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Одним из наиболее явных проявлений негативного воздействия факторов космического полета 
на организм космонавтов является остеопения. С активным развитием пилотируемых космических 
полетов и увеличением продолжительности пребывания космонавтов в условиях невесомости растет 
необходимость понимания механизмов изменений, происходящих на уровне мультипотентных мезен-
химальных стромальных клеток, участвующих в ремоделировании костной ткани. С помощью метода 
РНК-секвенирования изучали изменения транскриптомного профиля ММСК после 5-суточного моде-
лирования эффектов микрогравитации. Обнаружено выраженное снижение экспрессии группы генов, 
продукты которых задействованы в процессах, связанных с пролиферацией клеток, в частности, в мито-
тической фазе клеточного цикла. Сдвиги транскрипционного профиля ММСК были подтверждены под-
счетом веретен деления и анализом их структуры с помощью флуоресцентной микроскопии. Полученные 
результаты указывают на снижение пролиферативной активности культивируемых ММСК в условиях 
моделирования эффектов микрогравитации в течение 5-ти суток.

Ключевые слова: мультипотентные мезенхимальные стромальные клетки (ММСК), пролиферация, 
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11Мультипотентные мезенхимальные стромальные 
клетки (ММСК) – одна из популяций прогени-
торных клеток взрослого организма. Эти клетки 
вовлечены в поддержание гомеостаза и восполне-
ние тканей гравичувствительных систем организ-
ма – сердечно-сосудистой и костно-мышечной, 
что делает их важным объектом исследования кос-
мической биологии. ММСК являются механочув-
ствительными клетками, и на сегодняшний день 
существует множество данных, указывающих на из-
менение их  функционального состояния в  ответ 
на воздействия различных механических стимулов, 
в том числе и на снижение гравитационной нагруз-
ки во время моделирования микрогравитации или 
в условиях космического полета [1].

Эксперименты с  клетками в  условиях кос-
мического полета ограничены техническими 
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сложностями, а также небольшим объемом иссле-
дуемого биоматериала. Поэтому для них целесоо-
бразно применять омиксные технологии, такие как 
РНК-секвенирование, для получения максимально 
возможного объема данных из малого количества 
образцов. По той же причине часто используются 
наземные модели, направленные на прогнозирова-
ние влияния реальной микрогравитации на те или 
иные клеточные процессы, а также для планиро-
вания и подготовки космических экспериментов. 
На сегодняшний день известно, что одним из пер-
вых клеточных ответов на механическую разгрузку 
является изменение экспрессии генов. В течение 
первых суток воздействия наблюдается острый пе-
риод адаптации клеток к изменившимся гравита-
ционным условиям. Примерно к 5–7 суткам воз-
действия клетки приобретают более стабильное 
состояние, завершаются выраженные перестройки 
цитоскелета. Существуют данные, что на этом эта-
пе сохраняется сдвиг транскрипционного профиля, 
хоть и менее выраженный, чем в более ранние сро-
ки воздействия [2]. Цель данной работы – изучить 
изменения, которые происходят в транскриптоме 
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ММСК после 5-ти суточного моделирования эф-
фектов микрогравитации, и какие биологические 
процессы затрагивают эти изменения.

В исследовании использовали ММСК, выде-
ленные из жировой ткани человека 5-6 пассажей. 
Клетки культивировали в среде α-МЕМ (Capricorn 
Scientific, Германия), содержащей 10% фетальной 
бычьей сыворотки (ФБС) (HyClone, США), 50 ед./
мл пенициллина, 50 мкг/мл стрептомицина (“Па-
нЭко”, Россия) и 100 Ед L-глутамина (“ПанЭко”, 
Россия) в стандартных условиях СО2-инкубатора 
(5% СО2, 37°С, 100% влажность) до достижения 
80% конфлюентности. После этого полностью ме-
няли среду, заполняя флаконы без пузырьков воз-
духа. Затем часть флаконов (n=4) с клетками по-
мещали в термостат на вращающуюся платформу 
устройства рандомизации положения  – Gravity 
Controller “Gravite” (Space bio-laboratories, Japan). 
Остальные флаконы (n=4) помещали в тот же термо-
стат в качестве статического контроля. Экспозиция 
проходила в течение 120 часов при 37°С. После 
окончания экспозиции отбирали культуральную 
среду и лизировали клетки с помощью реагента 
ExtractRNA (Евроген, Россия). Затем проводили 
фенол-хлороформную экстракцию РНК со  ста-
дией обработки ДНКазой I  Ambion RNase-free 
DNase I (Thermo Fisher, США) и  дополнитель-
ной очисткой РНК на спин-колонках CleanRNA 
Standard (Евроген, Россия). РНК-секвенирование 
проводили в компании Евроген (Россия). Обработ-
ку данных секвенирования в формате FASTQ про-
водили во фреймворке Galaxy Europe с помощью 
программ FastQC [3], TrimGalore! [4], HISAT2 [5] 
и  featureCounts  [6]. Оценку дифференциальной 
экспрессии генов проводили с помощью пакета 
DESeq2  [7]. Данные по экспрессии генов в экс-
перименте посчитаны относительно статического 
контроля и представлены в тексте в виде M ± SEM.

Из 24028 идентифицированных транскриптов 
экспрессия достоверно (adj. p-value < 0.05) раз-
личалась у 240 генов более, чем в 1.5 раза: транс-
крипция 201 гена снижалась, 39 генов активирова-
ли экспрессию. С помощью базы данных String [8] 
был проведен анализ насыщения групп генов 
по функциональной принадлежности (Enrichment 
Analysis) на основе Gene Ontology [9] по биологи-
ческим процессам, клеточным компонентам и мо-
лекулярным функциям. С помощью базы данных 
Reactome pathways были установлены сигнальные 
пути, которые претерпели изменения после 5-ти 
суточного воздействия моделированной микро-
гравитации. Согласно базе данных UniProt 13 
из повышенных генов являются генами различных 
трансмембранных молекул (KW-0812) (AGPAT1 
(2.08 ± 1.14), CD1D (2.09 ± 1.14), CPM (1.50 ± 1.21), 
ELAPOR1 (1.97  ±  1.26), FAM156A (5.95  ±  1.09), 
FER1L4 (2.09  ±  1.17), GABRE (1.86  ±  1.38), 
PTH1R (1.69  ±  1.09), SCN2A (2.29  ±  1.16), 

SLC1A3 (1.66 ± 1.14), SMIM11 (17.57 ± 1.16), SPAG4 
(1.66 ± 1.25), TAP2 (2.53 ± 1.13)), а также 3 гена 
(BTG2 (1,56  ±  1,14), H2AC6 (1,57  ±  1,14), SOD2 
(1,59 ± 1,21)), которые слабо ассоциированы с про-
цессом “Негативная регуляция пролиферации” 
(GO:0008285; p-value = 0,042). Гены с повышен-
ной экспрессией практически не ассоциировались 
с конкретными процессами, вероятно, ввиду ма-
лой выборки, при этом гены с повышенной и по-
ниженной экспрессией вместе могут участвовать 
в одних и тех же процессах, поэтому дальнейший 
анализ насыщения проводили среди всех изменен-
ных генов (табл. 1).

Большая часть дифференциально экспресси-
рованных генов ассоциирована с функциониро-
ванием и  структурой ядра (GO:0005634) и  ми-
тоза (GO:1903047). Среди них  – гены белков, 
участвующих в цитокинезе и организации верете-
на деления и кинетохоров (ANLN (–2.70 ± 1.14), 
AURKA (–1.69  ±  1.14), AURKB (–2.37  ±  1.21), 
BIRC5 (–2.98  ±  1.26), BUB1B (–3.64  ±  1.09), 
CENPF (–2.82  ±  1.25), CEP55 (–3.17  ±  1.13), 
CIT (–3.27  ±  1.23), CKAP2 (–1.68  ±  1.20), DL-
GAP5 (–3.58  ±  1.15), MYBL2 (–3.58  ±  1.18), 
NDC80 (–2.43  ±  1.30), NEK2 (–3.63  ±  1.13), 
NUF2 (–2.62  ±  1.23), PLK1 (–2.67  ±  1.21), RAC-
GAP1 (–1.53 ± 1.19), SKA3 (–2.26 ± 1.21), SPAG5 
(–2.05  ±  1.14), TACC3 (–2.18  ±  1.15), TPX2 
(–2.21  ±  1.20), TTK (–2.05 ±  1.32)). Снижение 
транскрипционной активности этих генов ука-
зывает на замедление митотических процессов 
в условиях моделирования микрогравитации.

Интересно отметить снижение экспрессии ге-
нов транспортных белков кинезинов, обеспечи-
вающих динамику микротрубочек веретена деле-
ния (KIF11 (–1.86  ±  1.10), KIF14 (–3.29  ±  1.26), 
KIF18B (–3.50  ±  1.16), KIF20A (–2.93  ±  1.20), 
KIF20B (–2.12 ± 1.25), KIF2C (–2.11 ± 1.10), KIF4A 
(–2.71 ± 1.17)). В литературе нет данных об угнетении 
экспрессии этих генов в условиях микрогравитации, 
при этом известно, что ингибирование их экспрес-
сии в условиях эксперимента может заметно сни-
зить пролиферацию и увеличить арест в фазе G1 
клеточного цикла клеток рака печени in vitro [10]. 
Стоит отметить снижение экспрессии гены бел-
ков чекпоинтов фаз G1/S (GTSE1 (–3.22 ± 1.25), 
MUC1 (–1.50 ± 1.28), E2F1 (–1.69 ± 1.08), CDC6 
(–1.78  ±  1.16)) и  G2/M ((CCNB1 (–1.86  ±  1.17), 
CDC20 (–3.76  ±  1.38), CDCA8 (–2.63  ±  1.14), 
CDC45 (–2.76 ± 1.09), CDK1 (–2.56 ± 1.16), CLSPN 
(–2.03  ±  1.15), DTL (–2.24  ±  1.13), FANCD2 
(–2.14 ± 1.18), PLK1 (–2.67 ± 1.21)) клеточного цик-
ла. В ряде исследований, в том числе на ММСК, 
выделенных из костного мозга человека, также от-
мечается снижение экспрессии генов клеточного 
цикла, в частности, циклина B1 (CCNB1), циклин-
зависимой киназы 1 (CDK1) и транскрипционно-
го фактора E2F1, необходимого для прохождения 
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фазы G2/M [11], что ассоциируется с угнетением 
клеточной пролиферации.

С помощью флуоресцентной микроскопии про-
вели подсчет количества клеток и веретен деления 
в нескольких полях зрения для обеих групп. Под-
счет проводили с помощью программы CellProfiler, 
количество веретен деления определяли вручную. 
В статическом контроле выявлено 22 веретена де-
ления на 10134 клетки. В экспериментальной груп-
пе выявлено 6 веретен деления на 13030 клеток, что 
говорит о  снижении активности митотического 
процесса в условиях моделирования микрогравита-
ции. Известно, что микрогравитация влияет на все 

элементы цитоскелета, в том числе и на микротру-
бочки. Есть свидетельства того, что под действием 
микрогравитации могут происходить нарушения 
в структуре веретен делений и возникновение муль-
типолярных [12] и деформированных веретен [13]. 
Однако в нашем исследовании в структуре веретен 
деления в экспериментальной группе явных абер-
раций не выявлено (рис. 1). Таким образом, в усло-
виях моделированной микрогравитации происходит 
замедление, но не полное ингибирование митотиче-
ского процесса.

Данные о  том, как микрогравитация влияет 
на  пролиферацию клеток, противоречивы  [14]. 

Таблица 1. Функциональные группы Gene Ontology, претерпевшие изменения в ходе 5-ти суточного моделирования 
микрогравитации на ММСК

Код  
по GO/сигналь-

ный путь
Группа

Количество генов  
(определено/всего  

в группе GO)

Среднее  
значение изменений  

в группе, раз

False  
Discovery Rate 

(FDR)
Биологический процесс

GO:1903047 Митотический процесс клеточного 
цикла 57/537 –2.42 1.67 × 10–32

GO:0007049 Клеточный цикл 78/1246 –2.41 1.28 × 10–31

GO:0007059 Сегрегация хромосом 39/286 –2.51 4.06 × 10–25

GO:0007051 Организация веретена деления 20/160 –2.55 7.29 × 10–12

GO:0044839 Прохождение фазы клеточного  
цикла G2/M 10/62 –2.43 1.70 × 10–6

GO:0051383 Организация кинетохора 6/21 –2.64 7.32 × 10–5

GO:0010646 Регуляция клеточной коммуникации 68/3355 –1.79 2.00 × 10–4

GO:0030154 Клеточная дифференцировка 67/3507 –1.65 1.50 × 10–3

GO:0023052 Сигналинг 88/5057 –1.73 1.50 × 10–3

GO:0001568 Развитие кровеносных сосудов 17/505 –2.39 9.40 × 10–3

Молекулярная функция
GO:0008017 Связывание микротрубочек 17/269 –2.56 1.80 × 10–4

GO:0003777 Моторная активность 7/68 –2.64 2.38 × 10–2

GO:0005515 Связывание белков 115/7242 –1.81 2.38 × 10–2

GO:0050839 Связывание молекул клеточной 
адгезии 19/560 –1.61 2.85 × 10–2

Клеточный компонент
GO:0005694 Хромосомы 70/1850 –2.28 7.54 × 10–16

GO:0000776 Кинетохор 23/165 –2.51 1.09 × 10–14

GO:0005819 Веретено деления 33/425 –2.55 1.09 × 10–14

GO:0005634 Ядро 138/7672 –2.03 5.65 × 10–9

GO:0015630 Цитоскелет из микротрубочек 45/1355 –2.46 2.20 × 10–8

GO:0005856 Цитоскелет 59/2369 –2.18 9.62 × 10–7

GO:0005829 Цитозоль 93/5438 –2.39 8.00 × 10–4

GO:0031012 Внеклеточный матрикс 19/552 –1.43 1.80 × 10–3

GO:0005871 Кинезиновый комплекс 6/50 –2.63 2.00 × 10–3

Сигнальные пути
HSA-1640170 Клеточный цикл 55/658 –2.42 4.14 × 10–27

HSA-68886 М-фаза 32/382 –2.43 4.54 × 10–15

HSA-2467813 Расхождение сестринских хроматид 22/189 –2.53 6.64 × 10–13

HSA-194315 Сигналинг Rho-ГТФаз 31/672 –2.37 1.78 × 10–8

HSA-69481 Чекпоинты G2/M 13/149 –2.35 5.67 × 10–6

HSA-74160 Транскрипция генов 31/1476 –1.56 3.22 × 10–2



98	 ЯКУБЕЦ, БУРАВКОВА 

ДОКЛАДЫ РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК. НАУКИ О ЖИЗНИ том 520 2025

Некоторые авторы отмечают снижение пролифе-
рации как ММСК [15], так и других клеток [16] 
на коротких сроках моделирования микрограви-
тации. Получены результаты, свидетельствующие 
о повышении пролиферации после 7-дневной экс-
позиции ММСК на 3D-клиностате [17].

При моделировании эффектов микрогравита-
ции на мышиных фибробластах линии 3T3 было 
показано снижение количества белков клеточного 
цикла к 3-м суткам экспозиции на Gravite, и воз-
вращение их количества к контрольным значениям 
на 5-е и на 7-е сутки, из чего авторы делают вывод, 
что происходит адаптация клеток к изменившим-
ся условиям [18]. Схожие данные были получены 
на клетках эндотелия EA.hy 926: в течение 96 часов 
экспозиции снижалось количество клеток в S-фазе 
и увеличивалось их количество в G0/G1 фазе кле-
точного цикла. Однако на  пятые сутки эти раз-
личия нивелировались [19]. В приведенных выше 
исследованиях также отмечался арест клеточного 
цикла ММСК в фазах G1/S и G2/M в ходе 72-часо-
вой экспозиции [11]. Вероятно, клетки адаптиру-
ются к новым гравитационным условиям в течение 
нескольких суток. Скорость этого процесса зави-
сит от типа клеток, тканевого источника, а также 
донорской специфичности. Разница во времени 
адаптации может приводить к сдвигам популяци-
онного состава, что наблюдается, например, в гете-
роклеточных культурах [20]. In vivo такие процессы 
могут повлечь изменения функционирования тка-
невых ниш ММСК и, в частности, микроокруже-
ния кровеносных сосудов и костного мозга, что 
может приводить к дисрегуляции гомеостаза кост-
ной ткани и последующему развитию остеопении.
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TRANSCRIPTOMIC SHIFTS IN MULTIPOTENT MESENCHYMAL  
STROMAL CELLS DURING MICROGRAVITY SIMULATION

D. A. Yakubets*, Сorresponding Мember of the RAS L. B. Buravkova
Institute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

*e-mail: lizard_96@mail.ru

One of the most obvious manifestations of the negative impact of space flight factors on the human physiology 
is osteopenia. With the active development of manned space flights and the increase in the duration of humans’ 
persistence in zero gravity, there is a growing need to understand the mechanisms of changes occurring at the 
cellular level involved in the replenishment of bone tissue. Using the RNA sequencing method, changes in the 
transcriptome profile of MMSCs were studied after a 5-day simulation of the microgravity effects. During the 
analysis, a pronounced downregulation of genes, which products are involved in processes associated with 
cell proliferation, in particular, in the mitotic phase of the cell cycle, was found in the experimental group 
of cells. These shifts in the transcriptional profile of MMSCs were confirmed using fluorescence microscopy. 
The results obtained indicate a decrease in the proliferative activity of MMSCs cultured under conditions 
of simulated microgravity for 5 days.

Keywords: Multipotent mesenchymal stromal cells (MMSCs), proliferation, simulated microgravity, gene ex-
pression, RNA sequencing
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