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Клеточное старение приводит к изменению ряда свойств мезенхимальных стромальных клеток (МСК),
в том числе, увеличивается количество поврежденных структур, которые могут оказывать негативное влия"
ние на внутриклеточные процессы. Устранение поврежденных молекул и органелл происходит посредством
аутофагии, что может иметь большое значение в контексте старения. Одним из подходов к усилению тера"
певтических свойств и «замедлению» клеточного старения является использование для культивирования
пониженного уровня кислорода. Цель данной работы заключалась в изучении некоторых морфофункцио"
нальных характеристик и экспрессии генов, ассоциированных с аутофагией, при репликативном старении
МСК в условиях с различным содержанием кислорода. Проведенное исследование позволило выявить из"
менения в регуляции аутофагии на транскрипционном уровне. Показано повышение экспрессии генов рос"
та аутофагосомной мембраны – ATG9A, ULK1, генов созревания аутофагосом – CTSD, CLN3, GAA, GABARA�
PL1, генов регуляции аутофагии – TP53, TGFB1, BCL2L1, FADD, HTT, при одновременном снижении
экспрессии IGF1 и TGM2. Отмечено увеличение объема лизосомального компартмента, что также указыва"
ет на усиление деградационной активности сенесцентных МСК. Использование при длительном культиви"
ровании пониженного содержания кислорода (5%) способствовало уменьшению количества лизосом. На
транскрипционном уровне репликативное старение МСК в условиях различного содержания кислорода
приводило к однотипным изменениям экспрессии генов, ассоциированных с аутофагией.
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РЕПЛИКАТИВНОЕ СТАРЕНИЕ И ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ
АУТОФАГИИ В МЕЗЕНХИМАЛЬНЫХ СТРОМАЛЬНЫХ КЛЕТКАХ
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ВВЕДЕНИЕ

Мезенхимальные стромальные/стволовые
клетки (МСК) задействованы в физиологичес"
ком обновлении тканей [1] и репарации ране"
вых повреждений, поддерживая тканевой гоме"
остаз. МСК являются популяцией стволовых
клеток взрослого организма, наиболее широко
используемой в клинических испытаниях [2] в
качестве инструмента регенеративной медици"
ны. Регенеративный потенциал МСК обуслов"
лен продукцией широкого спектра цитокинов,
что определяет антиапоптотический, иммуно"
модуляторный, хемоаттрактивный, антифибро"
тический и ангиогенный эффекты [3–6].

Активация клеточного старения (сенесцен"
ция), необходимого для предотвращения разм"
ножения клеток с поврежденным геномом, при"
водит к изменению морфофункциональных ха"
рактеристик МСК и их регенеративных свойств.
В значительной степени модифицируется цито"

киновый профиль, что приводит к нарушению
межклеточной коммуникации [7–9]. Клеточное
старение характеризуется необратимым арестом
клеточного цикла, а также включает ряд харак"
терных признаков – дисфункция митохондрий,
нарушение протеостаза, увеличение уровня ак"
тивных форм кислорода, изменение экспрессии
определенных генов и др. [7, 8].

Поскольку старение клетки тесно ассоци"
ировано с увеличением доли поврежденных
структур и изменением внутриклеточного гоме"
остаза, этот процесс взаимосвязан с аутофагией,
необходимой для деградации нефункциональ"
ных органелл, белковых агрегатов и патогенных
частиц. Активность аутофагии резко возрастает
в ответ на стресс, что помогает клеткам адапти"
роваться к условиям окружающей среды. В то же
время старение может приводить к снижению
эффективности деградационных процессов [10,
11]. Исследования, посвященные взаимосвязи
процессов аутофагии и старения, демонстриру"
ют неоднозначные результаты. С одной сторо"
ны, аутофагия может проявлять просенесцент"
ные эффекты через ассоциированный со старе"* Адресат для корреспонденции.
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нием секретом (SASP) [12]. Инициация старе"
ния с помощью высокой концентрации глюко"
зы, как и длительное культивирование МСК in
vitro, приводит к увеличению экспрессии p16,
p21, ассоциированной со старением β"галакто"
зидазы (SA"β"Gal) и активации аутофагии. При
этом ингибирование аутофагии отменяет прояв"
ление признаков старения клеток [13, 14]. С
другой стороны, утилизация «неправильных»
структур способствует замедлению старения. В
гемопоэтических стволовых клетках [15], эмб"
риональных стволовых клетках [16] и мышеч"
ных сателлитных клетках [17] аутофагия может
задерживать клеточное старение. Активация ау"
тофагии необходима для пролиферации [18] и
дифференцировки МСК [19], а её подавление
может ограничивать терапевтический потенци"
ал клеточного препарата [20]. Ассоциированные
со старением белки могут ингибировать аутофа"
гию и отменять ее защитные эффекты в фибро"
бластах, проявляющих признаки старения, ус"
коряя этот процесс [21]. Следовательно, регуля"
торное влияние аутофагии на процесс старения
может зависеть от исходного сенесцентного ста"
туса клеток [22].

Потенциальное использование аутофагии
для замедления клеточного старения МСК in
vitro может быть интересно и в сочетании с дру"
гими подходами. В частности, ранее нами было
показано, что использование физиологической
гипоксии (5% О2) для длительного культивиро"
вания позволяет снизить выраженность измене"
ний маркеров, ассоциированных со старением.
Эффект гипоксии при этом интенсивнее прояв"
лялся на ранних пассажах (р2"5), чем на более
поздних (р11"20) [23]. Предполагается, что из"
менение регуляции аутофагических процессов в
зависимости от уровня оксигенации может быть
одной из причин наблюдаемого эффекта. Цель
данной работы заключалась в изучении некото"
рых морфофункциональных характеристик и
экспрессии генов, ассоциированных с аутофа"
гией, при репликативном старении МСК (р21"
25) в условиях с различным содержанием кисло"
рода (20% и 5%).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

МСК выделяли из стромально"васкулярной
фракции жировой ткани человека с использова"
нием стандартной методики [24] с модификаци"
ями [25] и культивировали в среде α"MEM
(Gibco, США), содержащей 10%"ную фетальную
телячью сыворотку («HyClone», США), 50 ед/мл
пенициллина («ПанЭко», Россия), 50 мкг/мл
стрептомицина («ПанЭко») в условиях 5%"ной

СО2, 37°С, 100% влажности при 20% и 5% кис"
лорода. Пересев осуществляли при 80–90%
конфлюентности клеточного слоя. Для подтверж"
дения иммунофенотипа МСК [26] исследовали
экспрессию основных маркеров (CD29+,
CD90+, CD73+, CD44+, CD105+, HLA"ABC+,
CD45–, CD31–, CD34–) с помощью соответству"
ющих антител («Becton Dickinson», США) мето"
дом проточной цитофлуориметрии на приборе
Accuri C6 («Becton Dickinson», США). Донорами
были женщины 35–45 лет. Длительное культи"
вирование продолжали до репликативного ста"
рения (21–25 пассаж).

Экспрессию ββ6галактозидазы (SA"β"gal) в
клетках выявляли с помощью Senescence Cells
Histochemical Staining Kit («Sigma"Aldrich»,
США) согласно инструкции производителя.
Окрашивание проводили через семь дней после
посева в стандартной плотности (3000 кл/см2).
Анализировали клетки с использованием свето"
вого фазово"контрастного микроскопа Nikon
Eclipse TiU («Nikon», Япония).

Морфологию клеток оценивали с помощью
светового фазово"контрастного микроскопа
Nikon Eclipse TiU («Nikon»). Для количественной
оценки относительного размера и гранулярности
МСК использовали метод проточной цитофлуо"
риметрии. Датчики регистрируют поглощение и
рассеивание света клеткой (прямое (Forward
Scatter – FSC"A) и угловое (Side Scatter – SSC"A)).
FSC"A позволяет судить о размерах клетки, а
SSC"A – о гранулярности цитоплазмы.

Жизнеспособность МСК определяли мето"
дом проточной цитофлуориметрии на приборе
Accuri C6 («Becton Dickinson») с использовани"
ем набора Annexin V"FITC/PI («Immunotech»,
Франция) согласно инструкции производителя.
Annexin V позволяет выявлять апоптотические
клетки, а PI метит клетки на поздних стадиях
клеточной гибели.

Аутофлуоресценция и выявление лизосом. Ау"
тофлуоресценцию анализировали при длине
волны 530 нм. Измерения проводили на про"
точном цитофлуориметре Accuri C6 («Becton
Dickinson»). Для выявления лизосомальных
включений использовали рН"зависимый мар"
кер LysoTracker Green DND"26 («Life Techno"
logies», США). Флуоресцентный зонд селек"
тивно накапливается в клеточных компартмен"
тах с низким внутренним рН в живых клетках.
Возбуждение/эмиссия: 504/511 нм. Клетки с
зондом (200 нМ) культивировали 30 мин при
37°С.

Количественная ПЦР. Для определения
уровня экспрессии генов выделяли тотальную
РНК с помощью лизирующего реагента QIAzol
(«Qiagen», США), после чего осуществляли ре"
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акцию обратной транскрипции с использовани"
ем QuantiTect Reverse Transcription Kit («Qiagen»)
согласно инструкциям производителя. Конт"
роль концентрации и чистоты РНК в образцах
осуществляли с помощью спектрофотометра
Nanodrop ND"2000c («Thermo Scientific»). Полу"
ченную кДНК использовали для проведения ко"
личественной ПЦР с применением коммерчес"
кого реагента RT2 – Real Time SYBR Green/ROX
PCR master mix («Qiagen», США) и планшетов
Autophagy RT2 Profiler PCR Array («Qiagen») с
иммобилизованными лиофилизированными
праймерами. Измерения проводили на приборе
Mx3000P («Stratagene», США). Уровень экспрес"
сии оценивали с использованием метода 2–ΔΔCt

[27]. В качестве референсных генов использова"
ли ACTB, B2M, GAPDH, HPRT, RPLP0, включен"
ные в состав набора.

Статистическая обработка данных. Статисти"
ческую достоверность различий между двумя
группами данных оценивали с помощью непа"
раметрического критерия Манна–Уитни.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

МСК длительно культивировали до дости"
жения лимита Хейфлика, используя физиологи"
ческий (5%) и атмосферный (20%) уровни кис"
лорода. Ранее нами было показано, что значи"
тельное снижение пролиферативной активнос"
ти МСК происходит после 20"ого пассажа [9].
Исходя из этого, в клетках на ранних (р2"5) и
поздних (р21"25) пассажах при культивирова"
нии в различных условиях оксигенации оцени"
вали ряд морфофункциональных параметров
(активность β"галактозидазы, ассоциированной
со старением, жизнеспособность, морфология,
аутофлуоресценция, лизосомальный компарт"
мент) и транскрипционную активность 84 ге"
нов, ассоциированных с аутофагией.

Активность ββ6галактозидазы, ассоциирован6
ной со старением. Широко используемым в нас"
тоящее время маркером клеточного старения
является активность ассоциированной со старе"
нием β"галактозидазы (SA"β"gal) [28]. Показано
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Рис. 1. Выявление активной β"галактозидазы (SA"β"gal), ассоциированной со старением, в МСК на ранних и поздних
пассажах при длительном культивировании в условиях с различным содержанием кислорода. Световая микроскопия.
Данные представлены как M ± SD, n ≥ 5, *,# p ≤ 0,05 (* – сравнение с клетками, культивируемыми при 20% О2, 

# – срав"
нение с клетками p2"5)



СТАРЕНИЕ МСК И АУТОФАГИЯ

значительное увеличение количества клеток с
активной SA"β"gal на поздних пассажах (рис. 1),
что подтверждает сенесцентное состояние
МСК. При этом культуры, постоянно экспони"
руемые при 5% О2, содержали меньше клеток,
экспрессирующих SA"β"gal.

Жизнеспособность МСК. С помощью метода
проточной цитофлуориметрии с применением
окрашивания флуоресцентными красителями
Annexin V / Propidium Iodide была проанализи"

рована жизнеспособность МСК на ранних и
поздних пассажах. Было показано, что на позд"
них пассажах обнаруживается повышение доли
нежизнеспособных клеток в 2,5–3 раза (рис. 2).
При культивировании МСК в условиях с физио"
логическим уровнем кислорода (5%) доля не"
жизнеспособных клеток была снижена как на
ранних пассажах, так и в сенесцентных культу"
рах, т.е. при 5% О2 жизнеспособность МСК по"
вышается (рис. 2). Доля нежизнеспособных кле"
ток включает как Ann+/PI−, так и Ann+/PI+ по"
пуляции. Во всех исследуемых образцах жизнес"
пособность оставалась выше 85%.

Морфология клеток. Еще одним феномено"
логическим признаком сенесцентного состоя"
ния, косвенно связанным с пролиферативной
активностью, является изменение морфологии
клеток. В наших экспериментах на ранних эта"
пах культивирования МСК имели преимущест"
венно веретеновидную форму. На поздних пас"
сажах клетки характеризовались увеличением
размера, более выраженной популяционной ге"
терогенностью и увеличением количества ци"
топлазматических включений (рис. 3).

Для количественного сравнения морфологи"
ческих показателей МСК в суспензии использо"
вали метод проточной цитофлуориметрии. Дан"
ная методика позволяет оценить показатели
рассеянного света, которые обусловлены разме"
ром, формой, плотностью клеток и грануляр"
ностью внутриклеточной структуры. Было по"
казано, что на поздних пассажах увеличивался
средний размер МСК и их гранулярность, оцен"
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Рис. 3. Морфология МСК при длительном культивировании в условиях с различным содержанием кислорода. Световая
микроскопия

Рис. 2. Оценка жизнеспособности МСК при длительном
культивировании в условиях с различным содержанием
кислорода, с применением окрашивания флуоресцентны"
ми красителями Ann V/PI. Данные представлены как M ±
SD, n ≥ 5, *,# p ≤ 0,05 (* – сравнение с клетками, культиви"
руемыми при 20% О2, 

# – сравнение с клетками p2"5)
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ка которых осуществлялась по прямому (FSC) и
боковому (SSC) светорассеиванию соответ"
ственно (табл. 1). При 5% О2 средний размер
клеток оказался сниженным на ранних пасса"
жах. Значительных различий по морфологии
клеток и гранулярности внутриклеточной
структуры МСК в зависимости от уровня окси"
генации на поздних пассажах не было выявлено. 

Лизосомальный компартмент. Для исследова"
ния активности лизосомального компартмента
был использован зонд LysoTracker Green DND"
26, который селективно накапливается в вези"
кулах с пониженным рН, главным образом – в
лизосомах. В результате проведенных исследо"
ваний было показано значительное повышение
флуоресценции данного зонда в МСК на позд"
них пассажах. Культивирование клеток в усло"
виях с физиологическим уровнем кислорода
приводило к значимому снижению средней ин"
тенсивности флуоресценции (СИФ) зонда
LysoTracker Green DND"26 как на ранних, так и
на поздних пассажах (табл. 2). Постоянное веде"
ние культуры МСК при 5% О2 вызывало сниже"
ние флуоресценции LysoTracker Green DND"26
в 1,5–2 раза (табл. 2).

На поздних пассажах также было детектиро"
вано значительное увеличение аутофлуоресцен"
ции МСК, что связывают, в первую очередь, с

накоплением липофусцина (табл. 2). На ранних
пассажах отмечено снижение аутофлуоресцен"
ции при культивировании в условиях физиоло"
гической гипоксии.

Транскрипция генов аутофагии. Анализ ре"
зультатов транскриптомной активности 84 ге"
нов, ассоциированных с аутофагическими про"
цессами, в МСК ранних и поздних пассажей не
выявил значимых различий в зависимости от
уровня оксигенации (рис. 4). Тем не менее, дли"
тельное культивирование клеток приводило к
значимому изменению экспрессии ряда генов. В
сенесцентных клетках повышалась экспрессия
ATG9A, BCL2L1, CTSD, FADD, GAA, GABARAPL1,
HTT, NPC1, TGFB1, TP53 (p53), ULK1 и снижа"
лась экспрессия IGF1 и TGM2 (рис. 4, 5). Данные
гены можно условно разделить на три группы:
гены регуляции аутофагии (IGF1, TP53, TGFB1,
BCL2L1, FADD, HTT ), гены инициации сборки
аутофагосомы (ATG9A, ULK1) и гены созревания
аутофагосомы (TGM2, CTSD, CLN3, GAA,
GABARAPL1).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Используемая в работе модель репликативно"
го старения МСК позволила получить клеточные
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Таблица 1. Оценка размера и гранулярности МСК по FSC"A и SSC"A, соответственно, при длительном культивировании
в условиях с различным содержанием кислорода, проточная цитометрия. Данные представлены как M ± SD, n ≥ 5,
*, # p ≤ 0,05 (* – сравнение с клетками, культивируемыми при 20% О2, 

# – сравнение с клетками p3"5)

Уровень кислорода
Пассажи

p3"5

p21"25

Пассажи

p3"5

p21"25

20%

62,0 ± 3,7

74,5 ± 5,0#

5%

57,2 ± 1,3*

75,8 ± 1,6#

20%

8,3 ± 1,2

11,0 ± 2,2#

5%

7,2 ± 1,3

11,2 ± 2,1#

Уровень кислорода

FSC"A (прямое светорассеяние), усл. ед. ×103 SSC"A (боковое светорассеяние), усл. ед. ×103

Таблица 2. Средняя интенсивность флуоресценции LysoTracker Green DND26 и аутофлуоресценции на длине волны
530 нм в МСК на ранних и поздних пассажах при длительном культивировании в условиях с различным содержанием
кислорода, проточная цитофлуориметрия. Данные представлены как M ± SD, n ≥ 5, *,# p ≤ 0,05 (* – сравнение с клетка"
ми, культивируемыми при 20% О2, 

# – сравнение с клетками p3"5)

Уровень кислорода
Пассажи

p3"5

p21"25

Пассажи

p3"5

p21"25

20%

397,6 ± 44,1

782,8 ± 75,8#

5%

292,6 ± 58,9*

640,3 ± 78,1*,#

20%

10 ± 0,5

15 ± 0,6#

5%

8 ± 0,8*

14 ± 0,5#

Уровень кислорода

LysoTracker Green DND26, усл. ед. ×103 Аутофлуоресценция, усл. ед. ×103
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культуры с характерными морфофункциональ"
ными модификациями, включая понижение
жизнеспособности, увеличение размера, грану"
лярности, аутофлуоресценции и уровня флуорес"
ценции LysoTracker Green DND"26. Несмотря на
то, что сенесцентные клетки могут проявлять ус"
тойчивость к апоптозу [7, 29], некоторое сниже"
ние жизнеспособности при длительном культи"
вировании является для них характерным приз"
наком. При этом данные о влиянии пониженно"
го содержания кислорода на процессы апоптоза в
МСК противоречивы. Показано, что МСК, вы"
деленные из костного мозга, сохраняют одинако"
вую жизнеспособность при постоянном культи"
вировании в условиях 20% и 2–3% О2 [30, 31]. Од"
нако большинство исследователей сходятся во
мнении, что физиологическая гипоксия повы"
шает жизнеспособность МСК [32–34]. Клетки,
культивируемые при атмосферном уровне кисло"
рода, более подвержены повреждению ДНК, чем
клетки, культивируемые при пониженной окси"
генации. Исследователи предполагают связь дан"
ного эффекта с уровнем внутриклеточных актив"
ных форм кислорода (АФК) [34, 35].

Снижение содержания кислорода в среде
культивирования, вероятно, позволяет снизить
скорость появления дефектных структур, возни"
кающих вследствие оксидативных поврежде"
ний. Культивирование МСК при 5% О2 вызыва"
ло снижение детектируемой флуоресценции
LysoTracker Green DND"26. В этом случае общий
объем кислых лизосомальных включений может
косвенно указывать на количество поврежден"
ных внутриклеточных структур. В настоящее
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Рис. 4. Тепловая карта относительной экспрессии генов,
ассоциированных с аутофагическими процессами. Рас"
сматривается влияние физиологической гипоксии (5% О2

vs 20% O2) на ранних и поздних пассажах и влияние репли"
кативного старения (p21"25 vs p2"5) при культивировании
МСК в условиях различной оксигенации. (С цветным ва"
риантом рисунка можно ознакомиться в электронной вер"
сии статьи на сайте: http://sciencejournals.ru/journal/
biokhsm/)

Рис. 5. Изменение экспрессии генов, ассоциированных с
аутофагическими процессами, в сенесцентных МСК отно"
сительно клеток на ранних пассажах. Представлены гены,
экспрессия которых значимо изменилась (p ≤ 0,05) более
чем в 2 раза
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время считается, что старение приводит к сни"
жению общей способности клеток к деградации
и сопровождается общим снижением активнос"
ти протеасом и лизосом [36]. При этом количест"
во и размер лизосом у большинства клеток уве"
личивается с возрастом [37, 38]. В сенесцентных
лизосомах наблюдается накопление неразлагае"
мого материала, который состоит из окисленных
макромолекул, подвергнутых вторичным моди"
фикациям, что делает их менее восприимчивы"
ми к действию кислых гидролаз. Эти посттранс"
ляционные модификации включают перекисное
окисление липидов и карбонилирование белков.

Основным примером является способный к
аутофлуоресценции липофусцин, также извест"
ный как возрастной пигмент, который исполь"
зуется в качестве маркера старения [39]. В на"
шей работе показано значительное увеличение
аутофлуоресценции МСК на поздних пассажах,
что свидетельствует, в первую очередь, о накоп"
лении липофусцина. Данный пигмент старения
преимущественно накапливается внутри лизо"
сом и его образование ускоряется реакциями
Фентона, которые происходят внутри этих орга"
нелл в ответ на окислительный стресс. Вероят"
но, повышенное накопление липофусцина в ли"
зосоме может изменить его деградационную
функцию [40]. Стоит отметить, что органеллы с
липофусцином при этом остаются кислыми, ту"
да даже продолжают поступать гидролитические
ферменты, хотя свои функции по расщеплению
уже не выполняют. Нарушение работы лизосом
ведет к накоплению «неправильных» белков и
целых клеточных структур вроде дефектных ми"
тохондрий. Недостаточность аутофагии приво"
дит к интенсификации процессов старения [40].
Таким образом, детектируемое увеличение флу"
оресценции зонда LysoTracker Green DND"26,
аутофлуоресценции и повышение вакуолизации
цитоплазмы может быть доказательством увели"
чения количества и размеров лизосомальных
включений. Тем не менее, большинство из них,
вероятно, не способны в полной мере выпол"
нять утилизирующую функцию, а отсутствие
клеточных делений не позволяет уменьшить их
количество на клетку.

Отсутствие клеточных делений не приводит
к остановке роста клетки, что и обуславливает
увеличение среднего размера МСК на поздних
пассажах. При этом сенесцентные клетки спо"
собны сохранять жизнеспособность и функцио"
нальную активность довольно долго, не запус"
кая апоптотические каскады и продолжая уве"
личиваться в размерах и накапливать широкий
спектр различных цитоплазматических включе"
ний [7, 29, 41]. Сходные данные об изменениях
морфологии при клеточном старении были по"

лучены и в других исследованиях МСК, выде"
ленных из жировой ткани [42]. Значимое сни"
жение среднего размера клеток при физиологи"
ческой гипоксии на ранних пассажах, вероятно,
связано с повышенной пролиферативной ак"
тивностью, что было продемонстрировано нами
и другими авторами ранее [34, 43].

Необходимо отметить, что в работе была изу"
чена экспрессия ряда генов, многие из которых
участвуют не только в аутофагии, но и в широ"
ком спектре других внутриклеточных процессов.
Обнаруженные изменения экспрессии указыва"
ют на активацию аутофагии. Важным является
снижение уровня мРНК IGF1 (Insulin"like growth
factor 1). Известно, что ингибирование сигналь"
ного пути IGF1 увеличивает продолжительность
жизни, защищает от нейродегенерации и рас"
сматривается как потенциальная терапевтичес"
кая мишень [44]. Обнаружено, что пониженная
экспрессия IGF1 защищает сенесцентные МСК
через активацию аутофагии, увеличивая, тем са"
мым, выживаемость клеток после транспланта"
ции в очаг инфаркта миокарда [45].

В клетках поздних пассажей было также об"
наружено увеличение транскрипта TP53 (tumor"
protein p53), который в ядре осуществляет конт"
роль генов, участвующих в отрицательной регу"
ляции mTORС1 и запускающих аутофагию [46].
Y. Ma et al. показали, что аутофагия играет важ"
ную роль в поддержании МСК при старении и
отметили, что аутофагический контроль может
частично защитить от проявления возрастных
признаков МСК посредством регуляции ROS"
p53 [11]. В ряде работ продемонстрирована ак"
тивация аутофагии, когда МСК входят в состоя"
ние репликативного старения [14]. Подавление
p53 приводило к снижению преобразования
LC3"I до LC3"II и увеличению экспрессии
mTOR, показывая, что он представляет собой
критический триггер для активации аутофагии в
культивируемых МСК [47].

Еще одним фактором, способным активиро"
вать аутофагию, является трансформирующий
фактор роста"β (TGFB1). TGF"β стимулирует син"
тез коллагена типа Iα2 и фибронектина в мио"
фибробластах предсердий человека (hATMyofbs),
и это сопровождается увеличением аутофаги"
ческой активности. Ингибирование аутофагии
или нокаут ATG7 и ATG5 снижало фиброзный
эффект TGF"β1, что подтверждает тесную взаи"
мосвязь процесса дифференцировки и аутофа"
гии [48].

HTT (huntingtin), кодирующий белок гентинк"
тин, который, по"видимому, играет несколько
ролей в регулировании динамики аутофагии,
также был более экспрессирован в сенесцент"
ных МСК. Взаимодействуя с моторным белком
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микротрубочек динеином, Htt участвует в
транспортировке аутофагосом вдоль микротру"
бочек. Кроме того, показано, что Htt после
посттрансляционной модификации может
участвовать в регуляции аутофагии, так как при"
сутствие в клетке укороченной формы Htt ассо"
циируется с повышением уровня LC3"II и со"
провождается увеличением аутофагии [49].

В МСК при репликативном старении увели"
чивалась транскрипция гена BCL2L1 (BCL2"like
1) антиапоптотического белка Bcl"xl. Участие
этого белка показано не только в апоптотичес"
ком процессе, но и аутофагии [50]. Длительное
культивирование МСК приводило к увеличе"
нию экспрессии гена FADD (Fas (TNFRSF6)"
associated via death domain). Кроме участия в
апоптозе, FADD также играет роль в других про"
цессах, включая пролиферацию клеток и регу"
ляцию клеточного цикла. В эксперименте с нор"
мальными эпителиальными клетками, экспрес"
сирующими FADD, в ответ на провоспалитель"
ную активацию, было показано присутствие в
цитоплазме многочисленных мембраносвязан"
ных везикул, характерных для аутофагии, при
этом детектировалась агрегация LC3 в ответ на
FADD"DD, которая начиналась до проявления
морфологических признаков гибели клеток [51].

Анализируя группу генов, относящихся к
процессам инициации аутофагии, следует отме"
тить повышенную транскрипцию генов ATG9A
(ATG9 autophagy related 9 homolog A) и ULK1
(Unc"51"like kinase 1) в культурах МСК 21–24
пассажа. В клетках млекопитающих Atg9a"со"
держащая везикула участвует в доставке к месту
инициации или фагофору и контролируется
комплексом ULK1/2, являющимся первым ини"
циирующим сборку омегасомы событием [52].

Наряду с увеличенной экспрессией генов ре"
гуляции и инициации аутофагии, культивирова"
ние МСК до репликативного старения вызывало
увеличение мРНК гена CLN3 (сeroid"lipofusci"
nosis, neuronal 3), входящего в группу созревания
аутофагосом. Подтверждено, что белок CLN3
присутствует в аутофагосомах и аутолизосомах, и
потеря его функциональной активности тормозит
созревание деградационных аутолизосом [53].

Длительное культивирование увеличивало
транскрипцию GABARAPL1 (gamma"aminobutyric
acid receptor"associated protein " like 1), кодирую"
щего убиквитин"подобный модификатор. Этот
высококонсервативный белок участвует в обра"
зовании аутофагосомальных вакуолей на позд"
ней стадии созревания. При сниженной продук"
ции данного белка процессы аутофагии ослабе"
вают, а количество лизосом уменьшается [54].

В стареющих МСК отмечался повышенный
уровень мРНК генов лизосомальных фермен"

тов, таких как CTSD (сathepsin D) и GAA (glucosi"
dase, alpha; acid). Показано, что высокая
экспрессия CatD в клетках HeLa значительно
активировала аутофагию. Предполагают, что
CatD может функционировать как антиапопто"
тический медиатор, вызывая аутофагию при
клеточном стрессе [55].

Транскрипция гена фермента тканевой тран"
сглутаминазы 2 (TGM2) в сенесцентных МСК
была снижена. Известно, что этот фермент на"
капливается до высоких уровней в клетках в
стрессовых условиях. Однако отмечается, что
отсутствие экспрессии трансглутаминазы 2 как
in vivo, так и in vitro приводит к накоплению LC3
II на преаутофагических везикулах, что указыва"
ет на заметную индукцию аутофагии [56].

Таким образом, проведенное исследование
позволило выявить изменения в регуляции ау"
тофагии на транскрипционном уровне при реп"
ликативном старении МСК. Показана модифи"
кация экспрессии ряда генов, которая может
указывать на усиление деградационной актив"
ности клетки. Отмечено увеличение объема ли"
зосомального компартмента. Отсутствие проли"
ферации не позволяет уменьшить количество
поврежденных и неразлагаемых структур путем
их разделения между дочерними клетками. В
этом случае активация транскрипционных ме"
ханизмов, запускающих аутофагию, выглядит
логичным шагом. Обнаружено изменение
экспрессии генов, ассоциированных с ростом
аутофагосомной мембраны, созреванием ауто"
фагосом и регуляцией аутофагии. Однако в се"
несцентных клетках рост количества повреж"
денных структур происходит быстрее, чем их
деградация. Использование для культивирова"
ния физиологической гипоксии позволяло сни"
зить количество лизосом, что может быть ассо"
циировано с уменьшением внутриклеточных
повреждений. Тем не менее на транскрипцион"
ном уровне значительных модификаций обна"
ружено не было. Длительное культивирование
МСК в условиях с различным содержанием кис"
лорода приводит к однотипным изменениям
экспрессии генов, ассоциированных с аутофа"
гией.
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Cell senescence leads to a number of changes in the properties of mesenchymal stromal cells (MSCs). In particular,
the number of damaged structures is increased producing negative effect on intracellular processes. Elimination of the
damaged molecules and organelles occurs via autophagy that can be important in the context of aging. Cultivation
under low oxygen level can be used as an approach for enhancement of MSC therapeutic properties and “slowing
down” cell senescence. The goal of this work was to study some morphological and functional characteristics and
expression of autophagy"associated genes during replicative senescence of MSCs under different oxygen concentra"
tion. The study revealed changes in the regulation of autophagy at the transcriptional level. Upregulation of the
expression of autophagosome membrane growth genes ATG9A and ULK1, of the autophagosome maturation genes
CTSD, CLN3, GAA, and GABARAPL1, of the autophagy regulation genes TP53, TGFB1, BCL2L1, FADD, and HTT
was shown. These changes were accompanied by downregulation of IGF1 and TGM2 expression. Increase of the lyso"
somal compartment volume was observed in the senescent MSCs that also indicated increase of their degradation
activity. The number of lysosomes was decreased following prolonged cultivation under low oxygen concentration
(5%). The replicative senescence of MSCs under conditions of different oxygen levels led to the similar modifications
in the expression of the autophagy"associated genes. 
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