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Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК), а также их искусственные аналоги индуцированные плюрипо-
тентные стволовые клетки (ИПСК) являются предшественниками всех типов клеток взрослого организ-
ма. По этой причине они представляют собой неиссякаемый клеточный источник для регенеративной ме-
дицины. Однако успешное применение ЭСК и ИПСК в клинике сопряжено с риском образования тера-
томы после трансплантации их дифференцированных продуктов. Как правило, онкогенный потенциал
связан с тем, что в популяции зрелых клеток сохраняются плюрипотентные клетки, устойчивые к диффе-
ренцировке. Эти дефектные клетки по каким-то причинам не смогли выйти из состояния плюрипотент-
ности in vitro при действии митогенных стимулов и остались недифференцированными. В эмбриогенезе
существуют особые механизмы устранения непригодных для развития зародыша клеток, которые массив-
но запускаются перед гаструляцией – начальным этапом дифференцировки клеток в зародышевые лист-
ки. Известно, что до момента имплантации критическую роль в формировании эмбриона играет аутофа-
гия, которую можно рассматривать как одну из главных клеточных стратегий, направленных на масштаб-
ную перестройку внутриклеточного материала после оплодотворения. Если предположить, что процесс
внутриклеточной реорганизации зародышевых клеток прошел неэффективно, то такие клетки будут
иметь дефектный протеостаз, что отразится на их дифференцировочном потенциале. По этой причине
высокий уровень апоптоза, наблюдаемый перед гаструляцией в эмбриогенезе, связан с устранением му-
тантных клеток, не пригодных для дифференцировки. Поврежденные клетки маркируются активирован-
ным белком р53, что свидетельствует о р53-зависимых механизмах элиминации. И, по всей видимости,
механизм активации р53 связан с нарушением клеточного протеостаза, в основе которого лежит аутофа-
гия. Таким образом, целью настоящего обзора является исследование роли р53-зависимой аутофагии в
определении дальнейшей судьбы плюрипотентных клеток: индукция клеточной гибели и (или) резистент-
ность к дифференцировке. Мы показали, что белок р53 находится в очень тесной взаимосвязи с аутофа-
гией и при наличии дефектного протеостаза достаточно эффективно переводит процесс аутофагии на путь
индуцируемой клеточной гибели в плюрипотентных клетках.
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Механизмы, обеспечивающие качественный
контроль внутриклеточного содержимого, являются
критичными в процессе эмбрионального развития
и, соответственно, должны быть высокоэффектив-
ными в эмбриональных стволовых клетках (ЭСК),
из которых образуются все типы тканей взрослого
организма. Недавно было показано, что дефектные
зародышевые стволовые клетки в эмбриогенезе
устраняются из популяции по механизму “конку-
рентного преимущества” (Sancho et al., 2013). Кле-

точная конкуренция – это тип межклеточного взаи-
модействия, впервые изученный у Drosophila, у кото-
рых сосуществование двух клеточных популяций с
различными метаболическими свойствами или
уровнем пролиферации приводит к экспансии более
сильной популяции за счет слабой (Moreno et al.,
2002). Предполагается, что процесс распознавания и
устранения дефектных, неправильно сформирован-
ных или аномальных клеток играет важную роль в
гомеостазе тканей, контроле размеров органов и в
поддержании популяции стволовых клеток (Levayer,
Moreno, 2013).

У эмбрионов мыши перед началом этапа гастру-
ляции наблюдается высокая апоптотическая гибель
клеток (Manova et al., 1998; Spruce et al., 2010). К тому
же с началом дифференцировки эмбрион становит-

Принятые сокращения: ИПСК – индуцированные плюрипо-
тентные стволовые клетки; ЭСК – эмбриональные стволовые
клетки; АДФ и АМФ – аденозинди- и аденозинмонофосфат
соответственно; АМФК – АМФ-активируемая протеинкина-
за; mTOR – мишень рапамицина млекопитающих (mammalian
target of rapamycin).
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ся гиперчувствительным к повреждению ДНК, вы-
званному облучением в низких дозах (Heyer et al.,
2000). Все это свидетельствует о том, что на данном
этапе эмбриогенеза может осуществляться тщатель-
ный контроль пригодности клеток, направляющих-
ся на дифференцировку (Sancho et al., 2013). Так, на-
пример, в процессе развития зародыша эмбриональ-
ные клетки, имеющие дефекты в сигнальном пути
BMP, в процессе аутофагии или являющиеся полип-
лоидными, элиминируются из популяции на стадии
гаструляции по механизму программируемой кле-
точной гибели и только в присутствии нормальных
клеток (Sancho et al., 2013).

Основной механизм элиминации дефектных кле-
ток, входящих в дифференцировку – ингибирова-
ние сигнального пути киназы mTOR (Bowling et al.,
2018). Путь mTOR активируется при действии росто-
вых факторов, а также в условиях достаточного ко-
личества аминокислот в среде, и, соответственно,
стимулирует анаболические процессы в клетке –
белковый синтез и клеточный рост. Делеция гена
mtor приводит к гибели эмбриона сразу же после им-
плантации в стенку матки, что свидетельствует о
критической роли пути mTOR в процессе дифферен-
цировки (Gangloff et al., 2004; Murakami et al., 2004).
До стадии имплантации эмбриона, когда начинается
дифференцировка в направлении трех зародышевых
листков, активность mTOR не является критичной,
и образование ЭСК (клеток, выделенных из внут-
ренней клеточной массы бластоцисты) происходит в
отсутствии функциональной активности этого пути.
В это время в клетках высоко активна аутофагия – ан-
тагонистичный по отношению к mTOR сигнальный
путь, позволяющий осуществлять масштабную реор-
ганизацию внутриклеточных компонентов оплодо-
творенного ооцита при переходе к эмбриогенезу (Tsu-
kamoto et al., 2008). Учитывая, что время раннего эм-
брионального развития является достаточно
быстрым и деградация белков с помощью убикви-
тинпротеасомной системы за столь короткое время
неэффективна, то именно аутофагия играет на этом
этапе эмбрионального развития ключевую роль. Ес-
ли процесс аутофагии будет не полным, то недегра-
дированные внутриклеточные компоненты могут
препятствовать дальнейшему развитию эмбриона.

Известно, что различные нарушения во внутри-
клеточных процессах неизбежно сопровождаются
активацией белка р53 – главного “защитника гено-
ма” клеток, так как он эффективно удаляет аномаль-
ные клетки из популяции. Следовательно, дефект-
ные стволовые клетки, возникающие в эмбриогене-
зе, маркируются функционально-активным белком
р53, что приводит к их последующей элиминации и,
таким образом, предотвращается их дифференци-
ровка и включение в будущую ткань (Bowling et al.,
2018). Тем не менее, не совсем ясен механизм акти-
вации белка р53 в мутантных клетках и его согласо-
вание с сигнальным каскадом mTOR. По всей види-
мости, природа этой активации может быть связана
с нарушениями в процессе аутофагии, когда дегра-

дация внутриклеточных компонентов при переходе
от материнского типа экспрессии генов к зиготиче-
скому полностью не завершена, и путь mTOR в ответ
на дифференцировочные стимулы активироваться
не может, так как активная аутофагия его супресси-
рует. В этом случае происходит стимуляция белка
р53, который устраняет мутантные клетки. Однако
каким образом этапы аутофагии функционально
скоординированы с активностью р53 в плюрипо-
тентных клетках, до сих пор до конца неясно.

Чтобы исследовать этот вопрос, в настоящем об-
зоре были поставлены следующие задачи: рассмот-
реть общие клеточные механизмы, вовлекающие р53
в регуляцию аутофагии; определить, каким образом
они реализуются в клетках, обладающих плюрипо-
тентными свойствами и высоким уровнем пролифе-
рации; показать, что тесная сопряженность белка
р53 с процессом аутофагии может быть основой для
использования ее в качестве фармакологической
мишени для элиминации дефектных плюрипотент-
ных клеток из популяции.

ИЗВЕСТНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
ВОВЛЕЧЕННОСТИ p53 В РЕГУЛЯЦИЮ 

АУТОФАГИИ В КЛЕТКАХ
Белок p53 является мультифункциональным, так

как он играет ключевую роль в клеточном ответе на
повреждение ДНК при действии различных стресс-
факторов (гипоксия, ионизирующее излучение, вы-
сокая концентрация NO и др.) и, соответственно,
участвует в координации множества сигнальных пу-
тей для формирования общего ответа клеток на не-
благоприятный стимул. Как транскрипционный
фактор, р53 активирует и репрессирует многочислен-
ные гены-мишени, что в результате приводит к оста-
новке прогрессии клеток в контрольных точках кле-
точного цикла (G1/S, S, G2/M) и позволяет устра-
нить генотоксические нарушения с помощью
репарации, или индуцировать программируемую
клеточную гибель при наличии обширных повре-
ждений (Speidel, 2015).

По этой причине сигнальные р53-зависимые ме-
ханизмы являются одной из главных клеточных
стратегий подавления опухолевой трансформации,
однако до сих пор так и остаются до конца не рас-
крытыми. Для глубокого понимания биологии
функционирования р53 был проведен глобальный
анализ транскрипционных сетей, регулируемых этим
белком, в эмбриональных фибробластах мыши в от-
вет на повреждение ДНК (Kenzelmann et al., 2013). В
результате среди прямых мишеней р53 было иденти-
фицировано множество генов, белковые продукты
которых участвуют в аутофагии.

Аутофагия – консервативный механизм, направ-
ленный на избавление от дисфункциональных орга-
нелл и внутриклеточных компонентов, а также на
сохранение жизнеспособности клеток при неблаго-
приятных энергетических условиях (Parzych, Klion-
sky, 2014). Соответственно к основным факторам,
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инициирующим аутофагию в клетках, можно отне-
сти голодание, наличие в цитоплазме поврежденных
органелл, частично денатурированных белков и их
агрегатов. В результате предназначенный для утили-
зации внутриклеточный материал секвестрируется
двумембранным компартментом – аутофагосомой.
Далее аутофагосома сливается с лизосомой и форми-
руется аутофаголизосома, в которой происходит дегра-
дация содержимого. Как правило, запуск аутофагии
сопровождается активацией аденозинмонофосфат-за-
висимой киназой (АМФК), которая функционирует в
виде гетеродимеров, состоящих из каталитических
α-субъединиц и регуляторных субъединиц β и γ. В
условиях недостаточного количества питательных
веществ молекула АТФ не может конкурентно инги-
бировать связывание АМФ и АДФ с γ-субъедини-
цей, что приводит к аллостерической активации ки-
назы, которая функционирует, соответственно, в
виде внутриклеточного сенсора уровней аденозин-
фосфатов (АМФ/АТФ и АДФ/АТФ). Дополнитель-
но активность АМФК регулируется ключевым фос-
форилированием по треонину 172 α-субъединицы,
осуществляемым, по крайней мере, тремя киназами,
среди которых стоит отметить хорошо изученное
взаимодействие с белком LKB (Hardie et al., 2016).
При активации АМФК сигнальный путь mTOR ин-
гибируется, в свою очередь при активации mTOR
происходит подавление аутофагии. Главный меха-
низм взаимного антагонизма этих сигнальных путей
осуществляется через киназу Ulk1, на которой схо-
дятся сигналы, идущие от белков АМФК и mTOR, и
в результате формируется общий метаболический
ответ клетки. Белок mTOR прямо ингибирует киназу
Ulk1 и запускает анаболические процессы в клетке,
в то время как АМФК активирует Ulk1, что сопро-
вождается диссоциацией Ulk1 от ее комплекса с
mTOR, и индуцируется клеточный катаболизм.

Таким образом, канонический путь запуска ауто-
фагии происходит через активацию сигнального пу-
ти АМФК/Ulk1, что сопровождается ингибировани-
ем mTOR и подавлением процессов клеточного син-
теза. Соответственно можно предположить, что
остальные регуляторы аутофагии, которые вовлека-
ются в этот процесс в ответ на различные стресс-сти-
мулы, должны находиться в тесном взаимодействии
с сигнальным модулем АМФК/Ulk1/mTOR. Соглас-
но многочисленным данным литературы, добавле-
ние активаторов АМФК в среду для культивирова-
ния приводит к фосфорилированию р53 по серину
15, что свидетельствует о наличие прямого или опо-
средованного взаимодействия между АМФК и р53
(Kim et al., 2016). Как оказалось, АМФК может пря-
мо фосфорилировать р53 по серину 15 в эмбриональ-
ных фибробластах мыши, что приводит к его стабили-
зации и активации и последующему формированию
блока клеточного цикла в условиях пониженного со-
держания глюкозы в среде (Jones et al., 2005). Таким
образом, можно предположить, что АМФК-зависи-
мая активация р53 является ключевым условием,

при котором р53 вовлекается в процесс аутофагии в
клетках.

В настоящее время известно, что р53 регулирует
аутофагию посредством двух механизмов в зависи-
мости от своей локализации в клетке: ядерной или
цитоплазматической. Ядерный пул р53 функциони-
рует в виде транскрипционного фактора и стимули-
рует аутофагию через запуск экспрессии своих ге-
нов-мишеней. Так, р53 активирует транскрипцию
субъединиц β1 и β2 киназы АМФК, что свидетель-
ствует о существовании положительной обратной
связи между р53 и АМФК (Feng et al., 2007). Во-вто-
рых, р53 индуцирует экспрессию генов Sestrin1 и Se-
strin2, гиперэкспрессия которых понижает уровень
фосфорилированной формы белка p70S6K –
одной из главных мишеней киназы mTOR, и, следо-
вательно, ингибирует путь mTOR (Budanov, Karin,
2008). В-третьих, p53 активирует транскрипцию гена
dram1, который кодирует лизосомальный белок,
участвующий в процессе слияния аутофагосом с ли-
зосомами на этапе образования аутофаголизосом
(Crighton, 2006). Недавно киназа Ulk1 и модулятор
аутофагии ISG20L1 были также идентифицированы
как прямые мишени p53 в клетках человека (Eby
et al., 2010; Gao et al. 2011). Таким образом, р53 во-
влекается в регуляцию аутофагию посредством
АМФК-зависимой активации и в виде транскрип-
ционного фактора индуцирует экспрессию коровых
генов аутофагии. Поскольку основная деятельность
р53 в клетке заключается в формировании апоптоти-
ческого ответа, то логично предположить, что уча-
стие р53 в регуляции аутофагии напрямую связано с
этой функцией. Так, уровень апоптоза в ответ на
действие доксорубицина в фибробластах мыши с де-
лецией аутофагического гена ATG5 был значительно
слабее чем в контрольных клетках (Kenzelmann Broz
et al., 2013). Авторы утверждают, что в контексте ак-
тивации белка p53 аутофагия способствует не выжи-
ванию клетки, а эффективному p53-зависимому
апоптозу и, как следствие, подавлению клеточной
трансформации.

Второй механизм, с помощью которого р53 во-
влекается в регуляцию аутофагии, обусловлен цито-
плазматическим характером локализации р53 в
клетках и функционально противоположен перво-
му. Не совсем понятна природа активации р53 в
этом случае, но цитоплазматический р53 ингибирует
аутофагию, что было косвенно продемонстрировано
на различных модельных системах. В частности, бы-
ло показано, что инактивация p53 в клетках мыши,
нематоды и человека путем нокаута, РНК-интерфе-
ренции или фармакологического воздействия инду-
цирует аутофагию (Tasdemir, 2008). Кроме того, бы-
ло показано, что мутантный р53, который не спосо-
бен взаимодействовать с ДНК и локализован в
цитоплазме, ингибирует аутофагию в раковых клет-
ках (Morselli, 2008). Несмотря на установленную
роль цитоплазматического пула р53 в ингибирова-
нии аутофагии, сам механизм еще недостаточно изу-
чен и требует дальнейших исследований.
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Таким образом, аутофагия как стратегия клеточ-
ного выживания при неблагоприятных условиях мо-
жет быть использована как один из путей клеточной
гибели, который требует участия белка р53. Соответ-
ственно киназа АМФК функционирует как метабо-
лический сенсор в определении дальнейшей судьбы
мутантных клеток посредством активации p53, свя-
зывая сигналы анти- и про-клеточной гибели. Сле-
довательно, регуляция активностей белков р53 и
АМФК обеспечивает баланс между жизнеспособно-
стью и гибелью клеток посредством активации ауто-
фагии (рис. 1).

АУТОФАГИЯ В ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ КЛЕТКАХ
Аутофагия массивно индуцируется практически

сразу же после оплодотворения (Tsukamoto et al.,
2008). В это время материнские белки и органеллы
быстро разлагаются и замещаются белками, проис-
ходящими из зародышевого генома, и оплодотво-
ренный ооцит претерпевает крупномасштабную
внутриклеточную перестройку или процесс так на-
зываемого перехода транскриптов от материнских к
зиготическим (Schier, 2007). Соответственно, аутофа-
гия позволяет провести обширную реорганизацию

внутреннего содержимого клетки, образуя достаточ-
ное количество аминокислот для вновь синтезиро-
ванных белков. В процессе эмбриогенеза аутофагия
временно подавляется на поздней стадии однокле-
точного бластомера и далее вновь активируется. В
результате клетки ВКМ (внутренняя клеточная мас-
са), из которой получают ЭСК и которые являются
предшественниками всех типов клеток взрослого
организма, имеют высокий уровень аутофагической
активности, которая тесно сопряженa с недиффе-
ренцированным состоянием клеток. Ключевая роль
аутофагии в поддержании плюрипотентности под-
тверждена результатами исследований по репро-
граммированию соматических клеток в индуциро-
ванные плюрипотентные стволовые клетки (ИПСК).
Так, значительная активация аутофагии необходима
на ранних стадиях получения ИПСК, что позволяет
утилизовать внутриклеточные компоненты взрос-
лых клеток и запустить синтез протеома, характер-
ного для недифференцированного состояния (Wang
et al., 2013).

Как уже было сказано выше, в основе канониче-
ской индукции аутофагии лежит сигнальный каскад
АМФК/Ulk1/mTOR. В процессе эмбриогенеза акти-

Рис. 1. Общая схема р53-зависимой регуляции аутофагии в клетках. При действии стресс-факторов (ДНК-повреждающие
агенты, окислительный стресс, гипоксия и др.) активируется белок р53, который посредством АМФК-зависимого фосфори-
лирования вовлекается в регуляцию аутофагии: р53 транслоцируется в ядро, запуская экспрессию генов, белковые продукты
которых участвуют в аутофагии. С одной стороны, р53 активирует аутофагические гены ampkb1, sesn1, sesn2, tsc2, которые уси-
ливают аутофагический ответ клетки, поддерживая активацию сигнального пути АМФK/Ulk1. С другой стороны, р53 акти-
вирует аутофагический ген dram1, белковый продукт которого совместно с белками bax, puma, noxa, может быть главным пе-
реключателем аутофагического ответа клетки с выживания на апоптоз.
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вация пути mTOR является критичной на стадии га-
струляции, соответственно, до этого момента актив-
ность АМФК/Ulk1 имеет ключевое значение в клет-
ках эмбриона и, таким образом, превалирует в
плюрипотентных клетках. Например, белок Ulk1, а
также белки ATG13, FIP200, и ATG101, составляю-
щие с киназой Ulk1 комплекс и участвующие в ини-
циации аутофагии, транскрибируются на высоком
уровне в плюрипотентных клетках по сравнению с
фибробластами (Gong et al., 2018). Нокаут Ulk1 в
ЭСК мыши резко снижает уровень аутофагической
активности и приводит к ослаблению недифферен-
цированного состояния клеток, уменьшая экспрес-
сию маркеров плюрипотентности Oct4, Sox2, Nanog
(Gong et al., 2018). Активность Ulk1 инициируется и
поддерживается рядом АМФК-зависимых фосфо-
рилирований.

Таким образом, конститутивная активация Ulk1 с
помощью АМФК может быть одним из ключевых
внутриклеточных механизмов, регулирующих кле-
точную идентичность плюрипотентных клеток. Это
предположение было подтверждено результатами,
полученными на линии ЭСК мыши с эндогенной
активацией локуса ulk1 (Suvorova et al., 2019). Инду-
цибельная транскрипция гена ulk1 приводит к по-
следующему накоплению белка и его фосфорилиро-
ванию по серинам 555 и 317 киназой АМФК, что со-
провождается увеличением уровня экспрессии
маркеров плюрипотентности Oct4, Sox2, Nanog,
Klf4. Следовательно, активация сигнального пути
АМФК/Ulk1 и ингибирование пути mTOR являются
чувствительными точками во внутриклеточной сиг-
нализации ЭСК, поддерживающей их плюрипо-
тентность и индуцирующей дифференцировку.

Последние данные, полученные на основе геном-
ного скрининга нокаутных ЭСК человека с помо-
щью технологии CRISPR/Cas9, выявили ключевую
роль белка FLCN в комитированности недифферен-
цированных клеток к дифференцировке (Mathieu et al.,
2019). Было показано, что нокаут гена flcn приводит
к резистентности клеток к дифференцировке, так
как в этих условиях путь mTOR, критичный для диф-
ференцировки, не активируется. Известно, что
FLCN является эволюционно консервативным не-
гативным регулятором киназы АМФК (Possik et al.,
2014). Поэтому нокаут flcn приводит к конститутив-
ной активации АМФК, активность которой являет-
ся ключевой в поддержании плюрипотентности кле-
ток (Possik et al., 2014). По этой причине ЭСК человека,
нокаутные по flcn, могут оставаться плюрипотентны-
ми, поскольку они сохраняют высокий уровень ауто-
фагии из-за персистентной активности АМФК/Ulk1-
зависимой аутофагии.

МЕХАНИЗМЫ ВОВЛЕЧЕННОСТИ БЕЛКА p53 
В РЕГУЛЯЦИЮ АУТОФАГИИ 

В ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ КЛЕТКАХ
Известно, что процесс дифференцировки ЭСК

сопровождается активацией белка р53 (Lin, Lin,
2017). Было показано, что р53 прямо регулирует экс-

прессию генов, ответственных за дифференцировку,
плюрипотентность и самообновление (Li et al., 2012).
Несмотря на непосредственное участие в дифферен-
цировке, мыши с делецией по этому белку являются
жизнеспособными в отличие от мышей, у которых
отсутствует активность киназы mTOR. Наличие у
мышей с делецией р53 многочисленных опухолей
свидетельствует о том, что первостепенная роль р53
в эмбриогенезе – поддержание стабильности генома
дифференцирующихся клеток.

Как уже было сказано выше, функционирование
сигнального пути АМФК/Ulk1 тесно связано с ак-
тивностью белка р53, который играет важную роль в
элиминации мутантных клеток из популяции. Мож-
но предположить, что дефектные эмбриональные
стволовые клетки в эмбриогенезе имеют высокий
уровень активации белка р53 вследствие персисти-
рующей аутофагии, опосредованной сигнальным
путем АМФК/Ulk1 (Bowling et al., 2018). В пользу
данного предположения можно привести результа-
ты, демонстрирующие, что прямой активатор кина-
зы АМФК синтетическое соединение AICAR, кото-
рый имитирует повышение уровня АМФ, приводит
к фосфорилированию белка р53 по серину 15 в ЭСК
мыши (Григораш и др., 2018). Кроме того, обработка
ЭСК мыши ресвератролом, индуктором аутофагии,
приводит к совместной активации АМФК и р53, что
свидетельствует о наличии прямого или опосредо-
ванного взаимодействия между этими белками в не-
дифференцированных клетках (Suvorova et al., 2018).
При действии ресвератрола АМФК стимулирует
р53, который далее транслоцируется в ядро и участ-
вует в активации аутофагии транскрипционно-зави-
симым способом. Так, р53 запускает экспрессию ге-
на dram1, который кодирует лизосомальный белок,
требуемый для формирования аутолизосом в про-
цессе аутофагии. Но при этом белок Dram1 также
является критическим компонентом р53-зависимо-
го апоптотического ответа, однако сам по себе он не
может запустить апоптоз. Чтобы индуцировать про-
граммируемую клеточную гибель, р53 должен акти-
вировать не только транскрипцию dram1, а также
экспрессию одного или нескольких проапоптотиче-
ских генов, чтобы в результате эти сигнальные пути
конвергировались в единый механизм индукции
апоптоза (рис. 1).

СИГНАЛЬНЫЙ МОДУЛЬ АМФК/Ulk1/p53 
КАК ПЕРСПЕКТИВНАЯ 

ФАРМАКОЛОГИЧЕСКАЯ МИШЕНЬ 
В ПОДДЕРЖАНИИ СТАБИЛЬНОЙ 

ПОПУЛЯЦИИ ПЛЮРИПОТЕНТНЫХ КЛЕТОК 
IN VITRO

Известно, что в процессе длительного культиви-
рования в популяции ЭСК накапливаются генетиче-
ские изменения (Draper et al., 2004; Baker et al., 2007;
Spits et al., 2008). Возникающие мутации являются
основной проблемой использования ЭСК на прак-
тике из-за их потенциальной онкогенности. Генети-
ческие аберрации могут появляться одновременно в
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разных хромосомных локусах в течение одного пас-
сажа и постепенно накапливаться при длительном
культивировании клеток. В то же время возникаю-
щие мутации влияют на фенотип ЭСК, что сопро-
вождается ослаблением плюрипотентности и индук-
цией спонтанной дифференцировки или, наоборот,
ослаблением потенциала дифференцировки и устой-
чивой экспрессией маркеров плюрипотентности. Эта
проблема также относится к индуцированным плю-
рипотентным клеткам человека (ИПСК), привлека-
ющим большое внимание своим потенциалом для
использования в регенеративной медицине. Следо-
вательно, для успешного использования ЭСК на
практике необходимо решить две задачи: поддержа-
ние устойчивой экспансии ЭСК in vitro и предотвра-
щение возникающих мутаций.

Различные мутации, наблюдаемые в плюрипо-
тентных клетках in vitro, а также связанные с ними
молекулярные механизмы и фенотипические харак-
теристики, уже во многом описаны. Например, ге-
нетические аберрации, часто возникающие в куль-
тивируемых ЭСК человека, связаны с повышенной
экспрессией гена Bcl2l1 и (или) мутацией в гене p53
(Amir et al., 2017). Нарушения в сигнальных путях,
связанных с этими генами, делают клетки более
устойчивыми к стрессу и приводят к преимуще-
ственному выживанию мутантных ЭСК и последую-
щей замене нормальных клеток во время последую-
щих пассажей. Стоит отметить, что те же самые ме-
ханизмы используются опухолевыми клетками для
выживания.

Белки семейства Bcl2 являются ключевыми меди-
аторами клеточного ответа на стресс. Они подразде-
ляются на три группы в зависимости от состава доме-
на гомологии Bcl-2 (BH) и их функции: антиапопто-
тические многодоменные белки (домены BH1–BH4),
проапоптотические многодоменные белки (домены
BH1–BH3) и проапоптотические однодоменные
(только BH3). Члены семейства Bcl-2, способствую-
щие клеточному выживанию, противодействуют
апоптозу путем секвестрирования доменов BH3
проапоптотических белков. Таким образом, относи-
тельное количество тех или иных про- и антиапопто-
тических белков Bcl-2 определяет судьбу клеток: вы-
живание или гибель. Белок р53 связывается с члена-
ми семейства Bcl-2 и запускает независимый от
транскрипции апоптоз. Соответственно при мута-
ции р53 активность антиапоптотических белков се-
мейства Bcl-2 является высокой и способствует вы-
живаемости дефектных клеток. Чтобы элиминиро-
вать из популяции клетки, несущие мутации белка
р53, были разработаны такие фармакологические
препараты как миметики BH3. Миметики BH3 свя-
зываются с мотивом BH3 антиапоптотических бел-
ков семейства Bcl-2 и ингибируют таким образом их
активность, восстанавливая апоптотический ответ в
клетке.

Так как ЭСК имеют высокий уровень аутофагии,
то логично предположить, что манипулирование
этим чувствительным процессом является хорошим

инструментом в регуляции клеточного поведения. В
настоящее время использование миметиков BH3,
вызывающих гибель клеток в результате активации
аутофагии, является одной из основных стратегий
элиминации мутантных ЭСК из популяции in vitro
(Cho et al., 2018). Дело в том, что если р53 как ключе-
вой активатор аутофагии играет критичную роль в
поддержании плюрипотентности, то клетки с му-
тантным р53 будут терять свой недифференцирован-
ный статус. Согласно последним данным плюрипо-
тентные клетки в отличие от соматических клеток
демонстрируют различную степень восприимчиво-
сти к использованию миметиков BH3, что создает
возможность элиминировать уходящие в дифферен-
цировку р53-мутантные клетки из популяции, не за-
трагивая нормальные ЭСК (Garcia et al., 2016). Пред-
полагают, что эффективность действия того или
иного миметика BH3 определяется уровнем аутофа-
гии в клетках. Так как ЭСК имеют высокий уровень
аутофагии, то логично предположить, что манипу-
лирование этим чувствительным процессом через
миметики BH3 является хорошим инструментом в
регуляции клеточного поведения.

Один из механизмов такой элиминации – воз-
действие на комплекс между аутофагическим бел-
ком Beclin1 и антиапоптотическим белком семей-
ства Bcl-2. При нормальных условиях Bcl-2 ингиби-
рует Beclin1. Так как Beclin1 является мишенью
киназы Ulk1, и, соответственно, без Ulk1-зависимо-
го фосфорилирующего белка Beclin1 невозможна
сборка пре-аутофагических мембран – затравки для
формирования аутофагических вакуолей аутофаго-
сом. Поскольку миметики BH3 действуют на ком-
плекс Bcl-2/Beclin1, то, соответственно, затрагива-
ются механизмы, связанные с аутофагией. Напри-
мер, миметики BH3 (ABT-737 и HA14-1) разрушают
комплекс Bcl-2/Beclin1 и активируют различные
проаутофагические пути посредством активации
АМФК и ингибирования mTOR (Malik et al., 2011).
Активация АМФК/Ulk1 и ингибирование пути
mTOR являются чувствительными точками в под-
держании клеточной плюрипотентности и тесно
связаны с активностью р53, которая играет важную
роль в элиминации мутантных клеток. Как уже было
сказано выше, активность пути АМФК/Ulk1 также
поддерживается р53-зависимыми механизмами, по-
этому уровень аутофагии в ЭСК мыши значительно
снижается после ингибирования транскрипцион-
ной активности р53 (Suvorova et al., 2018). Таким об-
разом, важно иметь в виду, что активность пути
АМФК/Ulk1 может быть снижена в ЭСК с дисфунк-
циональной активностью p53, что необходимо учи-
тывать при выборе миметиков BH3 для элиминации
мутантных ЭСК из популяции.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящее время понимание роли белка р53 в

регуляции аутофагии в клетках неоднозначно. С од-
ной стороны, ядерный р53 активирует аутофагию, с
другой, цитоплазматически локализованный р53
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ингибирует этот процесс. Кроме того, сам механизм
интеграции р53 в механизм аутофагии и его роль в
индукции клеточной гибели в контексте аутофаги-
ческой активации в клетках до конца не изучен. А
между тем этот механизм может играть главную роль
в элиминации мутантных плюрипотентных клеток в
процессе эмбриогенеза перед этапом гаструляции.
На рис. 2 представлена схема, демонстрирующая ме-
ханизм вовлеченности р53 в элиминацию мутантных
клеток из эмбриона до момента имплантации. В от-
сутствии митогенных стимулов, когда образуются
клетки внутренней массы бластоцисты, обладающие
высоким уровнем аутофагии, степень вовлеченно-
сти р53 в поддержание катаболических процессов
еще не известно. В этом случае аутофагия за счет ак-
тивации сигнального пути АМФК/Ulk1 поддержи-
вает жизнеспособность клеток и участвует в форми-
ровании их плюрипотентного профиля. В процессе

дифференцировки митогенные стимулы снижают
уровень аутофагической активности в клетках за
счет активации mTOR-зависимых анаболических
процессов, необходимых для клеточной специали-
зации. Известно, что р53 вовлечен в регуляцию диф-
ференцировки клеток, и можно предположить, что
контроль этого белка в этом процессе осуществляет-
ся через активацию или ингибирование аутофагии.
При нарушении протеостаза, когда в клетках наблю-
дается высокий уровень катаболических процессов,
не прекращающихся на действие митогенных фак-
торов, активированный белок 53 переключает ауто-
фагию на путь апоптоза и, соответственно, такие
клетки элиминируются из эмбриогенеза (рис. 2).

Таким образом, выяснение роли p53 в регуляции
аутофагии в ЭСК является необходимым условием
для разработки безопасной клеточной терапии на
основе плюрипотентных клеток.

Рис. 2. Механизмы вовлеченности р53 в регуляцию аутофагии в клетках в отсутствие митогенных стимулов и при их действии,
а также в условиях нарушения клеточнго протеостаза. Комментарии в тексте (раздел “Заключение”).
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THE ROLE OF p53-DEPENDENT AUTOPHAGY IN THE REGULATION 
OF PLURIPOTENT CELL BEHAVIOR

G. I. Sutulaa, M. L. Vorobeva, and I. I. Suvorovaa, *
aInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia

*e-mail: irsuvorov@yandex.ru

Embryonic stem cells (ESCs) and their artificial counterparts – induced pluripotent stem cells (iPSCs) give rise to
all differentiated cell types in adult organism. Therefore, pluripotent cells are an inexhaustible cell source for regen-
erative medicine. However, the successful clinical application of ESCs and iPSCs is hindered by the possible risk of
teratoma formation upon transplantation of ESC derived products. As a rule, oncogenic potential is believed to be
associated with the preservation of pluripotent cells resistant to differentiation among differentiated cells. For un-
known reason under mitogenic stimuli these defective cells did not activate the mechanisms of exit from pluripoten-
cy and remained undifferentiated. In embryogenesis there are special mechanisms for eliminating the abnormal cells
from further embryonic development that are massively initiated before gastrulation, the initial stage of cell differ-
entiation into germ layers. It is known that autophagy plays a critical role in embryonic formation prior to implan-
tation. Autophagy can be considered as one of the main cellular strategies aimed at large-scale restructuring of in-
tracellular material after fertilization. It can be proposed that unless massive intracellular reorganization of embry-
onic cells occur effective, such cells will have defective proteostasis, affecting their differentiation potential.
Therefore, the high level of apoptosis observed before gastrulation in embryogenesis is associated with elimination
of mutant cells that are not suitable for differentiation. Damaged cells are marked with an activated p53 protein, in-
dicating p53-dependent elimination mechanisms. And, apparently, the p53 activation mechanism is associated with
damaged cellular proteostasis, regulated by autophagy. Based on the foregoing, p53-dependent autophagy can play
a key role in determining the fate of pluripotent cells: induction of cell death and / or resistance to differentiation. In
the present work, we showed that p53 protein is very close paired with autophagy and, under defective proteostasis
p53 effectively induces autophagy-mediated cell death in pluripotent cells.

Keywords: embryonic stem cells, pluripotency, differentiation, autophagy, p53 apoptosis, AMPK, Ulk1, mTOR
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