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Мезенхимальные стромальные клетки (МСК) являются одной из популяций стволовых клеток взрослого
организма, способной модулировать функциональный статус окружающих тканей. Однако при достижении
состояния клеточного старения биологическая активность МСК изменяется, что может стать причиной
изменения тканевого гомеостаза. Известно, что снижение уровня кислорода в условиях in vitro до физиоло&
гических значений, характерных для ниши данной популяции клеток, способствует смягчению некоторых
морфофункциональных изменений, ассоциированных со старением. Целью данной работы являлось изуче&
ние экспрессии генов МСК, ассоциированных с реакцией на гипоксию, на модели репликативного старе&
ния с использованием физиологического (5%) и атмосферного (20%) уровней кислорода при культивирова&
нии. Согласно полученным данным, значимое снижение пролиферативных свойств МСК происходит пос&
ле 20 пассажей, что составляет ~50 клеточных делений. Вне зависимости от уровня кислорода в сенесцент&
ных клетках повышалась экспрессия генов PKM2, SERPINE1, VEGFA и снижалась экспрессия генов
ANKRD37, DDIT4, HIF1A, TXNIP. Помимо этого в гипоксических условиях обнаружено уменьшение коли&
чества мРНК генов ADORA2B, BNIPL, CCNG2, EGLN1, MAP3K1, MXI1 и P4HA1. Влияние уровня кислорода
как на клеточном, так и на транскрипционном уровнях оказалось более выраженным на ранних пассажах.
Независимо от пассажа при гипоксии снижалась экспрессия генов ANGPTL4, GYS1, PKM2, SERPINE1 и
TP53. При этом на ранних этапах культивирования дополнительно обнаружено уменьшение количества
мРНК ADM, F10, HMOX1, P4HB, PFKL и SLC16A3, а на поздних – мРНК HK2. Повышение уровня экспрес&
сии показано лишь для гена ANKRD37, причем и на ранних, и на поздних пассажах.
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Увеличение средней продолжительности
жизни в экономически развитых странах ставит
перед регенеративной медициной вопросы, ка&
сающиеся клеточной терапии при заболевани&
ях, ассоциированных с возрастом. Одним из ос&
новных проявлений старения организма являет&
ся нарушение тканевого гомеостаза, поддержи&
ваемого прогениторными клетками, в т.ч. мезен&
химальными стромальными клетками (МСК),

располагающимися в периваскулярном прост&
ранстве. Снижение регенеративной способнос&
ти тканей коррелирует со снижением функцио&
нальной активности этих клеток, с одновремен&
ным уменьшением плотности и пластичности
микроваскулярного русла. Изменение морфо&
функциональных характеристик клеточной по&
пуляции при последовательных делениях клеток
диктует необходимость изучения свойств МСК,
понимания механизмов клеточного старения и
поиска возможных путей их предотвращения
(уменьшения).

Анализ возрастных изменений позволяет
выделить девять ключевых признаков старения
организма: нестабильность генома, укороче&
ние теломер, эпигенетические альтерации, на&
рушение протеостаза, нарушение распознавания
питательных веществ, митохондриальная дис&
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функция, клеточное старение, истощение пула
стволовых клеток и изменение межклеточного
взаимодействия [1, 2]. Одним из центральных
звеньев в процессе старения является клеточное
старение (сенесценция) [3]. Данный феномен
характеризуется необратимым арестом клеточ&
ного цикла и сопровождается выраженными фе&
нотипическими изменениями, включая ремоде&
лирование хроматина, модуляцию метаболизма,
усиление аутофагических процессов и продук&
цию провоспалительных цитокинов [4–6]. Сре&
ди наиболее известных маркеров сенесцентного
состояния клетки стоит выделить морфологи&
ческие изменения – уплощение и увеличение раз&
мера клетки, повышение активности ассоцииро&
ванной со старением β&галактозидазы (SA&β&gal)
и увеличение частоты возникновения гетеро&
хроматиновых фокусов – γH2AX [7]. Остановка
клеточного деления при сенесценции достига&
ется путем активации сигнальных каскадов суп&
рессоров опухолей p16INK4a/Rb и p53/p21CIP1,
которые опосредуют реакцию клетки на повреж&
дения ДНК. 

Кроме того, одним из наиболее характерных
признаков сенесцентных клеток (и, возможно,
наиболее важным с точки зрения старения всего
организма) является секреторный фенотип, ас&
социированный со старением (SASP – senes&
cence&associated secretory phenotype). SASP ха&
рактеризуется значительным сдвигом парак&
ринной активности и включает сотни секрети&
руемых факторов, в т.ч. провоспалительные ци&
токины, хемокины, факторы роста и протеазы
[8, 9]. Оценка экспрессии генов сенМСК (се&
несцентных МСК) показала увеличение коли&
чества транскриптов и других секретируемых
факторов, многие из которых обладают про&
воспалительным действием, включая GRO1,
MCP&2, RANTES, GM&CSF, металлопротеазу
MMP3 и ICAM&1 [10, 11]. В целом эти данные
свидетельствуют о том, что SASP модифицирует
паракринную коммуникацию между МСК и их
физиологическим/патологическим микроокру&
жением.

На сегодняшний день существует несколько
потенциальных подходов поддержания или по&
вышения терапевтической эффективности МСК
путем регулирования конкретных факторов,
способных повлиять на характеристики МСК,
в т.ч. на старение. Для активации эндогенной
теломеразы предлагается использовать аспирин,
витамин С и цитокин FGF&2 [12]. Перспектив&
ным может быть применение антиоксидантов
или ингибиторов некоторых сигнальных путей,
таких как N&ацетил&L&цистеин (NAC), предшест&
венник глутатиона [13], производные пластохи&
нона (SkQ1), ориентированные на митохондрии

[14, 15]. Модификация условий культивирова&
ния, в частности снижение уровня кислорода,
может приводить к сходным эффектам [11,
16–20]. Ранее нами было показано, что при дли&
тельном культивировании МСК наиболее выра&
женное увеличение экспрессии маркерных ге&
нов клеточного старения (CCND1, SERPINE1)
наблюдается в стандартных условиях (20% О2).
При этом уменьшается уровень мРНК ингиби&
торов данного процесса и позитивных регулято&
ров пролиферации (ID1, IGF1). Снижение со&
держания кислорода уменьшает интенсивность
проявлений ассоциированных со старением
признаков, в т.ч. на уровне экспрессии генов
[19, 20]. Хорошо известно, что в реакции клеток
на гипоксию ведущую роль играет транскрип&
ционный фактор HIF&1, изменяющий транскрип&
цию широкого спектра генов [21].

Целью данной работы являлось изучение
экспрессии генов, ассоциированных с реакцией
на гипоксию, при длительном культивировании
МСК в условиях физиологического (5%) и ат&
мосферного (20%) уровней кислорода.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выделение и культивирование МСК. МСК вы&
деляли из жировой ткани человека по стандарт&
ной методике [22] с модификациями [23]. В ис&
следовании использовали образцы жировой
ткани от пяти различных доноров (женщины
35–45 лет), предоставленные в рамках договора
Многопрофильной клиникой «Союз» (Москва). 

Клетки культивировали в среде α&MEM, со&
державшей 10% фетальной телячьей сыворотки
(ФТС), 50 ед/мл пенициллина, 50 мкг/мл стреп&
томицина («ПанЭко», Россия) в условиях 5%&ного
уровня СО2, 37 °С, 100%&ной влажности при со&
держании кислорода 20% и 5%. Иммунофено&
тип МСК (CD90+ CD73+ CD105+ CD44+ CD29+

HLA&ABC+ CD45–) [24] подтверждали с по&
мощью соответствующих антител с флуоресцент&
ными метками («BD», США) методом проточ&
ной цитофлуориметрии на приборе Accuri C6
(«BD», США). Пассирование осуществляли при
80–90%&ной конфлюентности клеточного слоя.
Длительное пассирование культуры продолжали
до наступления состояния репликативного ста&
рения.

Число удвоений популяций (PD) за пассаж (7 дней)
подсчитывали по формуле: PD = [log(N/N0)]/log 2,
где N0 и N – начальное и конечное количество
клеток [25]. Затем полученные значения усред&
няли для нескольких пассажей.

Распределение популяций МСК по фазам кле&
точного цикла оценивали методом проточной
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цитофлуориметрии на приборе Accuri C6 («BD»,
США). Для анализа клетки фиксировали 70%&
ным этанолом и в течение 15 мин обрабатывали
раствором, содержавшим 50 мкг/мл иодида про&
пидия (PI) и 25 мкг/мл РНКазы А.

Клоногенную активность МСК оценивали,
высевая клетки с низкой плотностью на чашки
Петри диаметром 35 мм (~100 клеток на чашку).
После двух недель культивирования при соответ&
ствующем уровне кислорода клетки фиксирова&
ли и окрашивали 0,5%&ным раствором крис&
талл&виолета в метаноле в течение 5 мин.

Экспрессию SA@ββ@gal в клетках оценивали с
помощью набора Senescence Cells Histochemical
Staining Kit («Sigma», США) согласно инструк&
ции производителя. Анализировали пять полей
зрения, полученных с использованием светово&
го фазово&контрастного микроскопа Eclipse TiU
(«Nikon», Япония). Подсчет клеток проводили с
помощью программы Sigma ScanPro 5.0 Image
Analysis Software («SPSS Inc.», США).

Для определения уровня экспрессии генов вы&
деляли тотальную РНК с помощью лизирующе&
го реагента QIAzol («Qiagen», США), после чего
проводили реакцию обратной транскрипции с
использованием QuantiTect Reverse Transcription
Kit («Qiagen», США) согласно инструкциям
производителя. Контроль концентрации и чис&
тоты РНК и кДНК в образцах осуществляли при
помощи спектрофотометра Nanodrop ND&2000c
(«Thermo Scientific», США). Полученную кДНК
использовали для проведения количественной
ПЦР с применением коммерческого реагента
RT2 Real Time SYBR Green/ROX PCR Master Mix
(«Qiagen», США) и планшетов RT2 Profiler™
PCR Array Human Cellular Senescence и RT2 Pro&
filer™ PCR Array Human Hypoxia Signaling Pathway
(«Qiagen», США) с иммобилизованными лио&
филизированными праймерами. Для нормали&
зации результатов исследования использовали
праймеры для референсных генов (ACTB, B2M,
GAPDH, HPRT1, RPLP0), входящие в состав на&
бора. Уровень экспрессии оценивали методом
2–ΔΔCt [26].

Статистическую достоверность различий
между группами данных выявляли попарно с
помощью непараметрического критерия Ман&
на–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Данное исследование предполагало получе&
ние сенесцентных культур МСК in vitro, вклю&
чая подтверждение состояния репликативного
старения. Репликативного старения культур
достигали путем длительного культивирования

до достижения лимита Хейфлика и появления
характерных признаков.

Одним из главных признаков клеточного
старения является неспособность клетки к деле&
нию, т.е. необратимая потеря ее пролифератив&
ных свойств. Анализ среднего количества удвое&
ний популяций за пассаж (PD) пяти клеточных
линий выявил, что МСК, выделенные из жиро&
вой ткани человека, активно делятся в среднем
до 21–23 пассажей (~50 клеточных делений),
после чего количество удвоений популяции дос&
товерно (p < 0,05) снижается (рис. 1). Данный
факт не только указывает на приобретение соот&
ветствующего фенотипа стареющих клеток, но и
является одним из главных свидетельств отсут&
ствия спонтанной иммортализации. Также по&
лученные данные показали значительные инди&
видуальные различия в зависимости от донора
МСК, поэтому во всех дальнейших эксперимен&
тах использовали клетки поздних пассажей
(p19–28), для которых предварительно подтверж&
дали значительное снижение пролиферативной
активности, указывающее на достижение сенес&
центного состояния.

Постоянное культивирование клеток в усло&
виях с физиологическим уровнем кислорода
(5%) приводило к увеличению среднего PD на
ранних этапах культивирования (рис. 1). При
более длительном пассировании клеток эффект
влияния уровня кислорода не был статистичес&
ки подтвержден, но тенденция сохранялась.

Такой параметр, как количество удвоений
популяции, может зависеть от двух основных
факторов – пролиферативной активности кле&
ток и клеточной гибели. Ранее мы показали, что
в сенесцентных культурах МСК в несколько раз
увеличивается доля поврежденных клеток по
сравнению с «молодыми», при этом снижение
уровня кислорода до физиологических значе&
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Рис. 1. Среднее количество удвоений клеточных популя&
ций МСК по пассажам (PD) при длительном культивиро&
вании в условиях с различным содержанием кислорода.
Данные представлены как M ± SEM; n � 5; * p � 0,05; ** p � 0,01
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ний позволяло уменьшить долю клеточной ги&
бели как на ранних, так и на поздних пассажах
[20].

Пролиферативный потенциал культуры
МСК оценивали по ряду параметров, включая
распределение МСК по фазам клеточного цик&
ла, клоногенную активность и накопление кле&
ток с активной SA&β&gal.

Популяция МСК, в т.ч. выделенная из жиро&
вой ткани, представляет собой гетерогенную
культуру, включающую клетки разной степени
коммитированности с различным пролифера&
тивным потенциалом [27, 28]. Для оценки доли
делящихся клеток при достижении конфлюент&
ности монослоя 80–90% использовали метод,
позволяющий определить разницу в количестве
ДНК и разделить по этому показателю МСК по
фазам клеточного цикла. Так, в фазе G1/G0 в
клетках содержится в 2 раза меньше ДНК, чем в
фазе G2 и во время митоза (M). Анализ распре&
деления популяции МСК ранних и поздних пас&
сажей по фазам клеточного цикла выявил су&
щественное снижение доли активно делящихся
клеток (G2/M) при длительном культивирова&
нии (рис. 2).

Культивирование МСК при физиологичес&
ком уровне кислорода приводило к увеличению
доли делящихся клеток на ранних пассажах. Од&
нако на поздних сроках значимых различий по

данному параметру не выявлено, хотя тенден&
ция сохранялась (рис. 2).

Анализ клоногенной активности показал
аналогичную закономерность. На ранних пасса&
жах в условиях с атмосферным уровнем кисло&
рода среднее количество колоний составляло
17,9 на чашку, что указывает на то, что лишь
~18% клеток в культуре МСК in vitro обладало
значительными пролиферативными свойства&
ми. На поздних пассажах выявлено значимое
снижение КОЕ до 7,8, т.е. более чем двукратное
уменьшение пула активно делящихся клеток на
популяцию по сравнению с ранними пассажами
(рис. 3). Анализируемые колонии отличались не
только количественно, но и качественно. Так,
колонии сенМСК были гораздо менее плотны&
ми и занимали меньшую площадь, что может
быть одним из следствий снижения пролифера&
тивной активности. Полученные результаты
позволяют заключить, что при репликативном
старении происходит не только уменьшение до&
ли МСК, способных к активной пролиферации,
но и снижение пролиферативного потенциала
субпопуляции делящихся клеток.

Культивирование МСК при физиологичес&
ком уровне кислорода приводило к увеличению
среднего количества колоний на ранних пасса&
жах до 23 на чашку против 17,9 в условиях ат&
мосферного О2. Однако в сенесцентных культу&
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Рис. 2. Распределение МСК по фазам клеточного цикла на стадии 80–90%&ной конфлюентности на ранних и поздних пас&
сажах при длительном культивировании в условиях с различным содержанием кислорода. а – Репрезентативные диа&
граммы, проточная цитофлуориметрия; б – доля МСК в фазе клеточного цикла G2/M. Данные представлены как M ± SEM;
n � 3; * p � 0,05; ** p � 0,01
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рах значимых различий по данному параметру
не выявлено (рис. 3).

Длительное культивирование клеток приво&
дило к увеличению активности SA&β&gal, что
наблюдается при аресте клеточного цикла. Дан&
ный фермент относится к лизосомальным гид&
ролазам и в норме проявляет активность при рН 4.
Было обнаружено, что в сенесцентных клетках
SA&β&gal активируется и при рН 6 [29], что по&
служило доказательством возможности ее ис&
пользования для количественной оценки сенес&
центного состояния клеточной культуры. В нас&
тоящий момент специфическая реакция на вы&
явление активности SA&β&gal является одним из
наиболее широко используемых методов детек&
ции клеточного старения.

В нашей работе показано, что при длитель&
ном пассировании МСК в условиях стандартно&
го культивирования (20% О2) доля клеток с ак&

тивной SA&β&gal значительно увеличивается на
поздних пассажах в среднем до 68,7 против 9%
на ранних этапах культивирования (рис. 4). При
снижении уровня кислорода до 5% доля пози&
тивно окрашенных клеток уменьшается как на
ранних, так и на поздних пассажах.

Анализ транскрипционной активности ге&
нов, ассоциированных со старением, проводили
методом количественной ПЦР с помощью сис&
темы RT2 Profiler™ PCR Array Human Cellular
Senescence («Qiagen», США). Было обнаружено,
что культивирование МСК до 3&го пассажа в ус&
ловиях 20%&ного и 5%&ного содержания О2 не
приводит к различиям в экспрессии значитель&
ного числа генов, продукты которых участвуют в
процессах старения. При 20%&ном уровне О2 по
сравнению с клетками при 5%&ном уровне О2

наблюдалось двукратное повышение экспрес&
сии лишь двух из анализируемых 84 генов –
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Рис. 3. Клоногенная активность МСК на ранних и поздних пассажах при длительном культивировании в условиях с раз&
личным содержанием кислорода. а – Репрезентативные микрофотографии областей чашек Петри с колониями клеток;
б – репрезентативные микрофотографии отдельных колоний; в – количество колоний. Данные представлены как M ± SEM;
n � 3; * p � 0,05; ** p � 0,01
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ATM и PTEN (рис. 5). Известно, что продукт ге&
на ATM участвует в ответе на повреждения ДНК,
а повышенная экспрессия PTEN способствует
снижению пролиферативной активности клеток
[30]. Активация АТМ&киназы, одного из эффек&
торов DDR (DNA Damage Response), запускает
сигнальные каскады, приводящие к аресту кле&
точного цикла [31, 32]. Киназа АТМ фосфори&
лирует Сhk2, которая может транслоцироваться
в ядро и активировать свои мишени. Chk2 явля&
ется компонентом сигнального пути, приводя&
щего к остановке клеточного цикла преимуще&
ственно в фазе G1 в ответ на повреждение ДНК
[33, 34]. Активированная Chk2 способна фосфо&
рилировать р53, который может напрямую фос&
форилироваться и киназой АТМ [4, 35]. Полу&
ченные данные могут указывать на то, что стан&
дартное культивирование при 20%&ном содер&
жании О2 оказывает некоторое повреждающее
действие на ДНК клетки, способствуя сниже&
нию скорости клеточного деления.

Для выявления транскриптомных измене&
ний генов, ассоциированных с реакцией на ги&
поксию, при длительном культивировании в ус&
ловиях с пониженным содержанием кислорода
были изучены МСК 23&го и 3&го пассажей. Ана&
лиз проводили методом количественной ПЦР с
помощью системы RT2 Profiler™ PCR Array
Human Hypoxia Signaling Pathway («Qiagen»,
США). Показано, что при длительном культи&
вировании в условиях с 20%&ным содержанием
О2 изменялась экспрессия семи генов, в то вре&
мя как в условиях гипоксии обнаружены изме&
нения экспрессии 14 генов (табл. 1). Вне зависи&
мости от уровня кислорода в сенесцентных
клетках повышалась экспрессия генов PKM2,
SERPINE1, VEGFA и снижалась экспрессия ге&

нов ANKRD37, DDIT4, HIF1A, TXNIP, т.е. изме&
нения носили однонаправленный характер
(табл. 1). Помимо этого в гипоксических усло&
виях обнаружено уменьшение количества мРНК
ADORA2B, BNIP3L, CCNG2, EGLN1, LOX, MXI1 и
P4HA1.

По сравнению с культурами клеток 3&го пас&
сажа, в сенесцентных клетках наблюдалось сни&
жение уровня экспрессии не только гена HIF1A,
кодирующего α&субъединицу HIF&1 (фактора 1,
индуцируемого гипоксией), но и гена EGLN1.
Белок, кодируемый этим геном, катализирует
посттрансляционное формирование 4&гидрокси&
пролина в α&субъединице HIF&1. HIF&1 функ&
ционирует как главный регулятор клеточного и
системного гомеостатического ответа на гипок&
сию, активируя транскрипцию многих генов,
вовлеченных в энергетический метаболизм, ан&
гиогенез, апоптоз, а также генов, белковые про&
дукты которых увеличивают доставку кислорода
или облегчают метаболическую адаптацию к ги&
поксии. Механизм его действия изучен доволь&
но подробно [21]. Синтез субъединицы HIF&1α
происходит конститутивно, однако в присут&
ствии кислорода она деградирует: пролилгид&
роксилазы, неактивные при низком уровне О2

(1–4% О2), гидроксилируют консервативные
пролиловые остатки на HIF&1α. После этого
следует связывание с белком фон Хиппель–Лин&
дау, который направляет субъединицу на убик&
витин&зависимую протеасомную деградацию.

Другой механизм контроля – фактор FIH&1
(factor inhibiting HIF&1), который неактивен в
гипоксических условиях, но в присутствии О2

гидроксилирует аспарагиновый остаток на транс&
активационном домене HIF&1α. При гипоксии
HIF&1α стабилизируется и транслоцируется в
ядро, соединяясь с HIF&1β. Далее димер присо&
единяется к домену HRE (hypoxia&response ele&
ment), связанному с коактиватором, например,
CBP/p300, и таким образом осуществляет регу&
ляцию экспрессии ~70 генов. Также в сенМСК
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Рис. 4. Выявление активной β&галактозидазы (SA&β&gal) в
МСК на ранних и поздних пассажах при длительном куль&
тивировании в условиях с различным содержанием кисло&
рода. Окрашивание проводили через семь дней после по&
сева в стандартной плотности (3000 кл/см2). Данные
представлены как M ± SEM; n � 5; * p � 0,05; ** p � 0,01

Рис. 5. Относительная экспрессия генов МСК 3&го пасса&
жа при культивировании в условиях атмосферного уровня
кислорода (20%) и относительной гипоксии (5%). Представ&
лены гены, экспрессия которых достоверно (p � 0,05) изме&
нилась более чем в 2 раза
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отмечалось снижение уровня экспрессии ряда
HIF&зависимых генов. Было выявлено умень&
шение количества мРНК DDIT4. Продукт этого
гена действует как негативный регулятор mTOR,
серин/треонинкиназы, опосредующей различ&
ные клеточные функции, такие как рост, проли&
ферация и аутофагия [36]. Обычно продукция
этого транскрипта резко возрастает в ответ на
гипоксию, поскольку DDIT4 является мишенью
как для HIF&1α, так и для HIF&2α [37–39]. От&
мечено снижение уровня экспрессии гена
ANKRD37, продукт которого также является бел&
ком&мишенью HIF&1 и имеет четыре сайта свя&
зывания с ним [40].

Сравнительный анализ МСК 3&го и 23&го
пассажей показал снижение уровня экспрессии
гена ADORA2B, кодирующего аденозиновый ре&
цептор А2В, посредством которого осуществля&
ется цитопротекторное действие аденозина при
гипоксии и ишемии. Есть данные, что продук&
ция IL&6 фибробластами десны человека опос&
редована аденозиновым рецептором А2В [41].

Культивирование МСК до 23&го пассажа
приводило к снижению уровня экспрессии гена
MXI1, продуктом которого является транскрип&
ционный репрессор, отрицательно регулирую&
щий функцию MYC (онкогенный фактор транс&
крипции). Следовательно, MXI1 представляет
собой потенциальный супрессор опухоли (RefSeq
Gene ID 4601). Выявлено снижение уровня экс&
прессии гена TXNIP, кодирующего тиоредоксин&
связывающий белок. Тиоредоксин представляет
собой тиолоксидоредуктазу, которая является

основным регулятором редокс&сигнализации и
защищает клетки от окислительного стресса.
Тиоредоксинсвязывающий белок ингибирует
антиоксидантную функцию тиоредоксина, что
приводит к накоплению активных форм кислоро&
да и клеточному стрессу (RefSeq Gene ID 10628).
Кроме того, отмечено снижение уровня экспрес&
сии гена BNIP3L, кодирующего проапоптоти&
ческий белок, который, взаимодействуя с Bcl&2,
приводит к выходу цитохрома c из митохондрий
[42].

Наблюдаемое снижение пролиферативной
активности сенМСК сопровождается снижени&
ем уровня экспрессии гена CCNG2, кодирующе&
го циклин G2, который является негативным
регулятором клеточного цикла и может влиять
на пролиферацию, клеточную гибель и канце&
рогенез [43, 44].

Кроме того, в МСК 23&го пассажа выявлен
более низкий уровень экспрессии двух генов: ге&
на P4HA1, кодирующего фермент пролил&4&гид&
роксилазу (катализирует процесс трехмерного
сворачивания вновь синтезированных цепочек
проколлагена), и гена LOX, кодирующего фер&
мент лизилоксидазу (катализирует образование
нерастворимого коллагена из тропоколлагена).
Некоторые данные указывают на то, что лизил&
оксидаза играет решающую роль на стадии ком&
митирования плюрипотентных стволовых кле&
ток в адипоциты. Отсутствие этого фермента
может приводить к дефектам трансформирую&
щего фактора роста β, который контролирует
рост и дифференцировку клеток [45].
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Ген

ADORA2B

ANKRD37

BNIP3L

CCNG2

DDIT4

EGLN1

HIF1A

LOX

MXI1

P4HA1

PKM2

SERPINE1

TXNIP

VEGFA

5% О2

0,18*

0,19*

0,45*

0,46*

0,45*

0,43*

0,31*

0,50*

0,27*

0,32*

2,18*

2,06*

0,50*

2,31*

Таблица 1. Относительная экспрессия HIF&зависимых генов в сенМСК

20% О2

0,66

0,15*

0,74

0,63

0,24*

0,77

0,36*

0,66

0,51

0,77

2,05*

2,54*

0,27*

2,51*

Продукт гена

рецептор аденозина A2b 

анкириновый повтор домена 37

аденовирус E1B19k&связывающий белок B5

циклин G2

транскрипт 4, индуцируемый повреждением ДНК 

HIF&пролилгидроксилаза 2

фактор 1, индуцируемый гипоксией, α&субъединица

лизилоксидаза

MAX&связывающий фактор транскрипции

пролил&4&гидроксилаза, α&субъединица 1

пируваткиназа (мышца)

ингибитор активатора плазминогена 1

тиоредоксин&связывающий белок

эндотелиальный фактор роста сосудов А

Относительная экспрессия

Примечание. За контроль приняты клетки 3&го пассажа, культивируемые при соответствующем уровне кислорода. Представ&
лены гены, экспрессия которых изменилась более чем в 2 раза. * p � 0,05; n = 3.
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Культивирование МСК до 23&го пассажа при&
водило к усилению экспрессии генов SERPINE1,
VEGFA и PKM2 как при 20%&ном уровне кисло&
рода, так и при физиологической гипоксии (5% О2).
Ген SERPINE1 кодирует сериновую протеазу,
которая вовлечена в ремоделирование внекле&
точного матрикса и активно экспрессируется в
клетках при старении [46]. Ген VEGFA кодирует
эндотелиальный фактор роста сосудов А, кото&
рый, в свою очередь, индуцирует пролиферацию
и миграцию сосудистых эндотелиальных кле&
ток, а также играет важную роль как в физиоло&
гическом, так и в патологическом ангиогенезе
(RefSeq Gene ID 7422). Ген PKM2 кодирует пиру&
ваткиназу, которая катализирует последнюю
стадию гликолиза, превращение фосфоенолпи&
рувата до енольной формы пирувата с образова&
нием одной молекулы АТФ.

Результаты сравнительного анализа диффе&
ренциальной экспрессии генов МСК, культиви&
руемых при 5%&ном уровне О2 по сравнению с
клетками, культивируемыми при 20%&ном уров&
не О2, также выявили однонаправленную тен&
денцию к изменению в МСК 3&го и 23&го пасса&
жей (табл. 2). Однако более низкий уровень
экспрессии гена ADM был достоверно подтверж&
ден только в клетках 3&го пассажа. Адреноме&
дуллин, кодируемый этим геном, может регули&
ровать ангиогенез и повышать толерантность
клеток к окислительному стрессу и гипоксичес&
кому повреждению [47]. Также при 5%&ном
уровне О2 отмечено снижение экспрессии гена
HMOX1, продукт которого, гемоксигеназа 1, яв&
ляясь родственным белком семейства белков

теплового шока 32, участвует в механизмах за&
щиты клеток от повреждений, вызванных окис&
лительным стрессом [48].

Более низкий уровень мРНК в клетках при
5%&ном уровне О2 был отмечен для гена GYS1,
кодирующего гликогенсинтазу 1 – фермент, ко&
торый играет важную роль в клеточном ответе
на долгосрочную адаптацию к гипоксии. Кроме
того, показано, что активация этого гена может
приводить к чрезмерному накоплению гликоге&
на [49].

Культивирование при 5%&ном уровне О2

приводило к уменьшению экспрессии несколь&
ких генов, продукты которых принимают учас&
тие в метаболизме глюкозы в процессе гликоли&
за. Сравнительный анализ экспрессии этих ге&
нов показал уменьшение уровня экспрессии
трех ферментов: 1) одной из изоформ гексоки&
назы (HK2) – фермента, катализирующего пер&
вую стадию гликолиза и превращение глюкозы в
глюкозо&6&фосфат (RefSeq Gene ID 3099); 2) од&
ной из изоформ фосфофруктокиназы (PFKL),
осуществляющей фосфорилирование фруктозо&
6&фосфата с образованием фруктозо&1,6&дифос&
фата; 3) пируваткиназы (PKM2).

Транспортировка лактата и пирувата через
плазматическую мембрану катализируется чле&
нами семейства протон&связанных монокарбок&
силатных транспортеров, к семейству которых
относится продукт гена SLC16A3 (RefSeq Gene
ID 9123). Экспрессия этого гена также снижается
в МСК, культивируемых при 5%&ном уровне О2.

Анализ элементов транскриптома МСК при
5%&ном содержании О2, по сравнению с клетка&
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Ген

ADM

ANGPTL4

ANKRD37

F10

GYS1

HK2

HMOX1

P4HB

PFKL

PKM2

SERPINE1

SLC16A3

TP53

p23

0,40

0,11*

3,17*

0,82

0,28*

0,32*

0,21*

0,69

0,53

0,36*

0,32*

0,97

0,38*

Таблица 2. Относительная экспрессия HIF&зависимых генов при 5%&ном содержании 

p3

0,22*

0,25*

2,33*

0,26*

0,21*

0,57

0,31*

0,18*

0,19*

0,35*

0,34*

0,13*

0,28*

Продукт гена

адреномедуллин

ангиопоэтинподобный белок 4

анкириновый повтор домена 37

фактор свертывания 10

гликогенсинтаза 1 (мышца)

гексокиназа 2

гемоксигеназа 1

пролил&4&гидроксилаза, β&субъединица

фосфофруктокиназа (печень)

пируваткиназа (мышца)

ингибитор активатора плазминогена 1

монокарбоксилатный транспортер 3

опухолевый супрессор р53

Относительная экспрессия

Примечание. За контроль приняты клетки соответствующего пассажа, культивируемые при 20%&ном содержании О2.
Представлены гены, экспрессия которых изменилась более чем в 2 раза * p � 0,05; n = 3.
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ми при 20%&ном содержании О2, также показал
низкий уровень экспрессии гена ANGPTL4, про&
дукт которого функционирует как гормон, регу&
лирующий гомеостаз глюкозы, липидный об&
мен и чувствительность к инсулину. Известно,
что этот белок также может действовать как
фактор выживания при апоптозе в эндотелиаль&
ных клетках сосудов [50]. Кроме того, было вы&
явлено снижение уровня экспрессии гена TP53,
кодирующего белок&супрессор опухолей. Дан&
ный белок реагирует на различные стрессы и из&
меняет экспрессию генов&мишеней, тем самым
вызывая остановку клеточного цикла, апоптоз,
старение, восстановление ДНК или изменения
метаболизма (RefSeq Gene ID 7157).

Полученные результаты указывают на то,
что направленность транскрипционных изме&
нений ассоциированных с гипоксией генов в
МСК при достижении завершающей фазы реп&
ликативного старения однотипна и слабо зави&
сит от содержания кислорода. В то же время, как
нами было показано ранее, при длительном
культивировании МСК основные маркерные
гены старения изменяют свою экспрессию бо&
лее выражено при использовании условий стан&
дартного культивирования (20% О2) [19, 20].

Несмотря на преимущественно посттранс&
ляционную регуляцию активности HIF&1, в на&
шей работе показано снижение уровня экспрес&
сии гена HIF1А в сенМСК, что указывает на
связь этого транскрипционного фактора и ряда
регулируемых им генов с процессом клеточного
старения. При этом не обнаружено значитель&
ных различий между МСК, постоянно культи&
вируемых в условиях 5%&ного и 20%&ного содер&
жания кислорода. Ранее в нашей лаборатории
были получены данные, касающиеся динамики
экспрессии HIF1A в МСК при кратковременных
экспозициях (до 24 ч) в условиях физиологичес&
кой гипоксии [51]. Показано, что экспрессия
этого гена значимо увеличивается лишь в пер&
вые 8 ч после смены условий (при перемещении
клеток в условия даже относительно мягкой ги&
поксии – 5% О2). Новые результаты также демон&
стрируют, что изменение транскрипционной
активности HIF1А носит транзиторный харак&
тер и не выявляется при постоянном культиви&
ровании в условиях 5%&ного содержания О2.

Согласно полученным данным, постоянное
пассирование МСК при разном уровне кисло&
рода приводит к более выраженным различиям
на ранних этапах культивирования, в то время
как на поздних пассажах данный фактор оказы&
вает меньшее влияние. Подобный эффект, веро&
ятно, связан с адаптационными процессами.

Независимо от пассажа снижалась экспрессия
генов ANGPTL4, GYS1, PKM2, SERPINE1 и TP53.
При этом на ранних этапах культивирования до&
полнительно обнаружено уменьшение количе&
ства мРНК ADM, F10, HMOX1, P4HB, PFKL и
SLC16A3, а на поздних – мРНК HK. При этом
выявлено повышение уровня экспрессии толь&
ко одного гена – ANKRD37 (ankyrin repeat
domain 37). Известно, что этот ген является ми&
шенью HIF&1 и активно экспрессируется в усло&
виях гипоксии.

Таким образом, наши предыдущие результа&
ты [19, 20] полностью подтверждают рекоменда&
ции ряда исследователей по использованию по&
ниженного содержания кислорода при длитель&
ном культивировании МСК как с целью клини&
ческого применения клеточных препаратов, так
и при изучении функциональных свойств МСК
[16–18]. Анализ транскрипционного профиля
культивируемых МСК показал его значитель&
ную вариабельность в зависимости от ткани,
особенностей донора, пассажа, плотности посе&
ва культуры, используемых культуральных сред
и т.д. Например, из&за торможения пролифера&
ции в условиях атмосферного уровня О2 суб&
культивирование МСК из костного мозга чело&
века становится невозможным уже после 7&го
пассажа, тогда как в условиях гипоксии этот по&
рог успешно преодолевается [52]. В настоящей
работе определен ряд дифференциально экспрес&
сируемых генов, ассоциированных с реакцией
МСК на гипоксию, при длительном культиви&
ровании (до репликативного старения) в усло&
виях с различным уровнем кислорода. Получен&
ные данные позволят выявить новые гены&ми&
шени, потенциально ответственные за модуля&
цию функционального состояния МСК, культи&
вируемых при тканевом уровне О2.
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Mesenchymal stromal cells (MSCs) are one of the populations of progenitor cells of adults that can modulate func&
tional status of surrounding tissues. However, biological activity of MSCs changes upon cell senescence that may
result in shifting tissue homeostasis. The decrease in oxygen content in vitro to physiological level is known to suppress
a number of senescence&associated markers. The aim of this work was to study the MSC hypoxia&associated gene
expression in a replicative senescence model using physiological (5%) and atmospheric (20%) oxygen levels during
cell cultivation. According to our data, MSC proliferative potential significantly decreased after 20 passages (~50 cell
divisions). Regardless of oxygen level, the expression of PKM2, SERPINE1, and VEGFA genes was up&regulated and
that of ANKRD37, DDIT4, HIF1A, and TXNIP genes was down&regulated in senescent MSCs. Additionally, in hypoxia,
a decrease in ADORA2B, BNIPL, CCNG2, EGLN1, MAP3K1, MXI1, and P4HA1 mRNAs was found. The effect of
hypoxia both at cellular and transcriptional levels was more pronounced during early passages. Regardless of cultiva&
tion time, ANGPTL4, GYS1, PKM2, SERPINE1, and TP53 genes were down&regulated under hypoxia. In addition,
in early passages, the ADM, F10, HMOX1, P4HB, PFKL, and SLC16A3 genes were down&regulated and in senescent
cells the HK2 gene expression was decreased. Only one gene, ANKRD37, was up&regulated in hypoxia at both early
and late passages.
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