 

 

hsc 70 

 

s 5’ atccccaagattcagaagct 3’ 

as 5’ ttgatgaggacagtcatga 3’ 

63 218 NM_153201.1 

 

hsp90 

 

s 5’ aatcggaagaagctttcaga 3’ 

as 5’ gtgcttgtgacaatacagca 3’ 

55 446 NM_005348.3 

 

оct4 s 5’cgaccatctgccgctttgag 3’ 

as 5’ccccctgtcccccattccta 3’ 

60 577 NM_001173531.1 

rex 1 s 5’gcgtacgcaaattaaagtccaga3’ 

as 5’cagcatcctaaacagctcgcagaat 3’ 

56 306 NM_174900.3 

nanog s 5’ caaaggcaaacaacccact 3’ 

as 5’ctggatgttctgggtctggt 3’ 

60 427 NM_024865.2 

abcg-2 s 5’agttccatggcactggccata 3’ 

as 5’tcaggtaggcaattgtgaagg 3’ 

62 379 NM_001257386.1 

p21 

 

s 5’ccacatggtcttcctctgctg 3’ 

as 5’ gatgtccgtcagaacccatg 3’ 

55 316 NM_001220778.1 

gapdh s 5’gctcagacaccatggggaaggt 3’ 

as 5’gtggtgcaggaggcattgctga 3’ 

67 474 NM_002046.4 

actin 

 

s 5’ gccgagcgggaaatcgtgcgt 3’ 

as 5’ cggtggacgatggaggggccg 3’ 

70 506 NM_001101.3 

 

 

Actin – Homo sapiens actin, beta (ACTB), mRNA; p21 – Homo sapiens cyclin-dependent 

kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) (CDKN1A); Hsp 27 – Homo sapiens heat shock 27kDa protein 1 

(HSPB1); Hsp70 – Homo sapiens heat shock 70kDa protein 1A (HSPA1A); Hsc 70 – Homo 

sapiens heat shock 70kDa protein 8 (HSPA8); Hsp90 – Homo sapiens heat shock protein 90kDa 

alpha (cytosolic), class A member 1 (HSP90AA1). оct4 – Homo sapiens POU class 5 homeobox 1 

(POU5F1); rex 1 – Homo sapiens ZFP42 zinc finger protein (ZFP42); nanog – Homo sapiens 

Nanog homeobox (NANOG); gapdh – Homo sapiens glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH); abcg-2 – Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 2 

(ABCG2). 
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2.18. Статистическая обработка результатов 

  Статистическую обработку результатов проводили с использованием t-критерия 

Стьюдента, приняв доверительную вероятность p равной 0,95. Различия считали 

достоверными при t эксперементальном большем, чем стандартное значение t-критерия 

Стьюдента. Вычисления производили по формуле:  t = 
     

        
, где M1 и М2 – средние 

арифметические, m1 и m2 – квадратичные ошибки среднего арифметического. Квадратичную  

ошибка среднего арифметического (m) вычисляли по формуле: m = ± 
 

  
 , где δ – 

среднеквадратичное отклонение (δ= 
       

   
), где n – число наблюдений,      2

 – 

возведённая в квадрат разница между каждым наблюдаемым вариантом и средней 

арифметической.
  
При расчетах использовали Автоматический расчет t-критерия Стьюдента 

(http://www.psychol-ok.ru/statistics/student/) и программу Excel (Microsoft office). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.psychol-ok.ru/statistics/student/
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3. РЕЗУЛЬТАТЫ 

 

3.1. Клеточные линии, использованные в работе 

3.1.1. Характеристика клеточной линии чЭСК С910. 

Линия чЭСК С910 получена из бластоцисты человека с развитой внутренней 

клеточной  массой (Кожухарова и др., 2009). Клетки обладают типичной для ЭСК 

морфологией и способны размножаться в культуре в течение длительного времени. Для 

поддержания полученной линии в качестве фидера изначально использовались 

обработанные митомицином С клетки мышиных эмбриональных фибробластов (МЭФ). 

 

 

 
Рис.11. Морфология чЭСК С910 

 
(А) чЭСК С910  на фидерном слое  (эМСК человека, инактивированные митомицином С). 

(Б) чЭСК С910 на матригеле. Об. 10х. 

 

 

В дальнейшем для экспансии линии в качестве фидерного слоя использовались 

инактивированные эндометриальные МСК человека (Рис. 11А). Для проведения всех 

экспериментов были использованы чЭСК С910 на 12—24 пассажах, выращенные на 

матригеле (Рис. 11Б).  Клетки чЭСК С910 обладают типичной для ЭСК морфологией (Рис. 

11), формируют колонии и способны размножаться в культуре в течение длительного 

времени. Время удвоения популяции составляет 28 часов. Анализ линии чЭСК 910 методами 

иммуноцитохимии, ОТ-ПЦР и цитохимии выявил экспрессию маркеров плюрипотентности 

Oct-4, Nanog, SSEA-4, Rex1 (Рис. 12А, В), характерных для ЭСК человека, а также высокую 

активность щелочной фосфатазы (Рис. 12Б), которая позволяет оценить не только 

плюрипотентность растущих колоний, но и гетерогенность всей популяции.  
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Рис. 12. Клеточная линия чЭСК С910 обладает всеми типичными признаками 

плюрипотентности 

 
 

(А) Иммуноцитохимический анализ маркеров плюрипотентности линии ч ЭСК С910. Масштабная линейка 25 

мкм. (Б) Окраска на щелочную фосфатазу (alkaline phosphatase). Об. 10х. (В) ОТ-ПЦР анализ показал наличие 

маркеров плюрипотентности (oct-4, nanog, SSEA-4, Rex1) в чЭСК С910. (Г) Кариотип клеток линии чЭСК С910 

(2n = 46 XX). Об. 40х. (Д, Е, Ж) Дифференцировка чЭСК С910 в производные трёх зародышевых листков: 

эктодерму (III β-тубулин), мезодерму (виментин и мышечный α-актинин) и эндодерму (α-фетопротеин). 

Масштабная линейка: Д-10 мкм, Е-100 мкм, Ж-25 мкм. 

М-маркер молекулярного веса. 1018, 506,517, 396 — количество пар оснований 
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Показано, что чЭСК могут спонтанно дифференцироваться в клетки трёх зародышевых 

листков – эктодерму, мезодерму и эндодерму, и направленно дифференцироваться в 

дофаминовые нейроны (Кожухарова и др. 2009). Таким образом, линии чЭСК С910 присущи 

все типичные свойства ЭСК: самообновление, экспрессия маркеров плюрипотентности, 

диплоидный кариотип (Рис. 12Г) и способность дифференцироваться в производные трёх 

зародышевых листков (Рис. 12Д, Е, Ж).  

 

3.1.2. Характеристика фибробластоподобных клеток (чЭСК-ДИФ) 

Дифференцировку чЭСК индуцировали  получением эмбриоидных телец, как описано 

ранее  (Кожухарова и др., 2010). Дифференцированные производные чЭСК имели 

диплоидное число хромосом (Рис. 13А)  и ограниченное время жизни в культуре. Они могли 

нормально размножаться in vitro на протяжении 20—23  пассажей (30—35  удвоений 

популяции), после чего переставали делиться и погибали. На ранних пассажах клеточная 

культура активно пролиферировала (Рис. 13Б), но постепенно деление замедлялось, и клетки 

подвергались репликативному старению. Этот процесс сопровождался необратимой 

остановкой клеточного цикла, изменением клеточной морфологии (преобладание 

уплощенных клеток увеличенного размера) и усилением активности β-галактозидазы, 

связанной со старением (SA-β-Gal) (Рис. 13В, Г). 

 

3.1.3. Характеристика МСК человека, полученных из десквамированного 

эндометрия менструальной крови (эМСК) 

 Линии эМСК получены в институте Цитологии РАН и подробно описаны в работе 

Земелько и др. (Земелько и др., 2011). Полученные линии были представлены адгезивными, 

однородными, морфологически сходными с фибробластами клетками (Рис. 14, А). Они 

характеризуются высоким уровнем пролиферации (время удвоения составляет 26—27 ч) 

(Рис. 14Б) и высокой эффективностью клонирования (более 60 %). В процессе 

культивирования in vitro клетки проходят более 45 удвоений популяции, не подвергаются 

трансформации и сохраняют диплоидный кариотип (Домнина и др., 2013). Для 

фенотипирования эМСК в качестве позитивных маркеров МСК были выбраны следующие 

поверхностные антигены: молекулы адгезии – тетраспан CD9, миелоидный маркер –- 

аминопептидаза CD13, поздний маркер активации Т-клеток – β1-интегрин CD29, 

 фагоцитарный гликопротеин Pgp-1 CD44, экто-5’-нуклеотидаза CD73, маркер 

экстрацеллюлярного матрикса Thy1 мембранный гликопротеин CD90, и рецептор 

трансформирующего фактора роста β CD105 (эндоглин). В качестве негативных были 

http://humbio.ru/humbio/oncogenetics/00149245.htm
http://humbio.ru/humbio/oncogenetics/00149245.htm
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выбраны маркеры гемопоэтических клеток: поверхностный антиген миелоидных клеток и 

естественных киллеров αМ-интегрин CD11b, антиген В-лимфоцитов CD19, маркер 

 

 

 

 

 

 

 

  
 

Рис. 13. Кривая клеточного роста и динамика старения чЭСК-ДИФ 

 
(А) Кривая клеточного роста чЭСК-ДИФ. Количество клеток подсчитывалась в трёх независимых 

экспериментах. (Б) Дифференциальная окраска метафазных хромосом на G-диски (2n = 46 XX). (В, Г) 

Экспрессия β-галактозидазы, ассоциированной со старением, на разных пассажах культивирования чЭСК–

ДИФ. Об. 20х. 
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ранних кроветворных предшественников CD34, общий лейкоцитарный антиген CD45, 

поверхностный маркер гемопоэтических предшественников костного мозга СD117 и 

антигены главного комплекса гистосовместимости HLA-DR (класса II). эМСК 

характеризуются позитивной экспрессией поверхностных маркеров CD13, CD29, CD44, 

CD73, CD90 и CD105, а так же отсутствием экспрессии маркеров CD19, CD34, CD45, CD117, 

и HLA-DR (класса II), что подтверждает их мезенхимное, а не гемопоэтическое 

происхождение (Рис. 14В). Необходимо отметить, что отсутствие экспрессии HLA-DR и 

                         

 
Рис. 14.  Характеристика клеток линии эМСК 2304 

 
(А) Рост клеток в культуре. Об. 10х. (Б) Кривая клеточного роста. Количество клеток подсчитывалась в трёх 

независимых экспериментах с двукратными повторами. (В) Подтверждение мезенхимного происхождения 

эМСК при помощи поверхностных маркеров. Анализ проводился при помощи проточной цитометрии в трёх 

независимых экспериментах.  

 

иммуносупрессорные свойства эМСК делают их пригодными для аллогенной 

трансплантации без риска отторжения тканей. эМСК являются мультипотентными и могут 

направленно дифференцироваться в другие типы клеток мезодермы – остеобласты и 

адипоциты, а также обладают способностью к транс-дифференцировке в нейроноподобные 

клетки (производые эктодермы). Существует мнение, что дифференцировочная 

пластичность МСК ослабевает в процессе пассирования. Мы показали, что эМСК сохраняют 

свою дифференцировочную активность, по крайней мере, до 10 пассажа (Рис. 15). 

Способность к остеогенной дифференцировке была детектирована как на ранних этапах 

дифференцировки по усилению активности щелочной фосфатазы, так и на более поздних – 

по окрашиванию минерализованных компонентов матрикса красителем Alizarin Red (Рис. 15, 

А). Адипогенный дифференцировочный потенциал оценивали по появлению в культуре 

клеток с липидными каплями, которые выявляли с помощью красителя Oil Red (Рис. 15, Б). 
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Рис. 15. Дифференцировочная пластичность эМСК 

 
 (А) Остеогенная дифференцировка эМСК. AP – щелочная фосфатаза (ранний маркер остеобластов). Alizarin 

Red окрашивает минеральные компоненты матрикса остеобластов. Ядра подкрашены гематоксилином. Об. 20х. 

(Б) Адипогенная дифференцировка эМСК. Окраска жировых включений красителем Oil Red. Ядра подкрашены 

гематоксилином. Об. 20х. (В) эМСК без индукторов дифференцировки. (Г) Нейральная дифференцировка 

эМСК. Масштабная линейка при окраске антителами против III β-TUB и NF-H 50 мкм, NEUN (В) 25 мкм, 

NEUN (Г) 10 мкм. 
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Способность к направленной нейральной дифференцировке оценивали  по изменению 

клеточной морфологии и способности экспрессировать нейрональные маркеры (Рис. 15, Г). 

Контрольные клетки культивировали одновременно с направленно дифференцированными в 

аналогичной ростовой среде, но без добавления стимулирующих факторов (Рис. 15, В). Все 

перечисленные выше свойства позволяют говорить о сходстве  эМСК с МСК костного мозга 

(Allickson and Xiang, 2012), которые являются наиболее изученными СК взрослого 

организма. Преимущества МСК, выделенных из менструальной крови заключаются в их 

доступности и неинвазивном способе изоляции. 

 

3.2. Влияние ТШ на чЭСК и их дифференцированные производные чЭСК-ДИФ 

 Существует мнение, что ЭСК более устойчивы к действию повреждающих агентов, и 

экспрессия генов, ответственных за стрессоустойчивость снижается во время 

дифференцировки. В связи с этим, на начальном этапе нашего исследования мы решили 

изучить ответную реакцию чЭСК и их дифференцированных производных на тепловой 

стресс. 

 

 3.2.1. Экспрессия белков теплового шока в чЭСК С910 и чЭСК-ДИФ 

Было выбрано два режима термического воздействия: 45 С°, 10 мин и 45 С°, 30 мин. В 

этих условиях были исследованы экспрессия и локализация белков теплового шока (Hsp) в 

чЭСК и их дифференцированных аналогах. На данном этапе исследования наше внимание 

было сфокусировано на изучении конститутивной (Hsc70) и индуцибельной (Hsp70) 

изоформ Hsp, принадлежащих  к семейству HSP70, одному из основных семейств белков 

ТШ. Методами иммуноблоттинга и ОТ-ПЦР было обнаружено, что ТШ незначительно 

увеличивал экспрессию Hsc70 в обоих типах клеток (Рис. 16, А). ТШ резко изменял 

экспрессию Hsp70 как в чЭСК, так и в их дифференцированных производных. Мягкий 

тепловой шок (45 
o
C, 10 мин) увеличивал экспрессию Hsp70 в обоих типах клеток. В 

условиях более сильного ТШ (45 
o
C, 30 мин) уровень Hsp70 уменьшался в чЭСК, но 

продолжал увеличиваться в дифференцированных клетках (Рис. 16, А, Б). Мы выявили, что 

Hsp70 конститутивно экспрессируется в плюрипотентных и дифференцированных клетках. 

Уровень экспрессии Hsp70 был выше в чЭСК-ДИФ, что хорошо согласуется с данными об 

увеличении экспрессии фактора ТШ (HSF1) при формировании эмбриоидных телец (Byun 

et.al., 2013). С другой стороны, имеются данные, что экспрессия Hsp в процессе 

дифференцировки уменьшается  (Saretzki et al., 2004; Prinsloo et al., 2009). 

Иммунофлюоресцентный анализ пермеабилизованных клеток показал, что характер 

локализации Hsp70 в исследуемых клетках был таким же, как и в большинстве соматических 
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Рис. 16. Экспрессия и локализация белков ТШ в чЭСК и чЭСК-ДИФ 

 
(А, Б) Анализ экспрессии Hsp70 и Hsc70 в чЭСК и чЭСК-ДИФ методами иммуноблоттинга и ОТ-ПЦР. (В) 

Иммунофлюоресцентный анализ экспрессии Hsc70 в чЭСК и чЭСК-ДИФ. Эксперимент проводился на живых 

клетках. Масштабная линейка 50 мкм. (Г) Иммунофлюоресцентный анализ экспрессии Hsp70 в чЭСК и чЭСК-

ДИФ.  Масштабная линейка: верхняя панель - 47,62 мкм, нижняя панель - 23,81 мкм. 
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клеток (Рис. 16, Г). Hsp70 слабо детектировался в интактных клетках. После нагрева белок 

транслоцировался в ядро. Ядерная транслокация Hsp70 в чЭСК была более очевидна при 

мягком тепловом шоке. При жестком (45 
o
C, 30 мин) ТШ число Hsp70-положительных 

клеток значительно уменьшалось в культуре плюрипотентных клеток, но не их 

дифференцированных производных (Рис. 16, Г)  Рис. 16, В показывает, что на мембране 

интактных чЭСК, но не чЭСК-ДИФ, экспрессируется констутивная форма Hsp70 (Hsс70). 

Эксперимент был проведён на живых клетках. Эти наблюдения согласуются с ранее 

полученными данными (Son  et al., 2005). Было даже предложено рассматривать Hsс70 

(HSPA8) в качестве поверхностного клеточного маркера недифференцированных чЭСК. 

Антитела к Hsp70, которые мы применяли, не выявили присутствия Hsp70 на поверхностной 

мембране обоих типов клеток. Биологическое значение экспрессии Hsp на поверхности 

плюрипотентных клеток не ясно, но можно предположить, что они играют важную роль в 

раннем развитии эмбрионов млекопитающих. 

 

3.2.2. Тепловой шок индуцирует апоптоз в чЭСК, но не в их 

дифференцированных производных 

Апоптотическая гибель была определена методом проточной флуориметрии 

(комбинированная окраска аннексин
 
V/PI) и при подсчёте клеток с фрагментированными 

ядрами, окрашенными DAPI (Рис. 17, Б, В). Мягкое тепловое воздействие (45 
o
C, 10 мин) не 

влияет на жизнеспособность чЭСК и чЭСК-ДИФ. ТШ (45 
o
C, 30 мин), является 

сублетальным для плюрипотентных клеток и сокращает число жизнеспособных  чЭСК С910 

с 88 % до 57.5 %. Жизнеспособность чЭСК-ДИФ при аналогичном воздействии не 

отличается от жизнеспособности клеток, не подвергавшихся тепловой обработке (Рис. 17, 

В). Необходимо отметить, что чЭСК С910, не подвергшиеся ТШ, имели относительно 

высокое число аннексин V-положительных и клеток с фрагментированными ядрами (около 

10%). Многие исследователи отмечают, что высокий уровень спонтанного апоптоза – 

типичное явление для чЭСК (Qin H et al. 2007). Так как каспазы обычно вовлечены в 

регуляцию и реализацию апоптотической программы, мы исследовали экспрессию каспазы-3 

в интактных и прогретых недифференцированных и дифференцированных клетках. Было 

обнаружено, что интактные чЭСК С910 имеют достаточно высокий уровень экспрессии 

каспазы-3, который после нагрева усиливается. В чЭСК-ДИФ, как в стандартных условиях, 

так и после нагрева, экспрессия каспазы-3 практически не выявлялась (Рис. 17, А).  

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qin%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17179143
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3.2.3. Сублетальный ТШ (45 
o
C, 30 мин) вызывает стресс-индуцированное 

преждевременное старение (SIPS) в чЭСК-ДИФ 

Дифференцированные чЭСК не подвергались апоптотической гибели при 

сублетальном ТШ, и можно было бы предположить, что они более устойчивы к 

гипертермии, чем плюрипотентные чЭСК. Однако, при построении кривых клеточного 

роста, нами было установлено, что дифференцированные фибробластоподобные клетки 

 

 

         

 
Рис. 17. Сублетальный ТШ индуцирует апоптоз в чЭСК, но не в их 

дифференцированных производных 

 
(А) Анализ экспрессии каспазы-3 методом ОТ-ПЦР. (Б) Выявление клеток с фрагментированными ядрами, 

окрашенными DAPI методом цитохимии. (В) Анализ апоптоза методом проточной цитофлюориметрии. 
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Рис. 18.    Сублетальный ТШ вызывает SIPS в чЭСК-ДИФ 

 
(А) Кривая клеточного роста интактных и прогретых чЭСК-ДИФ. (Б) Анализ распределения непрогретых и 

прогретых чЭСК-ДИФ по фазам клеточного цикла при помощи проточной цитометрии. (В) 

Иммунофлюоресцентный анализ экспресии маркера пролиферации Ki67 в чЭСК-ДИФ до и после воздействия 

сублетального ТШ. Масштабная линейка 50 мкм. (Г) Увеличение числа  SA-β-gal-позитивных клеток с 

измененной морфологией в культуре чЭСК-ДИФ после сублетального ТШ. Об.20х. 

 

 

 

 

 



76 
 

после ТШ перестают пролиферировать (Рис. 18, А). Анализ клеточного цикла методом 

проточной цитофлюориметрии показал, что в дифференцированных чЭСК происходит 

остановка клеточного цикла в фазах G1 и G2/M (Рис. 18, Б). Пролиферативный статус этих 

клеток был проверен при помощи окрашивания антителами против маркера пролиферации 

Ki67. На Рис. 18, В показано, что в течение трёх дней после сублетального ТШ большинство 

клеток чЭСК-ДИФ являются Ki67–негативными, то есть перестают делиться. Остановка 

клеточного цикла, вызванная различными стрессовыми факторами, является одним из 

признаков стресс-индуцированного преждевременного старения (SIPS). Другими маркерами 

SIPS являются изменение клеточной морфологии и экспрессия β-галактозидазы, 

ассоциированной со старением (SA-β-Gal) (Blagosklonny, 2012). Усиление активности β-

галактозидазы является результатом увеличения числа лизосом в стареющей клетке. Только 

старые клетки имеют достаточную активность SA-β-Gal для конвертирования 

неокрашенного субстрата в синий продукт расщепления в неоптимальных для фермента 

условиях (рН 6, вместо рН 4) (Kurz, 2004). Через 24 часа после ТШ в культуре 

дифференцированных фибробластов появились более крупные, SA-β-Gal–позитивные 

клетки. Их число постепенно увеличивалось и на третий день количество SA-β-Gal–

позитивных клеток достигало 60% (Рис. 18, Г, Д). Эмбриональные СК человека, пережившие 

сублетальный ТШ, продолжали пролиферировать, так же, как и интактные клетки. Никаких 

SA-β-Gal–позитивных клеток в прогретых чЭСК С910 обнаружено не было (Рис. 19). Таким 

образом, дифференцированные чЭСК, в отличие от недифференцированных, отвечают 

 
 

Рис. 19.  Сублетальный ТШ не изменяет морфологию и не усиливает активность  SA-β-

gal в чЭСК 

 
Единичные дифференцированные клетки, окрашенные в синий цвет в интактной и прогретой культуре, 

являются SA-β-gal-позитивными. Об.10х. 
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на сублетальное тепловое воздействие остановкой пролиферации и проявлением фенотипа 

SIPS.  

 

3.3. Свойства плюрипотентных чЭСК и их дифференцированных производных, 

переживших сублетальный ТШ 

 Результаты наших исследований показали, что плюрипотентные и 

дифференцированные клетки являются чувствительными к тепловому воздействию, но 

отвечают на сублетальный ТШ по-разному. Вне зависимости от того, какой механизм 

выбирают клетки для защиты от повреждений, на наш взгляд, весьма актуальной проблемой 

является судьба клеток, переживших сублетальное стрессовое воздействие. 

 

3.3.1. Свойства чЭСК С910, переживших сублетальный ТШ 

 Для того, чтобы проследить за судьбой чЭСК С910 после сублетального стресса, 

через 24 после ТШ клетки были пересеяны на свежий фидерный слой и культивировались 

при стандартных условиях. Выжившие клетки формировали колонии обычной морфологии и 

активно пролиферировали (Рис. 20). Колонии пассировались механически, как и исходные 

клетки. На 3—5 пассажах после прогрева мы проверили наличие маркеров 

плюрипотентности в чЭСК С910, переживших сублетальный ТШ. Рис. 21, А демонстрирует, 

что выжившие чЭСК С910 имеют типичную для ЭСК морфологию и экспрессируют 

стандартные маркеры плюрипотентности Oct4, SSEA4, ABCG2 и щелочную фосфатазу 

(alkaline phosphatase, AP). Для проверки их дифференцировочных свойств из клеток, 

переживших гипертермию, были получены  эмбриоидные тельца. Эмбриоидные тельца 

спонтанно дифференцировались в клетки трёх зародышевых листков (Рис. 21, Б). В наших 

экспериментах было продемонстрировано, что после сублетального ТШ, поврежденные 

чЭСК быстро элиминировались путем апоптоза, но выжившие клетки восстанавливали свои 

первоначальные свойства: морфологию, высокую пролиферативную активность и свойства 

плюрипотентности (экспрессию маркеров плюрипотентности, дифференцировку в три 

зародышевых листка). 

 

3.3.2. Дифференцированные производные чЭСК, пережившие сублетальный ТШ 

сохраняют свойства исходных клеток 

 Для того, чтобы проверить влияние сублетального теплового стресса на 

пролиферативную способность чЭСК-ДИФ, через 4 дня после прогрева клетки были 

перенесены на новые культуральные чашки. Прикрепившиеся к культуральному пластику 

клетки имели фибробластоподобную структуру, возобновляли пролиферацию и продолжали 
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делиться, как и непрогретые клетки. С увеличением числа удвоений, деление клеток 

замедлялось, появлялись уплощённые клетки увеличенного размера, экспрессирующие β-

галактозидазу, ассоциированную со старением. В конечном счёте, клетки переставали 

делиться и умирали. До достижения признаков репликативного старения пережившие 

 
 

Рис.20. Потомки чЭСК, пережившие сублетальный ТШ, сохраняют высокую 

пролиферативную активность 

 

 
 

 
 

 
Рис. 21. Выжившие после сублетального ТШ чЭСК сохраняют свойства 

плюрипотентности 

 
(А) Методом иммунофлюоресценции и при помощи окраски на щелочную фосфатазу (AP), было показано, что 

выжившие чЭСК экспрессируют маркеры плюрипотентности. (Б) чЭСК, пережившие сублетальный ТШ, могут 

дифференцироваться в производные трех зародышевых листков: эктодерму (IIIβ-тубулин), мезодерму 

(виментин, мышечный α-актинин) и энтодерму (α-фетопротеин). 
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сублетальный ТШ чЭСК-ДИФ, подобно интактным клеткам, проходили от 17 до 19 пассажей 

(30—35 удвоений популяции) (Рис. 22). Таким образом, чЭСК-ДИФ, пережившие 

сублетальный ТШ, сохраняют морфологическое сходство с непрогретыми клетками, имеют 

диплоидный кариотип и подвержены репликативному старению. 

 

 
 

 
Рис. 22. Дифференцированные фибробласты, пережившие сублетальный ТШ, 

сохраняют свойства исходных клеток 

 
(А) Репликативное старение потомков чЭСК-ДИФ. На 12 пассаже после прогрева появляются SA-β-Gal-

позитивные клетки с измененной морфологией. (Б) Потомки чЭСК-ДИФ, выжившие после сублетального ТШ, 

имеют диплоидный кариотип. 

 

 

3.4. Влияние ТШ на СК взрослого организма (эМСК) 

 Эмбриональные стволовые клетки и их дифференцированные производные по-

разному реагируют на тепловое воздействие. В связи с этим, на следующем этапе нашего 

исследования мы решили проанализировать особенности ответа на гипертермию взрослых 

стволовых клеток. 

 

3.4.1. Тепловой шок не индуцирует апоптоз в эМСК 

 Для исследования реакции эМСК на ТШ был выбран такой же режим прогрева, как и 

для чЭСК (45Сº 10 мин и 30 мин). Жизнеспособность эМСК клеток была исследована 

методом проточной цитофлюориметрии. При использовании комбинированной окраски 

йодистым пропидием (PI) и аннексином V (AnV) было показано, что увеличение 

температуры не влияет на жизнеспособность эМСК (Рис. 23, А). На рисунке видно, что при 

мягком и жестком нагреве, и последующем 4-х часовым восстановлением, количество 

жизнеспособных и апоптотических клеток не изменилось по сравнению с интактными 

клетками. Наличие апоптотических клеток так же было исследовано путём подсчета клеток с 

конденсированными или фрагментированными ядерами, окрашенными DAPI. Достоверных 

различий между прогретыми и контрольными клетками обнаружено не было (Рис. 23, Б). 
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Рис. 23. ТШ не индуцирует апоптоз в эМСК 

 
(А) Анализ апоптотической фракции клеток методом проточной цитофлюориметрии. Комбинированная 

окраска PI/AnV. (Б) Флюоресцентный анализ апоптотических клеток с фрагментированными или 

конденсированными ядрами, окрашенными DAPI.  
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3.4.2. ТШ индуцирует SIPS в эМСК 

 Мы не зарегистрировали снижения жизнеспособности эМСК ни при мягком, ни при 

сублетальном ТШ. Однако сублетальный ТШ приводит к остановке пролиферации и 

изменению морфологии эМСК. Количество клеток эМСК, прогретых при 45
o
C, 30 мин и 

возвращенных в нормальные условия, подсчитывалось в течение 72 часов. Кривые 

клеточного роста прогретых и непрогретых эМСК приведены на Рис. 24. Рисунок 

показывает, что при сублетальном ТШ количество клеток остаётся неизменным в течение 72 

часов, в то время как число клеток в непрогретой культуре за этот период увеличивается 

почти в два раза. Ингибирование пролиферативной активности эМСК было подтверждено 

при помощи окрашивания антителами против маркера пролиферации Ki67 (Рис. 24, Б). 

Через 72 часа после прогрева только некоторые клетки оставались Ki67-позитивными. 

Анализ клеточного цикла методом проточной цитофлюориметрии показал, что сублетальное 

тепловое воздействие останавливает прохождение клеток по фазам клеточного цикла, 

главным образом, в фазе G2/M (Рис. 24, В). Остановка клеточного цикла является одним из 

основных признаков преждевременного клеточного старения. Другими биомаркерами 

клеточного старения являются увеличение активности SA-β-Gal и усиление экспрессии белка 

р21, ингибитора циклин-зависимых киназ. Рис. 24, Г демонстрирует изменение морфологии 

эМСК после сублетального ТШ: клетки увеличиваются в размере, становятся более 

уплощенными и экспрессируют β-галактозидазу, связанную со старением. Через 3 дня после 

ТШ, количество SA-β-Gal-позитивных клеток увеличивается до 70% (Рис. 24, Д). 

Сублетальный ТШ усиливает экспрессию белка р21, одного из ингибиторов циклин-

зависимых киназ клеточного цикла и основного регулятора программы старения. Усиление 

экспрессии р21 в эМСК, показанное как на транскрипционном уровне методом ОТ-ПЦР 

(Рис. 24, Д), так и на уровне трансляции методом иммуноблоттинга (Рис. 24, Е), было 

зарегистрировано уже через 4 часа после сублетального ТШ. Активность р21 продолжала 

постепенно возрастать, и через 72 часа увеличилась в 3 раза. 

 

3.4.3. Экспрессия белков теплового шока в эМСК 

Чтобы проанализировать индукцию и накопление HSP, мы использовали методы ОТ-

ПЦР, иммуноблоттинга и иммунофлюоресценции (Рис. 25). Методом ОТ-ПЦР (Рис. 25, А) 

было показано, что в эМСК ТШ вызывает индукцию нескольких Hsp генов (Hsp27, Hsp70, 

Hsc70, Hsp90). Наибольшее усиление экспрессии в (4—5 раз) было зафиксировано для 

Hsp70. Через 24 часа экспрессия всех генов вернулась к базальному уровню, за исключением 

Hsp27, экспрессия которого была незначительно увеличена, по крайней мере, в течение 72 

часов. Иммунофлюоресцентный анализ Hsp70 (Рис. 25, В) показал, что и мягкий (45 
o
C, 10 
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мин) и сублетальный (45 
o
C, 30 мин) ТШ индуцирует экспрессию Hsp70 в эМСК, при этом 

Hsp70, как и во многих других типах клеток, транслоцируется из цитоплазмы в ядро. 

 
Рис. 24. Сублетальный ТШ индуцирует SIPS в эМСК 

 
(А) Кривая роста прогретых и непрогретых клеток. (Б) Анализ пролиферативного статуса культуры методом 

иммунофлюоресценции. Окраска антителами против Ki67. Масштабная линейка 50 мкм. (В) Анализ 

распределения клеток по фазам клеточного цикла с помощью проточной цитофлюориметрии. (Г) Детекция SA-

β-X-gal-позитивных клеток. Об. 20х. (Д) Количественная оценка SA-β-X-gal-позитивных клеток в прогретой и 

непрогретой культуре. Е, Ж – анализ экспрессии р21,ингибитора циклин-зависимых киназ, методами ОТ-ПЦР 

и иммунофлюоресценции. 
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Рис. 25. Индукция и накопление HSP в эМСК после теплового воздействия 
 

(А) Анализ экспрессии Hsp методом ОТ-ПЦР. (В) Индукция и накопление Hsp, детектированная при помощи 

иммуноблоттинга. ∆fold – изменение экспрессии относительно контроля (данные денситометрии). (С) 

Иммуноцитохимический анализ эМСК, подвергшихся ТШ. Масштабная линейка 50 мкм. 
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При помощи метода иммуноблоттинга было показано незначительное усиление экспрессии 

Hsс70, в то время как индукция Hsp70 возрастала в несколько раз, как при мягком, так и при 

сублетальном тепловом воздействии (Рис. 25, Б). Хотя экспрессия мРНК Hsp70 эМСК, 

подвергшихся сублетальному ТШ, возвратился к базальному уровню уже через 24 часа, 

уровень Hsp70 оставался повышенным в течение 72 часов после прогрева. Похожую картину 

мы наблюдали при действии на эМСК сублетальной дозы Н2О2. В наших экспериментах 

экспресиия Hsp70 оставалась высокой в течение 72 ч после сублетального ТШ. 

Действительно ли процесс старения сопровождается повышенной экспрессией Hsp70, или 

накопление Hsp70 происходит в клетках, сохранивших способность пролиферировать, 

остается непонятным и требует дальнейших исследований.  

 

3.4.4. Свойства эМСК, переживших сублетальное воздействие температуры 

Вопрос о сохранении исходных свойств СК, переживших сублетальный стресс, 

практически не изучен. Чтобы проследить за судьбой эМСК, переживших сублетальный ТШ, 

через 4 дня после прогрева клетки были перенесены на новые культуральные чашки в 

свежеприготовленной стандартной среде. Прикрепившиеся клетки сохранили морфологию 

исходных клеток и возобновили пролиферацию. Рис. 26 показывает, что на 3 пассаже после 

прогрева выжившие после ТШ эМСК сохраняли нормальный диплоидный кариотип и 

морфологически не отличались от родительских клеток. При длительном культивировании,  

восстановившиеся после сублетального стресса эМСК, подвергались репликативному 

старению. С увеличением числа удвоений, клетки морфологически изменялись 

(увеличивались в размере и уплощались), их пролиферация замедлялась, появлялось 

значительное число клеток с позитивной экспрессией β–галактозидазы, связанной со 

старением (Рис. 26, А, Б). Выжившие после теплового воздействия эМСК, экспрессировали 

поверхностные CD маркеры мезенхимных клеток  (Рис. 27, А) и сохраняли высокую 

дифференцировочную пластичность. Они были способны дифференцироваться в адипоциты, 

остеобласты (производные мезодермы) (Рис. 27, В, Г) и трансдифференцироваться в 

нейроноподобные клетки (эктодермальное направление) (Рис. 27, Д).  
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Рис. 26. Характеристика эМСК, переживших сублетальный ТШ 

 
(А) Репликативное старение эМСК. (Б) Репликативное старение эМСК, переживших сублетальный ТШ, 

детектировалось наличием SA-β-X-gal позитивных с измененной морфологией. Об. 20х. (В) Кариотип эМСК, 

выживших после сублетального ТШ (2n=46). 
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Рис. 27. Пластичность потомков эМСК, переживших сублетальный ТШ 

 
(А) Анализ эМСК-специфичных поверхностных маркеров методом проточной цитофлюориметрии. (Б) 

Потомки эМСК без индукторов дифференцировки. Ядра подкрашены гематоксилином. (В) Адипогенная 

дифференцировка потомков эМСК. Окраска жировых включений красителем Oil Red. Ядра подкрашены 

гематоксилином. Об. 20х. (Г) Остеогенная дифференцировка потомков эМСК. Окраска минеральных 

компонентов матрикса красителем Alizarin Red. Об. 20х. (Д) Нейральная дифференцировка потомков эМСК. 

Масштабная линейка при окраске антителами против III β-TUB и NF-H 25 мкм, NEUN 10 мкм. 
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ОБСУЖДЕНИЕ 

Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) и стволовые клетки взрослого организма 

являются хорошей экспериментальной моделью для фундаментальных исследований в 

области клеточной биологии, фармакологии и регенерационной медицины.  

На ранней стадии эмбрионального развития клетки являются плюрипотентными и 

обеспечивают развитие всего клеточного разнообразия взрослого организма. Они должны 

иметь надёжный механизм для поддержания целостности генома, так как ошибки могут быть 

унаследованы клетками развивающегося организма. Плюрипотентные стволовые клетки 

получают из внутриклеточной массы бластоцисты на ранней стадии эмбрионального 

развития (ЭСК) или путем перепрограммирования соматических клеток (индуцированные 

плюрипотентные стволовые клетки, induced pluripotent stem cells, iPSCs). ЭСК являются 

иммортальными клетками, способными к неограниченной пролиферации. Показано, что в 

условиях in vitro ЭСК могут самообновляться, поддерживать свойства плюрипотентности и 

дифференцироваться практически в любые типы соматических клеток (Odorico et al., 2001; 

Schuldiner and Benvenisty, 2003).  

В процессе эмбриогенеза плюрипотентные клетки могут подвергаться воздействию 

различных стрессовых факторов. Экзогенные источники повреждений ДНК,  

ультрафиолетовое и ионизирующее излучения, химическое воздействие, могут прямо или 

косвенно приводить к повреждению ДНК. Эндогенные факторы, например, активные формы 

кислорода (АФК), вызывают повреждения ДНК путем окислительной модификации 

оснований ДНК или спонтанного гидролиза нуклеозидов. Для поддержания генетической 

стабильности эти клетки должны иметь хорошо отлаженные механизмы, обеспечивающие 

репарацию ДНК. Действительно, ЭСК более эффективно репарируют одно и двунитевые 

разрывы ДНК при воздействии H2O2, УФ- и γ-излучения (Maynard et al., 2008; Chen et al., 

2006) и более устойчивы, чем дифференцированные клетки, к индукции хромосомных 

аберраций, при действии митомицина С (Vinoth et al., 2008). Имеются данные, что базальный 

уровень белков, участвующих в эксцизионной репарации BER (base excision repair) ДНК, 

отвечающей за коррекцию химически модифицированных оснований ДНК и репарацию 

однонитевых разрывов (SSBs), значительно выше в мышиных ЭСК (мЭСК), чем в мышиных 

эмбриональных фибробластах (Tichy et al., 2011). В чЭСК BER репарация однонитевых 

разрывов происходит лучше и быстрее, чем в дифференцированных клетках (Luo et al., 

2012). Для поддержания целостности генома мЭСК важную роль играет  мисмэтч-репарация 

(MMR), которая устраняет ошибки в азотистых основаниях дочерней цепи  ДНК во время 

репликации (Tichy et al., 2011). ЭСК более эффективно, чем дифференцированные клетки 

восстанавливают двунитевые разрывы ДНК (DSBs), которые считаются наиболее опасной 
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формой повреждения ДНК (Nagaria et al., 2013). Чтобы восстановить DSBs, клетки 

используют два основных пути: гомологичную рекомбинацию (HR, homologous 

recombination) и негомологичное воссоединение концов (NHEJ, non-homologous end joining). 

Существует мнение, что в отличие от дифференцированных клеток, HR является 

преобладающим способом репарации DSBs как в чЭСК, так и в мЭСК, (Adams et al., 2010a; 

Tichy et al., 2010). чЭСК также способны выполнять эффективную NHEJ, которая не зависит 

от канонических белков NHEJ, ДНК-РКС (ДНК зависимой протеинкиназы С) и ATM (ataxia-

telangiectasia mutated), но в значительной степени зависит от XRCC4 (X-ray repair cross-

complementing protein 4), который в комплексе с ДНК-лигазой IV катализирует 

окончательный этап NHEJ (Adams et al., 2010b). Показано, что чЭСК имеют высокую 

экспрессию генов обоих путей репарации DSBs (Maynard et al., 2008; Fan et al., 2011). Наряду 

с хорошо отлаженным механизмом работы репарационной системы, ЭСК имеют надежный 

механизм защиты от стресса. 

ЭСК обладают эффективной репарационной и стрессозащитной системой, но если 

восстановление ДНК невозможно, поврежденные плюрипотентные клетки быстро удаляются 

из популяции или подвергаются дифференцировке (Qin et al., 2007; Stambrook et al. 2010). 

Элиминация аберрантных плюрипотентных клеток – еще один способ предотвращения 

наследования геномных повреждений. Поврежденные чЭСК элиминируются апоптозом при 

воздействии ДНК-повреждающих агентов: этопозида, ингибитора топоизомеразы II, 

(Grandela et al., 2008; Velichko et al., 2011), УФ-лучей (Luo, 2012), γ-радиации (Filion et al., 

2009). Для чЭСК характерны более высокая митохондриальная готовность и более низкий 

апоптотический порог, чем для дифференцированных клеток (Liu et al., 2013). Этот факт 

объясняется тем, что в плюрипотентных клетках баланс белков, участвующих в апоптозе, 

сдвинут в сторону проапоптотических белков, некоторые из которых, например, Bax 

активны в интактных клетках, но сохраняются в аппарате Гольджи, для предотвращения 

преждевременного апоптоза. При воздействии стресса, Bax быстро транслоцируется в 

митохондрии и способствует запуску апоптотической программы (Dumitru et al., 2012). 

Для изучения реакции эмбриональных стволовых клеток на температурное 

воздействие, в настоящей работе была использована линия чЭСК, полученная в нашей 

лаборатории. Линия чЭСК обладает типичной для ЭСК морфологией и способна 

размножаться в культуре в течение длительного времени. Клетки полученной нами линии 

экспрессируют маркеры плюрипотентности Oct-4, Nanog, SSEA-4, Rex1, имеют высокую 

активность щелочной фосфатазы и могут дифференцироваться в клетки трёх зародышевых 

листков – эктодерму, мезодерму и эндодерму (Кожухарова и др. 2009). В результате наших 

исследований было выявлено, что чЭСК, нагретые при 45 °C в течение 10 минут,  остаются 
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жизнеспособными (мягкий ТШ). При воздействии той же температуры, но в течение 30 

минут (жёсткий ТШ), число жизнеспособных чЭСК уменьшалась до 57.5%. Таким образом, 

ТШ (45
o
C, 30 мин), является сублетальным для плюрипотентных клеток, и более 40% чЭСК 

погибают в результате апоптоза. Необходимо отметить, что чЭСК, не подвергшиеся ТШ, 

имели относительно высокое число аннексинV–положительных клеток и клеток с 

фрагментированными ядрами (около 10%). Многие исследователи отмечают, что высокий 

уровень спонтанного апоптоза – типичное явление для  чЭСК (Qin et al. 2007). Так как 

каспазы (цистеиновые протеазы) обычно вовлечены в регуляцию и реализацию 

апоптотической программы, мы исследовали экспрессию каспазы-3 в интактных и прогретых 

недифференцированных и дифференцированных клетках. Было обнаружено, что интактные 

чЭСК имеют достаточно высокий уровень экспрессии каспазы-3, который после нагрева 

усиливается. Хотя гипертермия вызывает апоптоз во многих типах клеток, мы впервые 

показали, что тепловой шок, как и другие факторы стресса, индуцирует его в чЭСК.  

В процессе дифференцировки происходит снижение экспрессии большинства генов, 

вовлеченных в работу стрессозащитного механизма клеток (Saretzki  et al. 2008; Armstrong et 

al. 2010). В их число входят гены, ответственные за экспрессию белков из семейства белков 

теплового шока (HSP). Одним из аргументов в пользу более высокой стрессоустойчивости 

ЭСК, являлась пониженная экспрессия HSPA1B (Hsp70), индуцибельной изоформы HSP70, в 

дифференцированных клетках (Saretzki et al., 2004; Prinsloo et al., 2009). Экспрессия HSP 

усиливается при воздействии различных стрессовых факторов, одним из которых является 

гипертермия. Клеточный ответ на повышенную температуру является функцией 

температуры и времени. Принято считать, что повышенный уровень Hsp70, как правило, 

коррелирует с устойчивостью клеток к гипертермии. Если это так, и принимая во внимание, 

что белки теплового шока имеют решающее значение для защиты клеток от повреждения, 

можно было предположить, что чЭСК будут более устойчивы к гипертермии, чем их 

дифференцированное потомство. В отличие от предыдущих сообщений о снижении 

экспрессии Hsp70 в процессе дифференцировки, в наших экспериментах уровень Hsp70 в 

дифференцированных потомках чЭСК был выше, чем в недифференцированных клетках. 

Это хорошо согласуется с данными об увеличении экспрессии фактора ТШ (HSF1) при 

формировании эмбриоидных телец (Byun et al., 2013). Усиление экспрессии Hsp70 

наблюдалось также в ЭСК, индуцированых к дифференцировке ингибитором 

гистондеацетилазы (Park et al., 2011). В результате наших исследований мы обнаружили, что 

на мембране интактных чЭСК, но не их дифференцированных производных, 

экспрессируется конститутивная форма Hsp70 (Hsс70). Эксперимент был проведён на живых 

клетках. Эти наблюдения согласуются с ранее полученными данными (Son  et al., 2005). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qin%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17179143
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A6%D0%B8%D1%81%D1%82%D0%B5%D0%B8%D0%BD
http://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%9F%D1%80%D0%BE%D1%82%D0%B5%D0%B0%D0%B7%D1%8B
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Было даже предложено рассматривать Hsс70 (HSPA8) в качестве поверхностного клеточного 

маркера недифференцированных чЭСК. Биологическое значение экспрессии HSP70 на 

поверхности плюрипотентных клеток не ясно. Можно предположить, что это играет важную 

роль в раннем развитии эмбрионов млекопитающих. Предположение основано на 

экспериментах по усилению апоптоза и снижению количества эмбрионов при достижении 

стадии бластоцисты, если антитела к HSP70 присутствовали в культуральной среде для 

развития эмбрионов крупного рогатого скота (Matwee et al., 2001). Высокий уровень антител 

к HSP70 на ранней стадии беременности, коррелирует с повышением дефектов при 

рождении (Child et al., 2006). Есть множество сообщений об экспрессии HSP70 на 

поверхности раковых клеток. Появление HSP70 на поверхности чЭСК можно рассматривать 

как одну из общих особенностей плюрипотентных и раковых клеток. Тем не менее, 

опухолевые клетки экспрессируют на своей поверхности индуцибельную, а не 

конститутивную изоформу Hsp70 (Lasunskaia et al., 2010).   

В качестве дифференцированных производных ЭСК мы использовали 

фибробластоподобные клетки, имеющие свойства нормальных фибробластов человека. 

Фибробластоподобные дифференцированные производные чЭСК были диплоидными и при 

длительном культивировании подвергались репликативному старению (RS). Фибробласты 

человека в нормальной культуре имеют ограниченное число удвоений (предел Хейфлика). 

При RS происходит необратимая остановка клеточного цикла, связанная с 

дисфункцией теломер.  Старение клеток характеризуется определенными признаками: ги-

пертрофия, усиление β-галактозидазной активности, активация сигнальных путей, которые 

индуцируют и поддерживают состояние старения (индукция ингибиторов циклин-зависимых 

киназ р16 и р21), появление характерного типа факультативного гетерохроматина, 

ассоциированного со старением, секреция определенных воспалительных цитокинов. У 

стареющих клеток подавление пролиферации связано с блоком клеточного цикла, 

приводящим к изменению активности циклин-киназных комплексов. Предположительно 

именно блок клеточного цикла является основой переключения на программу старения 

(Blagosklonny, 2012; de Magalhães and Faragher, 2008). Явление, при котором происходит 

необратимая остановка пролиферации, быстро приводящая к клеточному старению, 

называют стресс-индуцированным преждевременным старением (SIPS). Морфологические 

признаки SIPS такие же, как и при репликативном старении, хотя действие некоторых 

стрессовых факторов, вызывающих SIPS, не связано с дисфункцией теломер. В наших 

экспериментах дифференцированные чЭСК клетки  после сублетального теплового стресса 

проявляли морфологические признаки SIPS: прекращение пролиферации, изменение 

http://molehr.oxfordjournals.org/search?author1=Christie+Matwee&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Lasunskaia%20EB%22%5BAuthor%5D
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клеточной морфологии. При сублетальном тепловом воздействии число увеличенных, 

распластанных и SA-β-Gal-позитивных клеток в культуре возросло до 60 %. 

Таким образом, сублетальный ТШ индуцирует апоптоз в ЭСК и преждевременное 

старение их фибробластоподобных производных. Хотя ТШ вызвает апоптоз в различных 

клетках, мы не нашли в литературе никаких сведений о тепло-индуцированном 

преждевременном старении клеток. Тем не менее, документально подтверждено, что 

шапероны, Hsp70 в частности, принимают участие как в апоптозе, так  и в процессе 

клеточного старения (Sõti et al., 2003). Индукция Hsp70 изменяется в фибробластах человека 

во время их репликативного старения (Gutsmann-Conrad et al., 1998). Его истощение может 

вызвать старение в раковых клетках (Sherman, 2010). Мутантные клетки СНО-К1, в которых 

экспрессия Hsp70 была снижена, подверглись быстрому старению при воздействии высокой 

концентрации NaCl (Dmitrieva et al., 2009). В результате наших исследований было 

выявлено, что тепловой шок, резко изменял уровень Hsp70 и слегка затрагивал экспрессию  

Hsc70 как в ЭСК, так и в их дифференцированных производных. Мягкий тепловой шок 

увеличивал уровень Hsp70 в обоих типах клеток. В условиях жесткого теплового шока 

уровень Hsp70 уменьшался в чЭСК и продолжал расти в дифференцированных клетках. В 

настоящий момент трудно сказать, является ли различие в экспрессии и накоплении Hsp70 и 

различная реакция чЭСК и их дифференцированных производных на сублетальный ТШ 

(апоптоз и SIPS соответственно) причинно связанными между собой событиями. Весьма 

вероятно, что поврежденные плюрипотентные клетки не в состоянии восстановиться и 

обречены на смерть путем апоптоза. Это выгодно для эмбриогенеза; SIPS плюрипотентных 

клеток будет катастрофой для развития эмбриона. Клетки с нерепарируемыми поломками, 

появившиеся при стрессовом воздействии, подвергаются либо апоптозу, либо 

преждевременному старению (Chen and Goligorsky, 2006). Как клетки осуществляют выбор 

между этими путями, не ясно. Однако, для поврежденных плюрипотентных клеток SIPS, 

вероятно, является запрещенным путем. 

В своей работе мы использовали фибробластоподобные клетки, полученные из ЭСК, 

как дифференцированные производные плюрипотентных клеток, но в последние годы 

появилось большое число публикаций, описывающие фибробласты как мультипотентные 

клетки. Так, дермальные фибробласты по своему дифференцировочному и 

пролиферативному потенциалу сходны  с МСК костного мозга (Toma et al., 2005; Chen et al., 

2007; Lorenz et al., 2008; Vaculik et al., 2012). Была идентифицирована и описана популяция 

так называемых «клеток-предшественников из кожи» (SKPs, skin-derived progenitor cells)  

(Toma et al., 2001; Toma et al., 2005). Эти клетки были выделены из ниши дермального 

сосочка волосяного фолликула млекопитающих. SKPs способны в течение длительного 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gutsmann-Conrad%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9637782
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времени пролиферировать в культуре, экспрессируют нестин, фибронектин, виментин и 

соответствуют МСК по способности дифференцироваться в мезодермальном и нейральном 

направлениях. Популяция клеток со свойствами SKPs была выделена из неонатальной 

крайней плоти человека (Toma et al., 2005; Lorenz et al., 2008), а также из кожи человека 

среднего и пожилого возраста (Fernandes et al., 2008). По мнению авторов, SKPs 

представляют собой новый тип мультипотентных клеток взрослого организма с 

разнонаправленной дифференцировкой. Предполагают, что эти клетки находятся в 

состоянии покоя до момента повреждения ткани. Имеются данные, SKPs как in vitro, так и in 

vivo дифференцируются не только в мезодермальном и нейральном  направлениях. Они 

могут дифференцироваться в клетки гладкой мускулатуры и периваскулоциты (Lavoie et al., 

2009). По мнению исследователей, свойства SKPs аналогичны свойствам мультипотентных 

клеток нейрального гребня, и их можно выделить как на стадии эмбриогенеза, так и на 

стадии взрослого организма. Предполагается, что SKPs представляют собой эмбриональные 

эндогенные клетки-предшественники, мигрирующие в ткани организма во время развития, и 

сохраняющие свою мультипотентность во взрослом организме (Gago et al., 2009). Помимо 

SKPs в дерме крайней плоти были идентифицированы другие клеточные популяции 

мультипотентных клеток. Одна из них была названа дермальными мультипотентными 

мезенхимными стволовыми клетками (dermal multipotential mesenchymal stem cells, dermal 

MSCs) и была способна к дифференцировке в адипоциты, остеоциты и миоциты  (Bartsch et 

al., 2005). Chen с соавт. в дерме ювенильной крайней плоти обнаружили еще одну 

популяцию клеток, которую назвали мультипотентными дермальными фибробластами 

(MDFs), отличную от SKPs (Chen et al., 2007). С помощью клонального анализа было 

показано, что MDFs составляют приблизительно 0,3 % от общей популяции фибробластов 

дермы крайней плоти человека. В противоположность SKPs, обнаруженная исследователями 

популяция клеток продуцировала виментин и не экспрессировала нестин, а также, помимо 

эктодермальной и мезодермальной, была способна к энтодермальной дифференцировке в 

частности, в гепатоциты и клетки поджелудочной железы, вырабатывающие инсулин, 

глюкагон и соматостатин (Bi et al., 2010). Практически одновременно с предыдущими 

исследователями в клетках крайней плоти новорожденных были идентифицированы 

«фибробластподобные мезенхимные стволовые клетки» (FMSCc) (Lorenz et al., 2008), 

которые экспрессируют виментин, фибронектин, коллаген I типа и в небольшом количестве 

нестин и мышечный актин. Общий антигенный профиль этих клеток сходен с ММСК 

костного мозга и жировой ткани. FMSCc обладают остеогенным и адипогенным 

дифференцировочным потенциалом. При повреждениях кожи клетки этой популяции 

способны дифференцироваться в миофибробласты. 



93 
 

Многочисленные исследования показывают, что фибробласты человека могут 

конкурировать с мезенхимными стволовыми клетками по уровню пластичности (Vishnubalaji 

et al., 2012). Можно предположить, что реакция мезенхимных стволовых клеток взрослого 

организма на сублетальные стрессовые воздействия будет похожа на реакцию 

фибробластоподобных клеток. Для подтверждения данного предположения, мы решили 

проверить реакцию СК взрослого организма на тепловой шок.  

Большинство, если не все, ткани взрослого организма, содержат стволовые клетки, 

названные стволовыми клетками взрослого организма (da Silva Meirelles et al., 2006; Bianco et 

al., 2008; Paul et al., 2012). В отличие от плюрипотентных стволовых клеток, СК взрослого 

организма мультипотентны, т.е. способны дифференцироваться в несколько, но не все типы 

клеток (Ramkisoensing et al., 2011). Тем не менее, в этих клетках заключаются большие 

перспективы, как для биомедицинских исследований, так и для клеточной терапии (Salem 

and Thiemermann, 2010). Очевидным преимуществом СК взрослого организма является 

отсутствие этических и законодательных проблем при их получении, генетическая 

стабильность, отсутствие туморогенности и возможность аутотрансплантации клеточных 

продуктов, полученных на их основе, что полностью решает иммунологические вопросы, 

которые всегда сопровождают терапию стволовыми клетками. Большинство СК, 

предназначенных для регенеративной терапии, получены из мезенхимных тканей. 

Основными источниками мезенхимных стволовых клеток (МСК) являются клетки костного 

мозга. Помимо костного мозга распространенными источниками для выделения МСК 

являются жировая ткань (Parker and Katz, 2006) и пуповинная кровь (Bieback and Kltiter, 

2007). Комплексное изучение свойств МСК из различных источников показало, что они 

могут иметь некоторые отличия, но по морфологии и профилю экспрессии поверхностных 

маркеров совпадают со свойствами МСК костного мозга (Dominici et al., 2006; Dmitrieva et 

al., 2012).  

В нашем исследовании мы использовали МСК,  изолированные из десквамированного 

эндометрия менструальной крови (Земелько и др., 2011). Эти клетки проявляют все свойства 

МСК, полученных из других источников и являются перспективной альтернативой широко 

используемых MСК костного мозга (Allickson and Xiang, 2012). Они могут самообновляться, 

экспрессируют маркеры мезенхимных клеток CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 и не 

экспрессируют маркеры гемопоэтических клеток CD34, CD45. МСК эндометрия (эМСК) 

способны к дифференцировке в остеобласты, хондробласты, адипоциты при 

соответствующих условиях in vitro (Земелько и др., 2011). Преимуществом эМСК является 

доступность, безболезненный и неинвазивный способ их изоляции. 
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Ответ стволовых клеток на неблагоприятные воздействия является необходимым 

условием для восстановления тканей и находится в стадии активного исследования 

(Cmielova et al. 2012). Для того чтобы выполнить задачу восстановления  ткани, стволовые 

клетки должны оставаться неповрежденными при неблагоприятных условиях. Клетки, могут 

по-разному реагировать на воздействие стресса: (дифференцировка, преждевременное 

старение, апоптоз или некроз). Выбор зависит от типа клеток и силы стресса. Мягкий стресс 

может улучшить дифференцировку стволовых клеток (Stolberg and McCloskey 2009; Hronik-

Tupaj et al., 2011). Результатом летального стресса является некроз. Сублетальные дозы 

различных стрессорных факторов приводят к апоптозу или старению (SIPS).  

Температура является важным экологическим и лечебным фактором. Тем не менее, 

реакция МСК человека на ТШ изучена недостаточно. Было показано, что легкий тепловой 

стресс способствовал дифференцировке миобластов (Yamaguchi et al., 2010) и остеогенезу 

МСК из костного мозга (Shui and Scutt, 2001; Chen et al., 2013). Жесткий тепловой шок, 

происходящий при ортопедических процедурах в культивируемых клетках остеобластов, 

индуцирует апоптоз и некроз (Li et al., 1999; Dolan et al., 2012). Сообщалось, что при 

повышенной температуре, стволовые клетки гетерогенной популяции клеток зубного 

фолликула человека могут размножаться и дифференцироваться быстрее, чем не стволовые 

клетки (Yao et al., 2011; Rezai Rad et al., 2013).  

ТШ обычно рассматривается как индуктор апоптоза или некроза. С другой стороны, 

обычной реакцией стволовых клеток взрослого организма на различные стрессорные 

воздействия является стресс-индуцированное преждевременное старение (SIPS) (Toussaint et 

al., 2000; Brandl et al., 2011a, 2011b; Cmielova et al., 2012; Ko et al., 2012). Перечень факторов 

вызывающих SIPS, который постоянно растет, включает окислительный стресс, H2O2, трет-

бутилгидропероксид, этанол, ионизирующих излучений, митомицин С (Toussaint et al., 2000). 

Однако, мы не нашли указаний на то, что ТШ также является триггером SIPS. Для 

исследования реакции МСК человека на ТШ, была выбрана температура, которая являлась 

сублетальной для плюрипотентных чЭСК (45 
o
C, 30 мин). При воздействии повышенной 

температуры, культивируемые МСК, проявляли признаки стресс-индуцированного старения. 

Клетки  останавливались в фазе G2/M, изменяли морфологию, проявляли связанную со 

старением активность β-галактозидазы (SA-β-гал) и повышенную экспрессию белка р21, 

ингибитора циклин-зависимых киназ из семейства Cip/Kip. Повышение экспрессии p21 

вызывает остановку клеточного цикла в поздней G1-фазе, что обусловливается связыванием 

им комплексов циклин E/Cdk2 и подавлением их способности фосфорилировать белки 

семейства рRb и высвобождать транскрипционный фактор E2F (Копнин, 2000; Hill et al., 

2008), а также в S и G2/M фазах клеточного цикла (Ogryzko et al., 1997; Niculescu et al., 1998). 
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Это происходит как за счет ингибирования циклиновых комплексов, ответственных за 

прохождение фазы синтеза ДНК и подготовки клеток к митотическому делению, так и за 

счет косвенного регулирования генов, участвующих в контроле клеточного цикла (Ferrándiz 

et al., 2012). Транскрипционная активация гена р21, приводящая к необратимой остановке 

клеточного цикла и SIPS в ответ на повреждение ДНК, опосредована преимущественно р53 

(Herbig and Sedivy, 2006), но может проходить и по р53-независимому пути (Macip et al., 

2002). 

Ответ на тепловой шок является одним из наиболее консервативных клеточных ответов 

на стресс. Он характеризуется транскрипцией и накоплением белков теплового шока (Hsp). 

Hsp, как правило, экспрессируются в ответ на различные экологические стрессовые 

воздействия. Среди них ТШ, оксидативный стресс, воздействие токсических веществ и др. 

Hsp защищают клетки за счет своей  шаперонной функции. Существует широкий спектр 

литературы по структуре и свойствам Hsp, их функции в нормальных и поврежденных 

клетках, молекулярные механизмы экспрессии Hsp в ответ на стресс. В данной работе мы 

изучали экспрессию HSP в MSC человека, подвергшиеся  SIPS в ответ на ТШ. Было 

обнаружено, что гипертермия увеличивала экспрессию генов Hsp27, Hsp70, Hsp90 Hsc70, 

которая вернулась к исходному уровню через 24 ч после восстановления клеток, за 

исключением гена Hsp27, экспрессия которого была незначительно увеличена, по крайней 

мере, в течение 72 часов. На уровне белка мы анализировали изменения уровня и 

локализации индуцированной формы основного белка теплового шока, Hsp70. Клетки 

проявляли типичный ответ на ТШ: значительное повышение уровня Hsp70 и его 

транслокация в ядро. Повышенный уровень белка Hsp70 в МСК, индуцированных 

сублетальным ТШ, по-видимому, регулируется на посттрансляционном уровне. Хотя 

уровень экспрессии мРНК Hsp70 эМСК, подвергшихся сублетальному ТШ, возвратился к 

базальному уровню уже через 24 часа, уровень Hsp70 оставался повышенным в течение 72 

часов после прогрева. Похожую картину мы наблюдали при действии на эМСК сублетальной 

дозы Н2О2. 

Основной функцией Hsp70 является защита клеток от повреждений, вызываемых 

различными факторами стресса. Чем выше содержание Hsp70 в клетках, тем выше их 

жизнеспособность в условиях стресса. Стресс-чувствительные клетки должны иметь 

небольшое количество Hsp70. Действительно, содержание Hsp70 в апоптозных клетках 

ниже, чем в интактных (Samali et al., 1999; Lasunskaia et al., 2010). С этой точки зрения, 

клетки, подвергшиеся SIPS, могут иметь низкий уровень Hsp70. Тем не менее, в наших 

экспериментах MSC, индуцированные гипертермией к преждевременному старению, имеют 

повышенное содержанием Hsp70. Известно, что белки семейства HSP участвуют в процессе 
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старения. Повышенный уровень Hsp27 в стволовых клетках пуповины человека задерживал 

их старение (Liu et al., 2010), а ингибирование Hsp90 (Restall and Lorimer, 2010) или 

выключение Hsp70 (Sherman, 2010) в опухолевых клетках индуцировало  их 

преждевременное старение. С другой стороны, эктопическая сверхэкспрессия Hsp27 

вызывала ускоренный рост и старение артериальных клеток эндотелия быка (Piotrowicz et al., 

1995). Иммортальные мышиные клетки линии NIH 3T3 подвергались клеточному старению 

при трансфекции цитозольным морталином, членом семейства HSP70 (Wadhwa et al., 1993). 

В стареющих клетках понижается транскрипционная активность фактора теплового шока 

HSF1 (Liu et al., 1991; Lee et al., 2009) и ответ на стрессорные воздействия с возрастом 

ослабевает (Kim et al., 2012),  но базальный уровень  Hsp у стареющих животных может 

оставаться увеличенным (Maiello M. et al., 1997). Базальный уровень как  конститутивного 

Hsc70, так и стресс-индуцибельных Hsp70 и Hsp27 увеличивается во время клеточного 

старения фибробластов кожи человека в отсутствии ТШ (Fonager J. et al. 2002). Экспрессия 

членов семейства HSP70 в некоторых отделах головного мозга крыс увеличивается с 

возрастом, и, по мнению авторов, может играть важную роль в подавлении денатурации 

белка стареющих клеток (Unno K. et al. 2000). Однако при длительном культивировании 

МСК было зарегистрировано снижение базальных уровней Hsp27, Hsp70 и Hsp90 (Stolzing et 

al., 2008). Повышенная экспрессия Hsp70, индуцированная в фибробластах человека 

субтоксическими дозами солей тяжелых металлов, которые являются потенциальными 

индукторами SIPS, сохранялась до 7 дней (Strub et al., 2008). С другой стороны, уровень 

Hsp70 в фибробластах человека с фенотипом преждевременного старения, индуцированного 

окислительным стрессом, заметно не изменился, хотя экспрессия Hsp27 оставалась высокой 

в течение 5 дней после воздействия (Chen et al., 2004). В наших экспериментах экспрессия 

Hsp70 оставалась высокой в течение 72 ч после сублетального ТШ. Сопровождается ли 

процесс старения повышенной экспрессией Hsp70 или накопление Hsp70 происходит в 

клетках, сохранивших способность пролиферировать, остается не понятным и требует 

дальнейших исследований. 

Интересно, SIPS, скорее чем апоптоз, является одной из основных реакций стволовых 

клеток взрослого человека на воздействие сублетальной дозы различных стрессорных 

факторов: перекись водорода (Orciani et al., 2010; Brandl et al., 2011a, b), ионизирующее 

излучение (Suzuki and Boothman, 2008), гамма-излучение (Cmielova et al., 2012), 

доксорубицин (Spallarossa et al., 2010), фактор некроза опухоли-альфа (Zhang et al., 2009). По 

мнению многих исследователей, SIPS является важным механизмом, предотвращающим 

пролиферацию клеток, которые находятся под угрозой злокачественной трансформации. 

Однако в последнее время стало очевидно, что SIPS влечет за собой больше, чем просто 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Suzuki%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18219184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boothman%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18219184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boothman%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18219184
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подавление роста клеток (Rodier and Campisi, 2011). Клетки, подвергшиеся SIPS, необратимо 

утрачивают способность к пролиферации, однако, остаются метаболически активными, что 

может быть полезным для окружающих клеток. Например, фибробласты после воздействия 

радиации или обработанные митомицином С, широко используются как фидерные клетки 

для размножения эмбриональных стволовых клеток. Было показано, что при 

индуцированном старении сателитные клетки печени за счет усиления секреции во 

внеклеточный матрикс деградирующих ферментов, ограничивают степень фиброза печени, 

после повреждения печени in vivo (Krizhanovsky et al., 2008). Старение миофибробластов 

рассматривается как запрограммированная реакция заживления раны, которое 

функционирует как самоограничительный механизм при фиброгенезе (Jun and Lau, 2010).  

Эмбриональные и взрослые стволовые клетки чувствительны к сублетальным 

стрессовым воздействиям, но механизм ответа на стресс у них различается. Каковы бы ни 

были механизмы, используемые ЭСК и МСК для защиты от повреждений, основной 

проблемой является судьба выживших клеток: изменились ли их исходные свойства или нет. 

Многочисленные исследования описывают ответ ЭСК на повреждение, но лишь немногие 

работы, появившиеся совсем недавно, посвящены потомкам ЭСК, пережившим стресс. Было 

обнаружено, что ЭСК мыши при воздействии H2O2 подверглись апоптозу. Клетки, 

выжившие после сублетального воздействия H2O2, проявляли пролиферативную активность, 

сопоставимую с контрольными клетками и экспрессировали маркеры плюрипотентности 

(Guo et al., 2010).
 
Аналогичные результаты были получены для мышиных ЭСК, выживших 

после воздействия γ-радиации (Rebuzzini et al., 2012). ЭСК после облучения в дозах, которые, 

как известно, вызывают апоптоз этих клеток, были способны генерировать тератомы и 

экспрессировать гены, отвечающие за плюрипотентность (Sokolov et al., 2010; Wilson et al., 

2010).
 
 Полученные из жировой ткани МСК человека после генотоксического повреждения 

возобновляли пролиферацию, подвергались репликативному старению (Altanerova et al., 

2009). Никаких литературных данных о судьбе СК, переживших сублетальное действие 

гипертермии, нам обнаружить не удалось.  

В наших экспериментах чЭСК, после воздействия сублетального ТШ, подвергались 

апоптозу, но выжившие клетки восстанавливали свои первоначальные свойства: имели 

диплоидный кариотип, характерную для ЭСК морфологию, высокую пролиферативную 

активность, свойства плюрипотентности (экспрессию маркеров плюрипотентности, 

образование эмбриональных телец, дифференцировку в три зародышевых листка). 

Дифференцированные потомки ЭСК и МСК эндометрия при сублетальной гипертермии 

подвергались преждевременному старению. Дифференцированные фибробластоподобные 

клетки, выжившие после ТШ, возобновили пролиферацию и подвергались репликативному 
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старению одновременно с родительскими клетками, т.е. восстановливали свои 

первоначальные свойства. Эндометриалиные МСК, пережившие ТШ сохраняли нормальный 

диплоидный кариотип и морфологически не отличались от родительских клеток. эМСК, 

выжившие после сублетального ТШ, при длительном культивировании подвергались 

репликативному старению. С увеличением числа удвоений, клетки морфологически 

изменялись (увеличивались в размере и уплощались), их пролиферация замедлялась, 

появлялось значительное число клеток с высокой активностью β–галактозидазы связанной со 

старением. Эти клетки экспрессировали поверхностные CD маркеры мезенхимных СК и 

сохраняли высокую пластичность. Они были способны дифференцироваться в адипоциты, 

остеобласты (производные мезодермы) и трансдифференцироваться в нейроноподобные 

клетки (эктодермальное направление). 

 Реакция культивируемых стволовых клеток взрослого организма на стресс активно 

изучается исследователями, занимающимися проблемами клеточной трансплантации. За 

последние несколько лет опубликовано большое количество работ, в которых показано, что 

предварительная обработка трансплантируемых стволовых клеток сублетальными дозами 

различных стрессорных факторов, увеличивает их толерантность и регенеративные свойства 

(Yu et al., 2013). 

В 2010 году группой исследователей была получена популяция клеток из клеток 

костного мозга и фибробластов человека, выживших после длительной обработки 

коллагеназой или трипсином и инкубации  в неоптимальных условиях (без сыворотки, при 

низкой концентрации кислорода) (Kuroda et al., 2010). Уникальность этих клеток, названых 

Muse (multilineage differentiating stress enduring), заключается в том, что они обладают 

свойствами как мезенхимных, так и плюрипотентных стволовых клеток. Muse 

экспрессируют маркеры мезенхимных клеток CD29, CD90, CD105 вместе с SSEA-3 (stage-

specific embryonic antigen-3), маркером недифференцированных стволовых клеток. Когда 

Muse клетки культивируют как адгезивную клеточную культуру, они выглядят как обычные 

фибробласты, но в суспензии они образуют кластеры, напоминающие эмбриональные 

тельца, полученные из ЭСК. Производные кластеров Muse экспрессируют маркеры 

плюрипотентности  Nanog, Оct3/4, Sox2 и проявляют активность щелочной фосфатазы, могут 

самообновляться и образовывать клетки всех трех  зародышевых листков. Однако в отличие 

от ЭСК, Muse клетки не являются иммортализованными. В условиях in vivo Muse способны 

репарировать повреждения различных тканей. При инфузии в периферическую кровь 

иммунодифицитных мышей с повреждениями костного мозга, дегенерацией скелетных 

мышц или острым гепатитом, человеческие Muse клетки мигрировали к местам повреждений 

и восстанавливали поврежденные ткани и клетки (Kuroda et al., 2010; Wakao et al., 2011). 
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Было высказано предположение, что Muse присутствуют в небольшом количестве (менее 

1%) во многих тканях взрослого организма. Действительно, Muse клетки были обнаружены в 

жировой ткани (Heneidi et al., 2013; Wakao et al., 2014)  и клетках пуповины (Amiri et al., 

2014). Следует отметить, что Muse клетки из костного мозга, жировой ткани и фибробластов 

кожи, в отличие от ЭСК и iPCSs, не являются туморогенными и не склонны к образованию 

тератом (Wakao et al., 2014; Kuroda et al., 2010).  

В начале 2014 года появились сенсационные сообщения об уникальных 

плюрипотентных клетках, полученных при сублетальном воздействии стрессовых факторов 

на лимфоциты мыши. Стрессоустойчивые клетки были названы STAP (stimulus-triggered 

acquisition of pluripotency) (Obokata et al., 2014a). Отбор осуществлялся по маркеру 

гемапоэтических клеток CD45. Отсортированные клетки подвергались механическому, 

температурному воздействию, культивированию без сыворотки, воздействию стрептолизина 

для пермеабилизации клеточной мембраны и снижению pH среды. Наиболее эффективным 

оказалось  20 минутное понижение pH среды до значения 5,7. Через 7 дней после 

воздействия стрессорного фактора, в культуре появились сферообразные колонии, 

экспрессируюшие маркерные гены Oct4, Nanog, Sox2, Ecat1 (Khdc3), Esg1 (Dppa5a), Dax1 

(Nrob1) и Rex1 (Zfp42) и  маркерные белки (Oct4, SSEA1, Nanog и E-cadherin). STAP клетки 

способны дифференцироваться в клетки трех зародышевых листков и образуют тератомы, но 

не тератокарциномы. При подсадке STAP в мышиный зародыш на стадии бластоцисты 

рождались химерные животные, в тканях которых присутствовали потомки донорских 

клеток. Большинство STAP погибало при культивировании в стандартной среде в течение 7 

дней, но если в среду добавляли адренокортикотропные гормоны, клетки хорошо 

размножались и  оставались жизнеспособными, по крайней мере, 120 дней без потери 

свойств плюрипотентности.  В STAP клетках снижается уровень метилирования ДНК в 

регуляторных областях генов Oct4 и Nanog, отвечающих за плюрипотентность (Obokata et 

al., 2014b). Этот факт говорит о том, что образование STAP происходит не за счет клеточного 

отбора выживших лимфоцитов, а в результате их эпигенетического репрограмирования. 

Существование стрессо-устойчивых клеток с приобретенной плюрипотентностью 

(STAP) вызывает сомнения многих исследователей. Но если факт существования этих клеток 

подтвердится, то STAP клетки могут совершить революционный переворот в развитии 

регенеративной медицины.  

Терапия стволовыми клетками ограничена из-за низкой жизнеспособности МСК 

после трансплантации. Исследования на животных моделях и клинические испытания 

продемонстрировали, что кислородное голодание (Chen et al., 2006), а также присутствие 

свободных радикалов и воспалительных цитокинов, с которыми сталкиваются пересаженные 

http://www.citeulike.org/group/10570/author/Obokata:H
http://www.citeulike.org/group/10570/author/Obokata:H
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клетки в поврежденных тканях, являются основными факторами снижения эффективности 

клеточной терапии (Li et al., 2004; Barshes et al., 2005). Поврежденные эндогенные клетки, 

вероятно, продуцируют метаболические токсины и апоптотические факторы, что может в 

свою очередь оказать неблагоприятное воздействие на трансплантированные клетки.  

С целью повышения выживаемости трансплантируемых клеток часто используют 

генную модификацию СК. Эктопическая экспрессия Hsp70 в мезенхимные стволовые клетки 

костного мозга крыс увеличивает экспресиию Bcl2 и снижает экспрессию Bax, JNK-PC и 

активацию каспазы-3. В условиях кислородного голодания выживаемость Hsp70
+
МСК

 

гораздо выше,
 

чем в контрольных клетках. Терапевтический эффект Hsp70
+
МСК был 

продемонстрирован на модельных животных с окклюзией левой коронарной артерии. 

Трансплантация МСК, с увеличенной экспрессией Hsp70, способствовала уменьшению 

области фиброза сердца, и значительно сокращала апоптотическую гибель клеток (Chang et 

al., 2009). В данном исследовании Hsp70 был доставлен в МСК при помощи лентивирусной 

конструкции. Аналогичный подход был использован для лечения ифаркта миокарда при 

трансплантации МСК, несущих конструкцию с экзогенным Hsp27 (McGinley et al., 2013). 

Использование векторов на основе лентивирусов для усиления стрессо-устойчивости 

трансплантируемых клеток нежелательно в клинических условиях, из-за возможности 

возникновения опухолей. В связи с этим, в клинических испытаниях для повышения 

выживаемости трансплантируемых клеток отдается предпочтение предварительному 

прогреву, а не технологии рекомбинантной ДНК.  

Предварительный прогрев значительно  повышает выживаемость стволовых клеток 

сердца Sca-1
+ 

в условиях ишемии. Это связано с усилением активности фактора теплового 

шока-1 (HSF-1). HSF-1 изменяет регуляцию микроРНК 34а (miR-34a), которая репрессирует 

трансляцию Hsp70. В экспериментах in vivo было показано, что трансплантация прогретых 

СК сердца значительно уменьшает апоптоз, ослабляет фиброз и улучшает общую функцию 

ишемического миокарда. В данном исследовании показано не только ранее неизвестное 

воздействие ТШ на выживаемость СК сердца, но и предложены новые подходы к клеточной 

терапии ишемической болезни сердца (Feng et al., 2014).  

 Изучение реакции стволовых клеток на стресс расширяет наши знания о механизмах 

восстановления поврежденных тканей и органов. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В представленной работе показано, что эмбриональные стволовые клетки человека 

(чЭСК) и мезенхимные стволовые клетки (МСК) взрослого организма отвечают на 

повреждающее воздействие гипертермии по-разному. При сублетальном температурном 

воздействии чЭСК подвергаются апоптозу, а МСК эндометрия (эМСК) – преждевременному 

старению. 

Апоптоз и преждевременное старение (SIPS) – два возможных механизма элиминации 

поврежденных стволовых клеток. Как ЭСК и МСК осуществляют выбор между этими 

путями, пока не ясно. Апоптотическая гибель плюрипотентных клеток (ЭСК) в раннем 

эмбриогенезе обеспечивает геномную целостность развивающегося организма. SIPS 

плюрипотентных клеток было бы катастрофой для развития эмбриона. Преждевременное 

старение мезенхимных стволовых клеток исключает поврежденные клетки из 

пролиферативного пула, уменьшая риск злокачественной трансформации. Однако такие 

клетки остаются метаболически активными и, как фидерные клетки в культуре, могут быть 

полезными для восстановления поврежденных тканей и органов с помощью паракринных 

механизмов. 

Результаты настоящего исследования показали, что чЭСК и эМСК, пережившие 

сублетальное тепловое воздействие, сохраняют свойства исходных клеток. Выжившие чЭСК 

самообновляются, сохраняют плюрипотентность и могут дифференцироваться в клетки трех 

зародышевых листков. Потомки эндометриальных МСК не меняют свою морфологию, 

подвержены репликативному старению, сохраняют диплоидный кариотип и экспрессию 

поверхностных маркеров мезенхимных клеток. 

В настоящей работе было выявлено, что мягкий тепловой шок (ТШ) (45 
o
C, 10 мин), 

увеличивает уровень Hsp70 как в чЭСК, так и в эМСК. В условиях жесткого ТШ (45 
o
C, 30 

мин) уровень Hsp70 в эмбриональных стволовых клетках уменьшается, в то время как в 

эМСК при этих условиях  уровень Hsp70 остается высоким, по крайней мере, в течение 72 ч. 

Является ли различие в накоплении Hsp70 и реакции эмбриональных и взрослых стволовых 

клеток на сублетальный ТШ (апоптоз и SIPS, соответственно) причинно связанными между 

собой событиями, не известно. Для ответа на этот вопрос необходимы дальнейшие 

исследования. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Сублетальный тепловой шок (ТШ) вызывает апоптоз эмбриональных стволовых 

клеток (чЭСК). 

2. Сублетальный ТШ вызывает преждевременное старение (SIPS) дифференцированных 

производных чЭСК  и мезенхимных стволовых клеток эндометрия (эМСК). 

3.  ТШ по-разному влияет на экспрессию индуцибельной изоформы Hsp70 в изученных 

клетках. При сублетальном ТШ уровень Hsp70 в эмбриональных столовых клетках (чЭСК) 

падает; во взрослых стволовых клетках (эМСК) и дифференцированных производных чЭСК 

уровень Hsp70 возрастает. 

4. На поверхности эмбриональных стволовых клеток экспрессируется конститутивная 

изоформа Hsc70. Hsc70 не выявляется на поверхности дифференцированных производных 

чЭСК и эМСК. Во всех изученных клетках уровень Hsc70 не меняется под влиянием ТШ. 

5. чЭСК, пережившие сублетальный ТШ, сохраняют свойства исходных клеток. Они 

самообновляются, экспрессируют маркеры плюрипотентности, способны 

дифференцироваться в клетки трех зародышевых листков. 

6. Потомки эМСК, пережившие ТШ, сохраняют исходную морфологию, экспрессию 

поверхностных МСК маркеров, диплоидный кариотип, пластичность и подвержены 

репликативному старению. 
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