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Эмбриональные стволовые клетки (ЭСК) и индуцированные плюрипотентные стволовые клетки (иПСК)
демонстрируют уникальную способность к непрерывному самообновлению и дифференцировке во все
типы соматических клеток. Понимание механизмов, контролирующих эти свойства, приблизит к эффек-
тивному и безопасному использованию ЭСК и иПСК в клеточной терапии. Недавние совокупные данные
подчеркнули важность протеостаза в поддержании функции ЭСК. Настоящий обзор посвящен роли убик-
витин-протеасомной системы (УПС) – ключевого участника сети протеостаза – в регуляции плюрипо-
тентности и дифференцировки ЭСК и иПСК.
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Плюрипотентные клетки внутренней клеточной
массы (ВКМ) бластоцисты способны дифференци-
роваться во все эмбриональные и экстраэмбрио-
нальные ткани. Клетки ВКМ бластоцисты, культи-
вируемые в лабораторных условиях, получили на-
звание эмбриональные стволовые клетки (ЭСК)
(Thomson et al., 1998; Abu-Dawud et al., 2018). Работа-
ми последних лет установлена способность ЭСК
противостоять повреждающим факторам, которые
могли бы привести к выходу из состояния плюрипо-
тентности и старению (Young, 2011). Так, показано,
что ЭСК имеют пониженную частоту мутаций, что
способствует большей стабильности генома, и про-
дуцируют гораздо меньше радикалов кислорода по
сравнению с дифференцированными клетками
(Saretzki et al., 2004; Sinenko et al., 2021). Эти свойства
ЭСК в значительной степени обеспечиваются уси-
ленной активностью защитных систем клетки. К
плюрипотетным стволовым клеткам (ПСК) отно-
сятся как ЭСК, так и индуцированные ПСК
(иПСК). иПСК впервые были получены в результате
генетического репрограммирования соматических
клеток в 2006 г. c помощью экзогенной экспрессии
факторов транскрипции Oct4, Sox2, Klf4 и c-Myc
(Takahashi, Yamanaka, 2006). Научившись поддержи-
вать плюрипотентное состояние в условиях лабора-
тории и культивировать ЭСК и иПСК неограничен-

ное время in vitro, ученые получили новые возмож-
ности для более подробного исследования как
состояния плюрипотентности, так и выхода из него,
в том числе посредством изучения функций отдель-
ных генов.

В настоящее время очевидны большие перспек-
тивы применения ПСК в четырех основных областях:
биологии развития, регенеративной и трансплантаци-
онной медицине, моделировании заболеваний и раз-
работке лекарственных препаратов. Поскольку в ос-
нове многих заболеваний лежат генетические нару-
шения, моделирование таких заболеваний может
быть облегчено путем изучения конкретных геноти-
пов в подходящем экспериментальном контексте.
Так, огромный потенциал ПСК для моделирования
заболеваний человека был быстро реализован с по-
явлением работ, в которых с помощью генетических
модификаций в ПСК были получены модельные in
vitro системы, позволяющие изучать ассоциирован-
ный с определенной мутацией фенотип. ПСК челове-
ка используют также и для моделирования хромосом-
ных нарушений путем изоляции спонтанно возникаю-
щих в культуре анеуплоидных клеток, например,
клеток с моносомией по X-хромосоме, характерной
для синдрома Тернера (Urbach, Benvenisty, 2009). В
настоящее время ЭСК успешно использовали для
создания моделей хромосомных и моногенных забо-
леваний человека, таких как синдром Дауна и син-
дром Тернера (Biancotti et al., 2010), а также сложных
психических заболеваний, включающих расстрой-
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ства аутистического спектра и шизофрению (Pak et al.,
2015).

Разработаны протоколы получения мезэнце-
фальных дофаминовых нейронов из ПСК, которые
успешно приживаются и устраняют двигательные
нарушения после трансплантации в модели болезни
Паркинсона у крыс (Alekseenko et al., 2022). Терапия
на основе ПСК таких заболеваний сетчатки, как воз-
растная дегенерация желтого пятна и Болезнь Штар-
гардта, также может обеспечить безопасное и эффек-
тивное лечение, поскольку не было зарегистрировано
серьезных побочных эффектов и свидетельств ано-
мального роста клеток или образования опухоли при
трансплантации полученных из ПСК клеток в глаза
пациентов (Schwartz et al., 2015; Liu et al., 2018). Ак-
тивно исследуется возможность использования пан-
креатических клеток-предшественников или инсу-
лин-секретирующих клеток, полученных из ЭСК
человека в терапии диабета. На модельных живот-
ных было показано, что такие клетки способны сек-
ретировать инсулин в ответ на глюкозу и снижать
высвобождение инсулина для предотвращения ги-
погликемии (Rezania et al., 2014).

Помимо этого, интенсивно разрабатываются
стратегии применения ПСК для скрининга ле-
карств, где одним из направлений является исследо-
вание токсичности препаратов. Этот подход вклю-
чает дифференцировку ПСК человека в клетки тка-
ни, на которую воздействует исследуемый препарат,
а затем проведение дозозависимого анализа токсич-
ности. Многие подобные исследования сосредото-
чены на кардиомиоцитах и гепатоцитах, полученных
из ПСК, поскольку применение лекарственных пре-
паратов часто сопровождается неблагоприятными по-
следствиями для сердца или печени (Behbahan et al.,
2011).

Несмотря на большой потенциал применения
ПСК, необходимо решить многочисленные пробле-
мы, чтобы эффективно реализовать все преимуще-
ства технологии плюрипотентных стволовых клеток
в регенеративной медицине и при разработке лекар-
ственных препаратов. Так, например, для того чтобы
клеточные системы считались надежной моделью
для скрининга лекарств, требуется определить, дей-
ствительно ли на основе результатов таких исследо-
ваний можно предсказать токсичность лекарств,
сравнимую с той, которая наблюдается во время
приема препаратов при развитии заболевания in vivo.
Кроме того, различные методы культивирования
ПСК могут изменить эпигенетический статус клеток
(Young et al., 2001). Другой критической проблемой
клеточной терапии на основе ПСК является иммун-
ное отторжение реципиентами аллогенных клеток,
полученных из ПСК человека, что заставляет ис-
пользовать иммуносупрессоры для подавления ре-
акции, вызванной трансплантацией (Fu, 2014). Еще
одним препятствием применения ПСК в регенера-
тивной медицине является риск онкогенеза, по-

скольку трансплантируемые клетки могут содержать
фракцию недифференцированных клеток, которые
способны индуцировать образование тератом (Schuld-
iner et al., 2001; Fujikawa et al., 2005; Cao et al., 2006).

В связи с этим, одной из основных целей исследо-
ваний стволовых клеток является разработка и стан-
дартизация простых и надежных методов дифферен-
цировки, чтобы свести к минимуму существенную не-
однородность дифференцируемых культур и
научиться получать стабильные клеточные линии.
Большинство существующих протоколов были раз-
работаны на основе наших знаний о релевантных
для различных этапов развития дифференцировки
сигналах, выявленных в моделях животных. Тем не
менее, чтобы полностью понять сложность сигналов
и генетических программ, которые контролируют
дифференцировку каждого отдельного типа клеток,
необходимы дальнейшие исследования.

Таким образом, можно заключить, что на пути к
безопасному и эффективному использованию ПСК
необходимо всестороннее изучить биологию стволо-
вых клеток, в том числе особенности работы внутри-
клеточных систем регуляции поддержания клеточ-
ной плюрипотентности и дифференцировки. Одной
из таких систем является убиквитин-протеасомная
система (УПС) деградации белков, которая осу-
ществляет большую часть регулируемого протеолиза
в клетке, тем самым играя роль важного регулятора
многих клеточных процессов. В последние годы по-
является все больше свидетельств того, что функци-
онирование УПС имеет большое значение в регуля-
ции плюрипотентности и дифференцировки ПСК
(Buckley et al., 2012; Okita, Nakayama, 2012; Vilchez et
al., 2012a; Селенина и др., 2017; Choi, Baek, 2018;
Noormohammadi et al., 2018) .

УБИКВИТИН-ПРОТЕАСОМНАЯ
СИСТЕМА (УПС)

УПС действует как основная протеолитическая
система клетки, которая, деградируя регуляторные
белки (например, циклины, вовлеченные в кон-
троль клеточного цикла, и транскрипционные фак-
торы) и аномальные белки (неправильно свернутые,
старые или поврежденные), играет важную роль в
различных клеточных процессах, включая контроль
качества белков (протеостаз), клеточный цикл, пре-
зентацию антигена при иммунном ответе, апоптоз и
клеточный сигналинг (Konstantinova et al., 2008).
Функции УПС можно разделить на две части –
убиквитинирование (деубиквитинирование) и де-
градацию. Основными функциональными элемен-
тами УПС являются: белок убиквитин, ферменты
E1, E2 и E3, а также протеасомы.

В настоящее время термин “протеасома” охваты-
вает все семейство отдельных комплексов, которые
имеют общее протеолитическое ядро (коровую ча-
стицу 20S) и различаются присоединенными к ним
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активаторами протеасом (Budenholzer et al., 2017).
Каждый из таких протеасомных комплексов играет
определенную роль в контроле функций клетки, а
регуляторы протеасом, как особые белки, взаимо-
действующие с протеасомами, могут служить для бо-
лее тонкой подстройки функции протеасом в соот-
ветствии с потребностями клетки (Morozov, Karpov,
2018). Например, в последние годы активно разраба-
тываются ингибиторы протеасом, которые инакти-
вируют их каталитические активные центры и эф-
фективно блокируют деградацию белков в клетке,
что приводит к подавлению пролиферации и апо-
птозу (Meiners et al., 2008). Соответственно, актив-
ность протеасомы является ключевой детерминан-
той почти всех клеточных процессов, от пролифера-
ции и выживания клеток до дифференцировки и
иммунных ответов, что делает протеасомы эффек-
тивной терапевтической мишенью для лечения рака
и других заболеваний, таких как сердечно-сосуди-
стые, нейродегенеративные, легочные и аутоиммун-
ные (Drews, Taegtmeyer, 2014; Meiners et al., 2014;
Ciechanover, Kwon, 2015; Zhang et al., 2020; Yadav et al.,
2022).

Протеолитическим “ядром” УПС является 26S-
протеасома, которая лежит в основе убиквитин-за-
висимой протеасомной деградации белка в клетке
(Budenholzer et al., 2017). Интактная 26S-протеасома –
это АТФ-зависимый протеолитический комплекс с
молекулярной массой около 2.5 МДа, состоящий из
коровой 20S-протеасомы и одного или двух 19S-ре-
гуляторных комплексов (Dahlmann, 2005).

20S-частицы эволюционно высококонсерватив-
ны и в клетке широко представлены в цитоплазме и
ядре в свободной от регуляторов форме (Fabre et al.,
2015). Протеасома 20S состоит из 28 субъединиц α- и
β-типа, которые образуют стопку из четырех гепта-
мерных колец (α1-7, β1-7, β1-7, α1-7) (Groll et al.,
1997). Два внешних кольца состоят из семи гомоло-
гичных α-субъединиц, а два внутренних – из семи
подобных консервативных β-субъединиц (рис. 1).
α-Субъединицы протеасомы имеют высококонсер-
вативные N-концевые удлинения, отсутствующие в
β-субъединицах, которые образуют ворота, контро-
лирующие прохождение субстрата через централь-
ный канал α-кольца (Groll et al., 2000). В отсутствие
активаторов ворота чаще всего находятся в закрытой
конформации (Osmulski et al., 2009). Центральные
кольца 20S-протеасомы из субъединиц β-типа фор-
мируют протеолитическую полость, где осуществля-
ется гидролиз белка. Известно, что пептидные связи
субстрата гидролизуются N-терминальным остат-
ком треонина (Thr1), который присутствует в β-субъ-
единицах (Seemuller et al., 1995). Интересно, что в го-
мологах 20S-протеасом архей все β-субъединицы яв-
ляются идентичными, а у высших эукариот
деградация субстрата является более специфичной,
и только три из семи субъединиц β-типа – β1
(PSMB6), β2 (PSMB7) и β5 (PSMB5) – протеолитиче-
ски активны по типу каспазы, трипсина и химотрип-

сина соответственно (Groll et al., 2005). Эти, так на-
зываемые “стандартные” или “конститутивные” ка-
талитические субъединицы, образуют стандартную
20S-протеасому, которая конститутивно присут-
ствует во всех клетках.

В клетках млекопитающих было описано не-
сколько вариантов коровых частиц протеасом, в ко-
торых активные субъединицы “конститутивной”
20S-протеасомы были замещены индуцибельными
или тканеспецифическими паралогами (рис. 1). Им-
мунопротеасома является наиболее изученным из
этих вариантов; в данной конфигурации происходит
замена трех конститутивных β-субъединиц на инду-
цибельные β1i, β2i и β5i (Bai et al., 2014). Существуют
также промежуточные типы протеасом (рис. 1), что,
как предполагают, ведет к увеличению пептидного
разнообразия для презентации антигена (Kammerl
et al., 2016). Другой альтернативной изоформой ко-
ровой частицы является тимус-специфическая про-
теасома или тимопротеасома (рис. 1), в которой
субъединица β5t обладает сниженной химотрипсин-
подобной активностью по сравнению с β5 и β5i. Ти-
мопротеасома играет важную роль в позитивном от-
боре иммунных CD8+-Т-клеток (Murata et al., 2008).
Известен еще один вариант коровой протеасомы –
сперматопротеасома – содержащая альтернативную
α-субъединицу α4s, которая синтезируется исклю-
чительно в мужских половых клетках после их диф-
ференцировки в сперматоциты (Qian et al., 2013; Uechi
et al., 2014). Показано, что сперматопротеасомы в ком-
плексе с регулятором PA200, участвуют в сперматоге-
незе и осуществляют убиквитин-независимую дегра-
дацию ацетилированных гистонов (Qian et al., 2013).

Для распознавания убиквитинированных белков
26S-протеасомой и подготовки их к деградации (вы-
бор и связывание субстрата, отщепление убиквити-
на, разворачивание и перенос субстрата в протеоли-
тическую камеру 20S-частицы) существуют регуля-
торные комплексы. Комплекс 19S (PA700) имеет
молекулярную массу около 1 МДа и состоит из
АТФазных и не-АТФазных субъединиц (рис. 1). Со-
гласно биохимическим и структурным исследовани-
ям, 19S-частица состоит из двух субкомплексов: “ос-
нования” и “крышки” (Glickman et al., 1998). Было
показано, что основание 19S-частицы имеет форму
гексамерного кольца из шести АТФаз (regulatory par-
ticle triple A proteins Rpt1–6), двух адаптерных белков
(Rpn1, Rpn2) и двух рецепторов убиквитина (Rpn10,
Rpn13) и контактирует с внешним α-кольцом 20S-
частицы. Предполагается, что эти АТФазы ААА-се-
мейства участвуют в линеаризации и транслокации
белковых субстратов в протеолитическую полость
20S-частицы (Zhang et al., 2007). К настоящему
времени показано, что субъединицы, расположен-
ные в верхней части кольца, такие как Rpt3 и Rpt4,
вносят больший вклад в связывание и транслока-
цию субстратов по сравнению с субъединицами,
расположенными ниже в кольце, такими как Rpt1
и Rpt2 (Beckwith et al., 2013). Крышка регуляторно-
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го комплекса 19S является структурой из восьми не-
АТФазных субъединиц Rpn (Regulatory particle non-
ATPases) – Rpn3, Rpn5–9 и Rpn11–12 (Finley et al.,
1998; Glickman et al., 1998; Smalle, Vierstra, 2004).
Субъединицы Rpn10 и Rpn13 осуществляют захват
полиубиквитинированных белков, а субъединица
Rpn11 является Zn2+-зависимым деубиквитинирую-
щим ферментом (Verma et al., 2002; Yao, Cohen,
2002). Для большинства субъединиц крышки функ-
ции не установлены, однако известно, что она спо-
собна распознавать полиубиквитиновые цепи, так
как протеасома осуществляет протеолиз убиквити-
нированных белков только в присутствии этой
крышки (Glickman et al., 1998).

Регуляторный комплекс PA28 (11S) обнаружен
только у высших эукариот и имеет структуру гепта-
мерного кольца, собранную из гомологичных субъ-
единиц двух типов PA28α и PA28β и отдельного, но
родственного белка, называемого PA28γ, который
также известен как антиген Ki (Fort et al., 2015). По-
добно иммунным субъединицам 20S-протеасом,
синтез α- и β-субъединиц РА28-активатора стиму-
лируется IFN-γ; известно также, что иммунопротеа-
сомы часто ассоциированы с активатором РА28αβ
(Fabre et al., 2015). Согласно существующим данным,
связывание 20S-протеасомы с PA28αβ вызывает рез-
кое увеличение образования небольших олигопеп-

тидов, подходящих для презентации главного ком-
плекса гистосовместимости MHC I (Cascio et al.,
2001; Saric et al., 2002). 20S-протеасомы в комплексе
РА28αβ осуществляют также деградацию окислен-
ных белков (Pickering, Davies, 2012).

С 20S-протеасомами могут связываться и другие
регуляторные комплексы и белки, причем 20S-про-
теасомы в такой конфигурации опосредуют убикви-
тин-независимую деградацию субстрата (Stadtmuel-
ler, Hill, 2011; Jiang et al., 2018) . К таким регуляторам
20S-протеасомы относят активатор PA200, играю-
щий роль в репарации ДНК и поддержании нор-
мального сперматогенеза в семенниках, ингибитор
протеасомы PI31 и взаимодействующие с протеасо-
мой белки ECM29 или VCP/p97 (рис. 1). С каждым
из этих регуляторов потенциально может связывать-
ся 20S-протеасома, образуя так называемые гибрид-
ные протеасомные комплексы. Теоретически ком-
бинация всех возможных взаимодействий ядра 20S с
различными активаторами и регуляторами дает 56
возможных протеасомных комплексов (Wang et al.,
2020). Несмотря на то, что пока еще нет системати-
ческих доказательств существования и функцио-
нальной значимости всех этих комплексов, можно
предполагать, что каждый из них обладает способ-
ностью деградировать специфические белки в раз-

Рис. 1. Схематическое изображение организации протеасом. По составу каталитических субъединиц 20S-протеасомы делятся
на конститутивные (β1, β2, β5), иммунопротеасомы (β1i, β2i, β5i), тимопротеасомы (β1i, β2i, β5t). Сперматопротеасомы име-
ют уникальную субъединицу α4s. Протеасомы 20S находятся в клетке без регулятора (“свободные”) или могут связывать один
или два активатора 19S, формируя 26S- или 30S-протеасомы, которые осуществляют убиквитин-зависимый протеолиз в
клетке. Протеасомы 20S могут связываться также с регуляторами PA28αβ, PA28γ и PA200 и, вероятно, с PI31. Гибридные фор-
мы протеасом несут два разных регулятора.
Рис. 1 и 2 выполнены с помощью сервиса BioRender (https://biorender.com).
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личных субклеточных сайтах или модулировать
функцию протеасом определенным образом.

Известно, что селективное присоединение убикви-
тина – эволюционно консервативного белка из
76 аминокислотных остатков – зачастую является на-
чальным сигналом для деградации белка (Nandi et al.,
2006). Убиквитинирование – это присоединение од-
ной или нескольких молекул убиквитина к белкам-
субстратам, обеспечивающее селективную деграда-
цию полиубиквитинированных субстратов, а также
регулирующее локализацию, функциональную ак-
тивность и белок-белковые взаимодействия. Кова-
лентное присоединение убиквитина к целевому бел-
ку осуществляется с образованием изопептидной
связи между глицином на карбоксильном конце
убиквитина и внутренним лизином на субстрате.
Дополнительные фрагменты убиквитина последова-
тельно добавляются друг к другу с образованием по-
лиубиквитиновой цепи, которая функционирует как
маркер распознавания для протеасомы (рис. 2).

Убиквитинирование белка осуществляется в три
последовательных этапа с участием трех ферментов:
E1, E2 и E3 (Hershko, Ciechanover, 1992). Каскад
убиквитинирования начинается с АТФ-зависимой
активации убиквитина убиквитин-активирующим
ферментом E1. Убиквитин присоединяется к внут-

реннему остатку Cys фермента E1 через промежуточ-
ный тиоловый эфир, генерирующий E1-S-убикви-
тин. Затем убиквитин переносится на убиквитин-
конъюгирующий фермент E2. На третьем этапе до-
бавление убиквитина к белковому субстрату катали-
зируется убиквитинлигазой E3. Важно отметить, что
цепочки убиквитина могут быть удалены с белка-
субстрата под действием группы белков, называе-
мых деубиквитинирующими ферментами или деу-
биквитиназами (DUB), представляющих из себя ме-
талло- и цистеиновые протеазы (He et al., 2016).

Высокая специфичность и селективность УПС
заключается в разнообразии различных убиквитин-
лигаз E3, которые могут распознавать определенный
субстрат (Hershko, Ciechanover, 1998). Одним из наи-
более важных паттернов распознавания является
“дестабилизирующая” N-концевая аминокислота, та-
кая как аргинин и лизин. Эти уникальные N-концевые
остатки могут определять период полужизни внутри-
клеточного белка; это явление получило название
“правило N-конца”. Помимо субстратов, активность
самой УПС могут модулировать множество факторов,
таких как гормоны щитовидной железы, глюкокорти-
коидные стероиды, цитокины и белки, экспрессируе-
мые в злокачественных клетках, такие как, например,
фактор, индуцирующий протеолиз (PIF).

Рис. 2. Схематичное изображение убиквитин-зависимой деградации белкового субстрата протеасомой. Убиквитинирование
белкового субстрата осуществляется в результате АТФ-зависимого ковалентного присоединения убиквитина (Уб) каскадом
убиквитин-активирующих ферментов (Е1), убиквитин-конъюгирущих ферментов (Е2) и убиквитинлигаз (Е3). Повторяю-
щиеся действия этих трех ферментов вызывают полиубиквитинирование субстрата с последующей его деградацией протеа-
сомой и высвобождением свободных молекул убиквитина. Полиубиквитинированные субстраты также могут быть деубик-
витинированы ферментами, называемыми деубиквитиназами (DUB), что приводит к высвобождению свободных молекул
убиквитина и субстрата.
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УБИКВИТИН-ПРОТЕАСОМНАЯ СИСТЕМА 
И ПЛЮРИПОТЕНТНОСТЬ

ЭСК способны давать начало всем клеточным ти-
пам, представленным в организме, что подразумевает
существование жесткого контроля самообновления и
плюрипотентности, включающего в себя транскрип-
ционные факторы, сигнальные каскады, микроРНК,
взаимодействующие с системой регуляторных белков
и белков, вовлеченных в формирование структуры хро-
матина, свойственной плюрипотентным клеткам
(Meshorer, Misteli, 2006). Недавние исследования пока-
зали, что УПС играет важную и сложную роль в кон-
троле плюрипотентности за счет динамической регуля-
ции количества белков, включая факторы транскрип-
ции стволовых клеток. Как было отмечено выше,
специфичность работы УПС обеспечивается большим
количеством разнообразных убиквитинлигаз.

В настоящее время ежегодно появляются иссле-
дования, сообщающие об идентификации все новых
E3-убиквитинлигаз, которые работают посредством
взаимодействия с факторами плюрипотентности
Oct4, Sox2, Nanog, Klf4 и др., а также с другими
участниками ключевых сигнальных путей. Так, ста-
бильность и транскрипционная активность Oct4 ре-
гулируются Е3-убиквитинлигазой Itch (Liao et al.,
2013). Интересно, что хотя Itch-опосредованное
убиквитинирование способствует деградации Oct4
протеасомами, тем не менее, эта модификация на
молекулярном уровне увеличивает аффинность свя-
зывания Oct4 с генами-мишенями и, таким образом,
повышает его транскрипционную активность.
Функционирование Itch необходимо для поддержа-
ния и индукции плюрипотентности, поскольку ис-
тощение этой убиквитинлигазы приводит к диффе-
ренцировке ЭСК мыши и снижает эффективность
образования иПСК (Liao et al., 2013).

Другая E3-лигаза, Wwp2, может взаимодейство-
вать как с Oct4, так и с Sox2, что приводит к протео-
лизу этих факторов и, соответственно, к дифферен-
цировке ЭСК человека и мыши (Fang et al., 2014;
Xu et al., 2009). Было отмечено, однако, что ЭСК, по-
лученные от Wwp2-дефицитных мышей, имели ти-
пичную для ЭСК морфологию и экспрессировали
нормальные уровни факторов плюрипотентности
(Oct4, Sox2 и Klf4), поэтому Wwp2-опосредованное
убиквитинирование Oct4 кажется необязательным
для поддержания плюрипотентности, но критичным
для детерминации клеточной судьбы и перепрограм-
мирования (Li et al., 2018). Убиквитинлигаза FBXW7
также контролирует плюрипотентность ЭСК, регу-
лируя стабильность белка c-Myc, и действует как
ключевой регулятор дифференцировки ЭСК, по-
скольку подавление экспрессии FBXW7 ингибирует
дифференцировку этих клеток и усиливает клеточ-
ное перепрограммирование (Buckley et al., 2012; Oki-
ta et al., 2012). Кроме того, показано, что E3-убикви-
тинлигаза FBXW8 способствует полиубиквитиниро-
ванию Nanog и его последующей деградации

протеасомами, что также приводит к дифференци-
ровке ЭСК мыши (Kim et al., 2014).

Все основные пост-трансляционные модифика-
ции белков, включая убиквитинирование, являются
обратимыми благодаря работе определенных фер-
ментов. Очевидно, что для поддержания “стволово-
сти” ПСК или же, наоборот, для направления в диффе-
ренцировку процессы убиквитинирования и деубикви-
тинирования ключевых факторов плюрипотентности и
других участников сигнальных каскадов должны про-
исходить своевременно и хорошо скоординирован-
ным образом. В масштабном исследовании с помо-
щью скрининга интерферирующих РНК, нацеленных
на компоненты УПС, удалось идентифицировать зна-
чительное количество убиквитинирующих и деубик-
витинирующих ферментов, необходимых для регу-
ляции плюрипотентности и дифференцировки ЭСК
мыши, что свидетельствует о важности обоих спосо-
бов регуляции (Buckley et al., 2012). Недавние иссле-
дования показали, что ключевой фактор c-Myc мо-
жет стабилизироваться за счет деубиквитинирова-
ния с помощью DUB-ферментов Usp28, Usp36 и
Usp37 (Diefenbacher et al., 2015; Pan et al., 2015; Sun et al.,
2015). Субъединица “крышки” 19S-регулятора про-
теасомы Rpn11 также обладает деубиквитиниующей
активностью, а при подавлении экспрессии Rpn11 в
ЭСК мыши наблюдали значительное снижение бел-
ка Oct4 в сочетании с морфологическими изменени-
ями клеток (Buckley et al., 2012). Идентифицирована
еще одна DUB, необходимая для поддержания плю-
рипотентного состояния ЭСК, Usp21, истощение
которой в ЭСК мыши приводит к деградации факто-
ра плюрипотентности Nanog и к дифференцировке
клеток (Liu et al., 2016).

Белок Dppa3 (также известный как Stella или
PGC7) играет решающую роль в раннем эмбрио-
нальном развитии, модулируя программу тран-
скрипции и регулируя эпигенетическую модифика-
цию (Nakamura et al., 2007, 20212; Liu et al., 2012;).
Помимо роли в эмбриогенезе, Dppa3 неодинаково
экспрессируется в ЭСК: наивные ЭСК экспрессиру-
ют Dppa3 на более высоком уровне, чем праймиро-
ванные клетки (Hayashi et al., 2008; Sang et al., 2019),
что предполагает роль Dppa3 в поддержании именно
наивного состояния плюрипотентности. Состояния
плюрипотентности подробно описаны в недавней
обзорной работе Гордеева с коллегами (2021). Со-
гласно последним данным, важным фактором в под-
держании плюрипотентности является взаимодей-
ствие белка Dppa3 с компонентами УПС (Zhao et al.,
2022). Установлено, что белок Dppa3 может служить
субстратом для протеасомной деградации и конку-
рировать за связывание протеасомой с другими бел-
ками, что приводит к накоплению в клетке послед-
них. Так, увеличение экспрессии Dppa3 в ЭСК сопро-
вождалось накоплением Е3-убиквитин-лигазы Uhrf1 и
фактора плюрипотентности Nanog (Zhao et al., 2022).
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Известно, что ПСК демонстрируют уникальный
эпигенетический ландшафт, который в значитель-
ной степени выражен модификациями гистонов
(Bernstein et al., 2006; Mattout, Meshorer, 2010). По
сравнению с метилированием и ацетилированием
гистонов, информация о корреляции между убикви-
тинированием и плюрипотентностью ограничена,
однако существуют свидетельства о вовлеченности
компонентов УПС в регуляцию плюрипотентности
на эпигенетическом уровне. Например, моноубикви-
тинирование гистона H2A в положении K119 коррели-
рует с репрессией транскрипции (Nakagawa et al., 2008;
Zhou et al., 2008). Этот сигнал может быть опосредо-
ван E3-убиквитинлигазой Ring1A/1B и является
критическим для поддержания недифференциро-
ванного состояния ЭСК, поскольку двойная деле-
ция Ring1A и Ring1B приводит к дифференцировке
ЭСК (de Napoles et al., 2004; Endoh et al., 2008; van der
Stoop et al., 2008; Weitzman et al., 2010). Другая E3-
убиквитинлигаза Dzip3 также может моноубиквити-
нировать гистон H2A в положении K119 и специфиче-
ски действует на области промотора генов в ЭСК, свя-
занных с дифференцировкой, посредством регуляции
организации 3D-хроматина (Inoue et al., 2015).

В исследованиях транскриптомных профилей
ЭСК человека и мыши гены, кодирующие компо-
ненты УПС были выявлены среди высоко экспрес-
сируемых, что также подтверждает важную роль
УПС в индукции и поддержании плюрипотентности
(Sato et al., 2003; Babaie et al., 2007; Zhou et al., 2009).
Изучение особенностей протеома ЭСК человека
позволило идентифицировать около 60 наиболее ак-
тивно синтезируемых белков, большинство из кото-
рых являются шаперонами и компонентами УПС
(Baharvand et al., 2006), что свидетельствует в пользу
большого значения протеостаза в поддержании
идентичности стволовых клеток. Для ЭСК человека
характерна повышенная протеасомная активность
(Buckley et al., 2012; Vilchez et al., 2012a), что указыва-
ет на тесную связь между протеостазом и идентично-
стью ЭСК. В ЭСК человека активность протеасом ин-
дуцируется высокими уровнями Rpn6 (PSMD11) –
каркасной субъединицы 19S-регулятора, которая спо-
собствует сборке активных протеасом. Повышенную
экспрессию Rpn6 (PSMD11), в свою очередь, строго
регулирует фактор транскрипции FOXO4 (Vilchez et al.,
2012a, 2012b, 2013).

Таким образом, в настоящее время накоплено не-
мало данных, подтверждающих ключевую роль УПС
в регуляции плюрипотентности. Однако нет сомне-
ний в необходимости проведения исследований,
уточняющих механизмы индукции клеточной плюри-
потентности, а также развития понимания как именно
УПС регулирует различные состояния плюрипотент-
ности, такие как наивное и праймированное.

УБИКВИТИН-ПРОТЕАСОМНАЯ СИСТЕМА 
И ДИФФЕРЕНЦИРОВКА ЭСК

Дифференцировка ЭСК управляется самоусили-
вающимися регуляторными петлями, работающими
параллельно как на транскрипционном, так и на по-
сттранскрипционном уровне. Меньше известно о
пост-трансляционных механизмах регуляции диф-
ференцировки, включая возможное участие в них
УПС. На уровне посттрансляционной модификаций
белков УПС управляет несколькими процессами,
среди которых следует выделить полиубиквитини-
рование белков, которое контролирует пул сигналь-
ных белков, и факторов транскрипции в ЭСК. Неко-
торые из этих факторов транскрипции (Oct4, Nanog
и cMyc) известны как регуляторы плюрипотентно-
сти, связанные с поддержанием плюрипотентности
и баланса между самообновлением и дифференци-
ровкой. Как было отмечено ранее, высокая скорость
и субстратная специфичность – характерные черты
протеолиза, опосредованного УПС, и, следователь-
но, эта система идеально подходит для ремоделиро-
вания протеома ЭСК во время перехода от плюрипо-
тентного состояния к дифференцированному. В на-
стоящее время появляется все больше свидетельств
важной роли компонентов УПС в этом процессе
(Buckley et al., 2012; Suresh et al., 2016; Werner et al.,
2017; Wang et al., 2019).

С одной стороны, УПС осуществляет регуляцию
различных сигнальных путей, включая регулирую-
щие плюрипотентность и дифференцировку ЭСК:
LIF/JAK/Stat3, Fgf/MAPK, TGFβ/Activin/Nodal,
Wnt/β-catenin, Bmp и Notch (Miyazono, 2000; Zhang,
Laiho, 2003; Ng, Surani, 2011; Hatakeyama, 2012; Vout-
sadakis, 2012; Gao et al., 2014; Dutta et al., 2021). Так,
например, путь JAK–STAT, играющий ключевую
роль в поддержании плюрипотентности ЭСК мыши,
модулируется несколькими посттрансляционными
модификациями, включая фосфорилирование, аце-
тилирование и убиквитинирование. Было установле-
но, что Е3-лигаза Trim8 посредством Hsp90β взаимо-
действует с фактором STAT3 и селективно подавляет
транскрипцию Nanog, поддерживая плюрипотентное
состояние ЭСК мыши (Okumura et al., 2010). Для E3-
лигазы c-Cbl показана регуляция остеобластной
дифференцировки мезенхимных стволовых клеток
посредством контроля протеасомной деградации и
активности фактора STAT5 (Dieudonne et al., 2013).

С другой стороны, УПС играет роль и в поддер-
жании физиологических уровней основных факто-
ров плюрипотентности в ЭСК (Choi, Baek, 2018). В
недавней работе показано, что Е3-убиквитинлигаза
Stub1 функционирует как ключевой протеостатиче-
ский регулятор белков Sox2, Oct4 и Nanog в ЭСК
мыши (Al Mamun et al., 2022). Этот фермент опосре-
дует протеасомную деградацию факторов плюрипо-
тентности, катализируя их полиубиквитинирова-
ние. Дефицит Stub1 усиливал репрограммирование
соматических клеток и задерживал дифференциров-
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ку ЭСК, тогда как его повышенная экспрессия за-
пускала дифференцировку ЭСК мыши. Кроме того,
было продемонстрировано, что Е3-убиквитинлига-
зы β-TrCP1 и β-TrCP2 способны распознавать и убик-
витинировать транскрипционный фактор Tfcp2l в
ЭСК мыши, который является центральным игро-
ком в поддержании наивной плюрипотентности
(Zhang et al., 2021). Сверхэкспрессия генов β-TrCP
приводила к снижению уровня белка Tfcp2l1 и ини-
циировала дифференцировку ЭСК.

Известно, что ЭСК поддерживают высокую ге-
номную пластичность, которая важна для их способ-
ности вставать на различные пути дифференциров-
ки, и посттранскрипционные модификации гисто-
нов играют ключевую роль в поддержании этой
пластичности. Например, показано, что E3-лигаза
Rnf2 и DUB-фермент Usp44 регулируют дифферен-
цировку ЭСК путем модуляции моноубиквитилиро-
вания гистона H2B (Fuchs et al., 2012). Активность
E3-лигазы Rnf12/RLIM также регулирует диффе-
ренцировку ЭСК мыши в нейроны (Bustos et al.,
2018). Е3-лигаза Lin41 взаимодействует с белком p53,
контролируя количество последнего посредством
его убиквитинирования и последующей деградации
в протеасоме; также Lin41 противодействует p53-за-
висимым проапоптотическим и продифференциро-
вочным ответам (Nguyen et al., 2017). Поскольку
Lin41-дефицитные мыши обнаруживают дефекты
закрытия нервной трубки, можно предполагать, что
Lin41 является критическим для регуляции функций
p53 в спецификации судьбы клеток и выживаемости
во время раннего развития мозга (Nguyen et al., 2017).

Кроме того, результаты исследований эмбриоге-
неза Caenorhabditis elegans демонстрируют участие
Е3-лигаз в управлении процессом дифференцировки и
указывают на то, что убиквитин-опосредованная де-
градация белка приводит к выбору в сторону диффе-
ренцировки (Du et al., 2015). Так, для двух E3-лигаз бы-
ли идентифицированы три субстрат-связывающих
белка: LIN-23/β-TrCP, FBXB-3 и ZYG-11/ZYG-11B,
которые управляют прогрессией дифференцировки
во время развития эндомезодермы. Предполагается,
что эти E3-лигазы функционируют через много-
функциональный белок OMA-1, способствуя дегра-
дации транскрипционного фактора SKN-1 (ортоло-
га белков Nrf/CNC млекопитающих).

В других исследованиях на модели дифференци-
ровки миобластов, первичных саттелитных клеток
мыши и человека in vitro было показано, что актив-
ность Е3-лигазы семейства Cullin необходима на каж-
дом этапе дифференцировки мышечных клеток
(Blondelle et al., 2017). Интересно, что E3-лигаза Itch
является решающим регуляторным фактором в диф-
ференцировке Т-лимфоцитов (Xiao et al., 2014). Кро-
ме того, было продемонстрировано, что Itch поло-
жительно регулирует такую дифференцировку путем
стимуляции конъюгации убиквитина с транскрип-
ционным фактором Foxo1 и последующей деграда-

ции Foxo1. Сверхэкспрессия Е3-лигазы Nrdp1 в В-
клетках мыши приводила к значительному снижению
уровней рецепторов EPO, IL-3 и RARα и ослабляла
дифференцировку (Jing et al., 2008). Лигаза Trim23 иг-
рает критическую роль в дифференцировке адипоци-
тов, стабилизируя ядерный рецептор PPARγ (Watanabe
et al., 2015). Ddb1, компонент убиквитин-лигазы
CUL4-DDB1, высоко экспрессируется в мультипо-
тентных гематопоэтических предшественниках, и
его делеция приводит к отмене гемопоэза (Gao et al.,
2015). Снижение экспрессии Ddb1 активирует путь
Trp53 и приводит к значительному влиянию на про-
грессирование клеточного цикла и быстрый апоптоз
гемопоэтических стволовых клеток. Наоборот, ис-
тощение Ddb1 в ЭСК приводит к инициации диф-
ференцировки, но не к апоптозу.

Ингибирование активности протеасом в миобла-
стах мыши индуцировало остеобластную дифферен-
цировку путем модификации активности Runx2, что
свидетельствует о функции протеасом в контроле
деградации факторов транскрипции, связанных с
остеогенной дифференцировкой (Uyama et al., 2012).

С другой стороны, клетки, проходящие через
дифференцировку, сталкиваются с активацией про-
цессов окисления, что приводит к увеличению пула
окисленных белков. Так, например, было обнаруже-
но, что ЭСК мыши содержат относительно высокий
уровень карбонилированных белков и конечных
продуктов гликирования, но после дифференциров-
ки in vitro такое повреждение эффективно устраняет-
ся (Hernebring et al., 2006). Важно, что данное явление
наблюдали и при сравнении содержания окисленных
белков в ВКМ бластоцист и клетках, дифференциро-
ванных в трофэктодерму, что свидетельствует о том,
что устранение повреждения белков происходит
также и во время нормального эмбрионального раз-
вития. Примечательно, что удаление окислительно
модифицированных белков во время дифференци-
ровки ЭСК мыши было связано с повышенной экс-
прессией протеасомного активатора PA28 и иммуно-
субъединиц протеасомы (Hernebring et al., 2013). Так,
нокдаун PA28 препятствовал удалению поврежден-
ных белков, подтверждая, что регулятор протеасомы
PA28 играет важную роль в элиминации поврежден-
ных белков при переходе от самообновления к диф-
ференцировке клеток (Hernebring et al., 2013).

Интересно, что повышение уровня иммунопро-
теасом было также обнаружено при дифференци-
ровке скелетных мышц, а нокдаун иммуносубъеди-
ницы протеасом LMP2/β1i (PSMB9) или использо-
вание специфических для иммуннопротеасомы
ингибиторов предотвращало дифференцировку кле-
ток скелетных мышц (Cui et al., 2014). Кроме того,
подавление иммунопротеасомной активности уве-
личивало пул окисленных белков и проапоптотиче-
ских белков. Эти результаты указывают на усиление
окислительной среды во время дифференцировки,



240

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 3  2023

ПОДЕНКОВА и др.

равно как и на важную роль иммуннопротеасом в
удалении окисленных белков.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

ПСК обладают уникальными транскриптомны-
ми, эпигеномными и протеомными характеристика-
ми, которые обеспечиваются работой высокоточной
регуляторной сети. Кроме того, эти клетки характе-
ризуются усиленной активностью защитных клеточ-
ных систем, включая УПС. УПС регулирует протео-
стаз клетки, и, тем самым, играет одну из определя-
ющих ролей в поддержании плюрипотентности и в
дифференцировке ПСК посредством координации
уровней транскрипционных факторов плюрипо-
тентности и участников регуляторных сетей с помо-
щью убиквитинирования ферментами Е1, E2 и E3 и
деубиквитинирования DUB-ферментами, а также за
счет модуляции экспрессии, активности и субстрат-
ной специфичности протеасомных комплексов.
Совместная работа ферментов Е1, E2 и E3 с одной
стороны, и DUB, с другой, обеспечивает определен-
ный баланс между протеолизом и стабилизацией
факторов плюрипотентности и других ключевых
факторов и, тем самым, определяет судьбу ПСК –
поддержание плюрипотентного состояния или вы-
ход из него в процесс дифференцировки.

Известно, что ЭСК намного более чувствительны
к манипуляциям с сетью протеостаза (например, к
ингибированию протеасом) чем дифференцирован-
ные клетки (Vilchez et al., 2012a). Это можно объяс-
нить, в частности, накоплением поврежденных белков
вследствие инактивации протеасом и, следовательно,
запуском гибели ЭСК. Кроме того, самоподдержание
ЭСК также требует высокой строгости и точности
протеостаза, в то время как его дисфункция может
запускать проапоптотические сигналы до того, как
начнут накапливаться поврежденные белки.

С каждым годом благодаря появлению новых вы-
сокотехнологичных подходов и высокопроизводи-
тельных скрининговых исследований растет пони-
мание роли УПС в поддержании плюрипотентности
ПСК и в их дифференцировке, однако, остается все
еще много нерешенных вопросов. Как, например,
убиквитинирование и деубиквитинирование дина-
мически регулирует различные состояния плюрипо-
тентности, такие как наивное, формативное и прай-
мированное (Гордеев и др., 2021). Какие механизмы
обеспечивают модуляцию работы различных форм
протеасомных комплексов в различных состояниях
плюрипотентности и в разных направлениях диффе-
ренцировки? Дальнейшее изучение протеостаза и
его регуляции поможет ответить на эти и другие во-
просы, достичь лучшего понимания биологии ПСК,
а также привести к разработке новых подходов к мо-
дуляции клеточной спецификации и дифференци-
ровки.
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Pluripotent stem cells (PSCs), represented primarily by embryonic stem cells and induced pluripotent stem
cells (iPSCs), have a unique ability to self-renew and differentiate into all types of somatic cells. Dissecting molec-
ular mechanisms controlling these properties is important for an efficient and safe introduction of PSCs into clinics.
Growing evidence indicates that the proteostasis plays a central role in PSCs fate decisions. This review focuses on
the role of the ubiquitin-proteasome system, a key member of the proteostasis network, in the regulation of plurip-
otency and differentiation of PSCs.
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