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Резюме 

Мезенхимальные стволовые клетки рассматриваются как 

перспективный инструмент клеточной терапии благодаря их регенеративным 

и иммуномодулирующим свойствам. Однако результаты клинических 

испытаний остаются неоднозначными: в ряде исследований были отмечены 

улучшения у участников исследования, тогда как в других не было 

достоверных отличий от плацебо, более того, у некоторых участников 

наблюдались побочные эффекты. Одним из направлений повышения 

эффективности и безопасности МСК-терапий является их целенаправленная 

предобработка, позволяющая модифицировать секретом. Другим 

перспективным подходом выступает модуляция митофагии – ключевого 

механизма контроля качества митохондрий, определяющего 

стрессоустойчивость и иммунорегуляторные возможности мезенхимальных 

стволовых клеток. Активная митофагия уменьшает сенесценцию, сохраняет 

иммуномодулирующие функции мезенхимальных стволовых клеток, 

благодаря которым они могут способствовать разрешению воспаления. При 

нарушениях митофагии, могут накапливаться митохондриальные компоненты 

и АФК, что может усиливать локальное воспаление. Тем самым, 

терапевтический потенциал мезенхимальных стволовых клеток будет 

снижаться. Таким образом, целью исследования было сопоставление 

митофагии и воспалительной толерантности МСК при различных 

стимуляциях. В настоящем исследовании мы сопоставили оба направления, 

исследовав митофагический ответ мезенхимальных стволовых клеток на 

митохондриальный стресс и формирование LPS-индуцированной 

толерантности. В нашей работе исследована иммортализованная линия 

адипозо-происхождения ASC52telo в двух экспериментальных схемах. Для 

анализа митофагии клеткам добавляли FCCP для деполяризации 

митохондрий. Клетки снимали на конфокальном микроскопе с двойным 

окрашиванием митохондрий и лизосом. Для оценки толерантности клеткам 

дважды добавляли LPS и измеряли секрецию цитокинов. Оказалось, что FCCP 

вызывал выраженную фрагментацию митохондрий и активацию митофагии. 

Кроме того, секреция TNF и CCL2 значительно снижалась при повторной 

стимуляции LPS. Таким образом, активация митофагии при остром 

митохондриальном стрессе и формирование толерантности к эндотоксину LPS 

в мезенхимальных стволовых клеток представляют собой 

взаимодополняющие адаптивные механизмы, которые могут быть 

использованы как мишени для повышения предсказуемости и клинической 

эффективности МСК-терапий. 

 

Ключевые слова: мезенхимальные стволовые клетки, митофагия, 

толерантность к эндотоксину, воспаление, митохондрии, TNF, CCL2. 
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Abstract 

Mesenchymal stem cells are considered a promising tool for cell therapy 

because of their regenerative and immunomodulatory properties. However, results 

from clinical trials remain inconclusive: in some studies participants showed 

improvements, while in others there were no statistically significant differences from 

placebo; moreover, some participants experienced adverse effects. One strategy to 

improve the safety and efficacy of MSC-based therapies is targeted preconditioning 

to modify their secretome. Another promising approach is modulation of mitophagy 

– a key mitochondrial quality-control mechanism that determines mesenchymal 

stem cells stress resilience and immunoregulatory capacity. Active mitophagy 

reduces senescence and preserves the immunomodulatory functions of 

mesenchymal stem cells, through which they can promote resolution of 

inflammation. When mitophagy is impaired, mitochondrial components and reactive 

oxygen species can accumulate, which may exacerbate local inflammation. As a 

result, the therapeutic potential of mesenchymal stem cells may be diminished. Thus, 

the aim of this study was to compare mitophagy and inflammatory tolerance of 

mesenchymal stem cells under different stimulations. In the present study we 

compared both strategies by examining the mitophagic response of mesenchymal 

stem cells to mitochondrial stress and the development of LPS-induced tolerance. 

We used the hTERT-immortalized adipose-derived line ASC52telo in two 

complementary experimental schemes. To probe mitophagy, cells were exposed to 

FCCP to depolarize mitochondria and then imaged by confocal microscopy after 

dual staining of mitochondria and lysosomes. To assess tolerance, cells were 

stimulated twice with LPS and cytokine secretion was measured. We found that 

FCCP induced pronounced mitochondrial fragmentation and activation of 

mitophagy. In a separate set of experiments, repeated LPS stimulation led to a 

marked reduction in TNF and CCL2 secretion. Thus, activation of mitophagy in 

response to acute mitochondrial stress and the establishment of endotoxin (LPS) 

tolerance in mesenchymal stem cells operate as complementary adaptive 

mechanisms. These processes may be exploited as targets to increase the 

predictability and clinical efficacy of MSC-based therapies. 

 

Keywords: Mesenchymal stem cells, Mitophagy, Endotoxin tolerance, 

Inflammation, Mitochondria, TNF, CCL2.
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1 Введение 1 

Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) обладают широким 2 

регенеративным и иммуномодулирующим потенциалом: они способны 3 

секретировать внеклеточные везикулы, содержащие митохондрии, что 4 

способствует восстановлению повреждённых тканей и модулированию 5 

воспаления. Эти свойства МСК обуславливают интерес для рассмотрения   6 

терапевтического потенциала этих клеток, что легло в основу их 7 

доклинических и клинических испытаний в терапии таких заболеваний, как 8 

ревматоидный артрит, атеросклероз и др. [1,2]. Однако результаты 9 

клинических испытаний МСК оказались неоднозначными: в некоторых 10 

работах наблюдался терапевтический эффект, в других – отличий от контроля 11 

не было, а также были выявлены побочные эффекты. Это подчёркивает, что 12 

практическая реализация МСК-терапий требует более глубокого понимания 13 

их внутриклеточной физиологии [3,4]. 14 

Одним из направлений повышения эффективности МСК является 15 

контролируемая предобработка. Например, LPS-предобработка оказывает 16 

влияние на состав секретируемых везикул, которые в свою очередь 17 

способствуют поляризации макрофагов по противовоспалительному 18 

фенотипу, что сопровождается снижением секреции провоспалительных 19 

цитокинов [5,6]. 20 

Было показано, что МСК способны упаковывать фрагменты 21 

митохондрий в везикулы и секретировать их другим клеткам. Поэтому для 22 

МСК очень важно поддерживать качество митохондрий.  Нарушения 23 

митохондриальной функции связаны со снижением пролиферативной 24 

активности, иммуномодуляторных свойств и устойчивости клеток к стрессу 25 

[7,8]. В этой связи особое внимание уделяется митофагии — процессу 26 

селективного удаления дисфункциональных митохондрий, который 27 

рассматривается как один из главных механизмов поддержания качества 28 

клеточного пула. Усиление митофагии экспериментально показано как 29 

стратегия для повышения устойчивости МСК к гипоксии, окислительному 30 

стрессу и воспалительным стимулам, а также для сохранения их паракринной 31 

активности. Таким образом, модуляция митофагии рассматривается как 32 

перспективный подход к «подготовке» МСК для терапии [4,9,10]. 33 

Таким образом, целью исследования было сопоставление митофагии и 34 

воспалительной толерантности МСК при различных стимуляциях. 35 

2 Материалы и методы 36 

В работе использовались иммортализованные мезенхимальные 37 

стволовые клетки человека из жировой ткани ASC52telo (hTERT, SCRC-38 

4000™, ATCC). 39 

Клетки поддерживали в среде DMEM с низкой глюкозой, дополненной 40 

10% FBS, 50 Ед/мл пенициллина и 50 µг/мл стрептомицина, при 37 °C и 5% 41 

CO₂. Плотность посева составляла 8×10⁵ клеток/мл. 42 

Клетки высевали по 800 тыс клеток/мл в 24-луночные планшеты (по 1 43 

мл на лунку). Добавляли LPS (Sigma) в концентрации 1 мкг/мл и инкубировали 44 
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4 ч, после чего меняли среду и добавляли LPS снова на 20 ч. В итоге получали 45 

4 образца (K K, K LPS, LPS K, LPS LPS). После отбирали супернатант для 46 

анализа секреции цитокинов методом ИФА. 47 

ИФА проводили в 96-луночном планшете (SPL) с использованием 48 

наборов DuoSet ELISA Development System (TNF (R&D Systems), IL-6, IL-8, 49 

CCL2) согласно протоколу производителя. Оптическую плотность образцов 50 

измеряли с помощью планшетного ридера ClarioSTAR. Концентрации 51 

цитокинов рассчитывали в пг/мл на основании калибровочной кривой. 52 

Для оценки митофагии клетки инкубировали в присутствии 100 нМ 53 

митохондриального (MitoTracker Green (Thermo Fisher Scientific)) и 50 нМ 54 

лизосомального (LysoTracker Deep Red (Thermo Fisher Scientific)) зондов на 30 55 

мин. Клетки центрифугировали, промывали PBS и переносили на 56 

конфокальные чашки (Jet Biofil). Для индукции митофагии использовали 57 

разобщитель митохондриального потенциала FCCP (Sigma). Конфокальные 58 

изображения получали на конфокальном микроскопе Leica DMi8 STELLARIS 59 

5. 60 

Статистический анализ проводился с использованием программы IBM 61 

SPSS Statistics. Для данных с ненормальным распределением применялся U-62 

критерий Манна-Уитни (для непарных сравнений). Статистически значимым 63 

считалось значение p <0,05. 64 

3 Результаты и обсуждение 65 

Чтобы оценить способность мезенхимальных стволовых клеток удалять 66 

дисфункциональные митохондрии, клетки обрабатывали 2 µM FCCP в течение 67 

6 ч. В клетках наблюдалась выраженная фрагментация митохондрий и 68 

усиление митофагии (Рис. 1). 69 

Параллельно, мы оценивали способность МСК формировать иммунную 70 

толерантность. Клетки подвергались двукратной стимуляции LPS: первая – на 71 

4 ч, вторая – на 24 ч. Секреция TNF и CCL2 после повторной стимуляции 72 

достоверно снижалась на 50%, что указывает на формирование толерантности. 73 

Снижение IL-6 и IL-8 было примерно на 10% и не достигло статистической 74 

значимости (Рис. 2). 75 

МСК способны экстренно реагировать на образование АФК и 76 

высвобождение митохондриальных компонентов, что реализуется через 77 

активацию механизмов контроля качества митохондрий, включая митофагию 78 

[8]. В ряде работ показано, что усиление митофагии сохраняло у МСК 79 

способность к дифференцировке и снижало клеточное старение [10,11]. Наши 80 

данные о выраженной митофагии после 6-часовой обработки FCCP 81 

согласуются с мировой литературой. Кроме внутриклеточной утилизации, 82 

МСК используют внеклеточные пути контроля качества митохондрий. Tan 83 

Y.L. с соавт. продемонстрировали, что МСК использовали межклеточный 84 

перенос дефектных митохондрий через везикулы для митофагии [8]. Phinney с 85 

соавт. показали, что упакованные в везикулы дефектные митохондрии затем 86 

поглощались макрофагами [7]. Таким образом, МСК располагают как внутри-87 
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, так и внеклеточными стратегиями контроля качества, которые совместно 88 

ограничивают АФК/мтДНК-опосредованную провоспалительную активацию. 89 

Несколько работ показывают, что предобработка МСК (например, LPS) 90 

модифицирует их секретом и усиливает иммунорегуляторные свойства. Chen 91 

X. с соавт. продемонстрировали, что смертность у мышей с LPS-92 

обработанными МСК при модели PIICS была ниже после внутрибрюшинной 93 

инъекции LPS [5]. Ko J.H. с соавт. показали, что МСК могли предобучать 94 

рецепторные моноциты/макрофаги к толерантности in vivo [6]. Наши данные 95 

о LPS-толерантности (снижение TNF и CCL2 при повторной стимуляции) 96 

МСК согласуются с мировыми исследованиями. 97 

4 Заключение 98 

В заключение, наши наблюдения демонстрируют, что у ASC52telo 99 

выраженная митофагия при остром митохондриальном стрессе и 100 

толерантность к эндотоксину LPS выступают как взаимодополняющие 101 

механизмы обеспечения устойчивости. Выявление причинно-следственных 102 

связей позволит найти конкретные мишени для повышения предсказуемости, 103 

безопасности и клинической эффективности МСК-терапий. 104 

Работа выполнена при поддержке Российского Научного Фонда (Грант 105 

№ 22-15-00273-П). 106 

Мы благодарим Центр коллективного пользования ИБГ РАН за 107 

возможность использования оборудования, Андрееву Елену Ромуальдовну из 108 

ИМБП РАН за предоставленную культуру МСК.109 
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РИСУНКИ 

 

Рисунок 1. Оценка митофагии в МСК. 

Figure 1. Assessment of mitophagy in MSCs. 

 
Конфокальные изображения мезенхимальных стволовых клеток в контроле и 

после обработки FCCP. Слева направо показаны митохондрии (MitoTracker 

Green), лизосомы (LysoTracker Deep Red), наложение каналов и фазовый 

контраст. В нижней части представлено распределение уровня митофагии для 

контрольных клеток (зелёная кривая) и клеток, обработанных FCCP (красная 

кривая). Шкала 10 µм. Медианы отмечены пунктирными линиями. ** – p <0.01 

по результатам теста Манна-Уитни. 

Confocal images of mesenchymal stem cells in control and after FCCP treatment. 

From left to right: mitochondria (MitoTracker Green), lysosomes (LysoTracker 

Deep Red), merged channels, and phase-contrast. The lower panel shows the 

distribution of mitophagy levels for control cells (green curve) and FCCP-treated 

cells (red curve). Scale bar – 10 µm. Medians are indicated by dashed lines. ** P < 

0.01 (Mann–Whitney U test). 
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Рисунок 1. Способность MSC формировать иммунную толерантность. 

Figure 1. Capacity of MSC to induce immune tolerance. 

 
Столбцы отражают секрецию цитокинов при двукратной стимуляции клеток 

LPS (первая стимуляция / вторая стимуляция): –/–, –/+, +/–, +/+. На графиках 

изображена секреция цитокинов TNF, IL-6, IL-8, CCL2, которую оценивали с 

помощью ИФА. Данные представлены, как медиана (Q1-Q3). N=3, * – p <0.05, 

** – p < 0.01 по результатам теста Манна-Уитни. 

Bars show cytokine secretion after two consecutive LPS stimulations (first 

stimulation / second stimulation): –/–, –/+, +/–, +/+. Plotted are levels of TNF, IL-

6, IL-8 and CCL2 measured by ELISA. Data are presented as median (Q1–Q3). N = 

3. * P < 0.05, ** P < 0.01 (Mann–Whitney U test). 
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