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Охарактеризована новая неиммортализованная линия мезенхимных стволовых клеток (МСК) из эпикар-
диальной жировой ткани человека (ADH-MSC), полученная от 50-летнего донора в процессе аортокоро-
нарного шунтирования. В процессе длительного культивирования (пассажи 8–16) постепенно увеличива-
ется доля стареющих клеток. Оценка активности β-галактозидазы показывает, что к пассажу 16 доля ста-
реющих клеток достигает 66%. К этому времени проявляются и другие признаки, свидетельствующие о
наступлении активной фазы репликативного старения: увеличиваются размеры клеток и степень их рас-
пластанности, существенно снижается эффективность клонирования и индекс пролиферации, увеличи-
вается время удвоения клеточной популяции. В целом, полученные результаты подтверждают ограничен-
ный срок жизни клеток линии ADH-MSC, характерный для неиммортализованных клеточных популя-
ций. Кариотипический анализ показал, что на раннем 8-ом пассаже имеет место нормальный кариотип
человека, но уже к пассажу 12 существенно увеличивается кариотипическая гетерогенность, усиливающа-
яся к пассажу 16 и превышающая допустимый уровень хромосомных нарушений в нормальных МСК. По-
казано образование новых структурных вариантов кариотипа (СВК). Обнаружено преимущественное уча-
стие короткого плеча одного из гомологов хромосомы 21 в клональных и неклональных перестройках, а
также в дицентриках по типу теломерных ассоциаций. Показано уменьшение частоты полиплоидов в процессе
длительного культивирования. На пассажах 8 и 16 выявлена высокая экспрессия поверхностных антигенов, ха-
рактерных для МСК человека (CD44, CD73, CD90, виментин, CD105, HLA-ABC) и отсутствие экспрессии
CD34, CD45, HLA-DR. На 8-м пассаже присутствует значительная экспрессия маркера ранней дифференци-
ровки ЭCК – SSEA-4, которая существенно снижается на пассаже 16. На пассажах 8 и 16 клетки линии ADH-
MSC способны с одинаковой интенсивностью дифференцироваться в остеогенном и хондрогенном на-
правлениях. Интенсивность адипогенной дифференцировки снижается к пассажу 16. В целом, представ-
ленные результаты подтверждают статус МСК для полученной линии и свидетельствуют о существенных
изменениях, происходящих в процессе раннего репликативного старения,связанных, возможно, с изме-
ненным микроокружением, в котором находились клетки донора с заболеванием сердца. Раннее старение
и кариотипическая нестабильность могут быть связаны и с более значительными нарушением системы ре-
парации ДНК клеток ADH-MSC по сравнению с другими линиями.
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верхностные клеточные маркеры, кариотип, дифференцировка
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Важность исследований характеристик МСК вы-
текает из особенностей взаимодействия их с уни-
кальным микроокружением (нишей), характерным
для определенной ткани, которое регулирует проли-
ферацию, выживаемость, миграцию, старение, диф-
ференцировочный потенциал и другие клеточные
свойства посредством межклеточных взаимодей-
ствий и различных биоактивных молекул. Таким об-
разом, происхождение МСК может определять их
функциональные характеристики. Согласно требо-
ваниям Международного общества клеточной тера-

пии, статус МСК разного происхождения определя-
ется рядом общих характеристик. (Dominici et al.,
2006; Sensebé et al., 2010).

Многие МСК, полученные из взрослых и эмбри-
ональных тканей, имеют ограниченное применение
из-за инвазивного способа их получения, малого ко-
личества полученных клеток в связи с невысоким
пролиферативным потенциалом или этических про-
блем (Bongso, Fong, 2013). Тем не менее, несмотря на
указанные сложности, отказываться от стволовых
клеток из таких тканей нельзя. Благодаря опреде-

УДК 57.085.2



ЦИТОЛОГИЯ  том 61  № 4  2019

ХАРАКТЕРИСТИКА НЕИММОРТАЛИЗОВАННОЙ ЛИНИИ 273

ленной ниши, а значит и определенной модифика-
ции свойств МСК, некоторые из таких клеток могут
оказаться важными как для фундаментальных, так и
для прикладных исследований. Одним из таких важ-
ных объектов для фундаментальных и прикладных
исследований являются стволовые клетки, выделен-
ные из эпикардиальной жировой ткани взрослого
человека, можно получить только при хирургиче-
ской операции – аортокоронарном шунтировании
(Krylova et al., 2011). Показано, что жировая ткань
разного происхождения – подкожная и абдоминаль-
ная (висцеральная), расположенная между внутрен-
ними органами, обладает паракринными функция-
ми (Berg et al., 2005; Hassan et al., 2012). Эпикар-
диальная жировая ткань представляет собой особую
форму висцерального жира, расположенную вокруг
сердца между миокардом и висцеральным перикар-
дом, окружая оба желудочка. Есть данные, что эпи-
кардиальная жировая ткань, являясь метаболически
активным органом, генерирующим биологически
активные вещества, влияющие на сердечную мыш-
цу, проявляет повышенную секрецию медиаторов вос-
паления и хемокинов по сравнению с подкожной жи-
ровой тканью (Hassan et al., 2012). В настоящее время
жировая ткань разной локализации широко использу-
ется для получения и характеристики стволовых кле-
ток человека, обладающих, как правило, широким
дифференцировочным потенциалом (Zuk et al., 2001;
Krylova et al., 2011; Rada et al., 2011; Ogura et al., 2014;
Lee et al., 2016; Nepali et al., 2018; Petersen et al., 2018).

Поскольку клеточные популяции каждого донора
являются генетически уникальным материалом,
важно исследовать генетический вклад индивиду-
ального донора в характеристики МСК. Есть ряд
данных, указывающих на вариации характеристик
МСК между разными донорами (Bernardo et al., 2007;
Redaelli et al., 2012; Lo Surdo et al., 2013; Stultz et al., 2016;
Крылова и др., 2018). Тем не менее, необходимо под-
черкнуть, что в настоящем исследовании мы имеем
дело с нездоровыми донорами. Причем степень за-
болевания и, возможно, причины его могут быть
разными. Поэтому помимо генетических причин,
могут оказывать влияние еще специфические усло-
вия (микроокружение), в котором существовала
ткань до выделения клеток. Учитывая эти факторы,
необходимо исследовать не только характеристики,
подтверждающие статус МСК на раннем пассаже,
но и исследовать характеристики клеток в процессе
длительного культивирования, включая реплика-
тивное старение.

Известно, что репликативное старение – ком-
плексный процесс. Он характеризуется существен-
ным снижением или прекращением пролиферации,
морфологическими изменениями, увеличенной ак-
тивностью β-галактозидазы, повышением уровня
экспрессии туморсупрессорных генов, укорочением
теломер, уменьшением дифференцировочного по-

тенциала, рядом эпигенетических изменений и дру-
гими признакими. Процесс клеточного старения в
МСК может начинаться на ранних пассажах и посте-
пенно усиливаться в процессе культивирования
(Wagner et al., 2008; Kuilman et al., 2010; Redaelli et al.,
2012; Estrada et al., 2013; Savickiene et al., 2016; Daniso-
vic et al., 2017; Кольцова и др., 2017, 2018; Alessio et al.,
2018; Крылова и др., 2018; Truong et al., 2018). Репли-
кативное старение связано с уменьшением репара-
ции ДНК и антиоксидатной активности стареющих
клеток, благодаря снижению экспрессии соответ-
ствующих генов (Niedernhofer et al., 2018; Yu et al.,
2018). Причем на характер репликативного старения
могут оказывать влияние стрессовые факторы,
включая болезни (Yin, Pickering., 2016; Facchin et al.,
2018; Сardenes et al., 2018; Shakeri et al., 2018; Stein
et al., 2018; Sugihara et al., 2018).

Ранее из эпикардиальной жировой ткани 3-х до-
норов возраста от 45 до 50 лет в процессе аортокоро-
нарного шунтирования были выделены фибробла-
стоподобные клетки. Эти клетки были криоконсер-
вированы на раннем пассаже. В результате
дальнейшего культивирования от одного из доноров
была получена неиммортализованная клеточная ли-
ния проявляющая свойства МСК (Krylova et al.,
2011). Представляло интерес исследовать свойства
фибробластоподобной линии, полученной от друго-
го донора.

В настоящей работе стояли следующие задачи:
1) длительное культивирование фибробластоподоб-
ных клеток, выделенных из 2-го донора; анализ ха-
рактеристик, подтверждающих статус МСК, для по-
лученной линии на раннем пассаже (8); 2) сравни-
тельный анализ доли клеток, проявляющих
активность фермента β-галактозидазы, характеризу-
ющей процесс репликативного старения; 3) анализ
ростовых характеристик, кариотипической измен-
чивости; наличие маркеров недифференцирован-
ных эмбриональных стволовых клеток (ЭСК), мар-
керов ранней дифференцировки ЭСК, поверхност-
ных маркеров, дифференцировочного потенциала
полученной линии при длительном культивирова-
нии.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клетки. В работе использовали фибробластопо-

добные клетки, ранее выделенные из эпикардиаль-
ной жировой ткани от донора возраста около 50 лет
в процессе аортокоронарного шунтирования (Krylo-
va et al., 2011). В результате декриоконсервации и
дальнейшего культивирования клеток до 8-го пассажа
в ростовой среде при 5% СО2, 37°С и 90% влажности
была получена неиммортализованная фибробластопо-
добная клеточная линия, названная ADH-MSC. Со-
став ростовой среды: 85% среды α-МЕМ (Биолот,
Россия), 15% эмбриональной бычьей сыворотки
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(HyClone, США), 5нг/мл фактора роста βFGF (Sig-
ma-Aldrich, США). Микробиологический анализ под-
твердил отсутствие бактериальной, грибковой и мико-
плазменной контаминации в полученной линии.

Морфологический анализ клеток проводили с по-
мощью инвертированного микроскопа (NICON,
Япония).

Репликативное старение клеток оценивали по ак-
тивности фермента β-галактозидазы. Клетки ADH-
MSC выращивали в чашках Петри 3.5 см до образо-
вания субконфлюента. Затем среду удаляли и окра-
шивали клетки с помощью набора реактивов (Senes-
cence β-galactosidase staining kit; Cell Signaling, США)
согласно инструкции. У клеток, вступающих в фазу
репликативного старения, цитоплазма имеет ярко-
синюю окраску. Анализ проводили с помощью ин-
вертированного микроскопа (NICON, Япония) на
8-, 12- и 16-м пассажах. Долю окрашенных клеток
(%) определяли путем подсчета не менее 1000 клеток
в разных полях зрения на одну временную точку.

Эффективность клонирования на 8- и 16-м пасса-
жах определяли в чашках Петри в условиях редкого
пассажа (3–4 кл./см2). Через 14 сут клетки окраши-
вали 1%-ным водным раствором кристалл-виолета и
считали число колоний. Эффективность клонирова-
ния определяли по отношению числа выросших ко-
лоний (клонов) к числу посеянных клеток (%). Учи-
тывали колонии, состоящие из не менее 20 клеток.
Эксперимент повторяли трижды.

Для характеристики пролиферативной активности
оценивали индекс пролиферации (ИП) – отноше-
ние числа клеток в текущий момент к исходному
числу посеянных клеток и строили кривые роста
клеточных популяций. Для измерения среднего вре-
мени удвоения клеточной популяции каждый экспе-
риментальный вариант повторяли 3 раза, ежедневно
считая клетки в течение 5 сут (120 ч). Среднее время
одного удвоения клеточной популяции (ao) опреде-
ляли по формуле (Седова, 2008):

где Mt – число клеток в момент времени t; M0 – на-
чальное число клеток; t – время логарифмической
фазы роста клеточной культуры. Пролиферативную
активность анализировали на пассажах 8 и 16.

Кариотипический анализ проводили на 8-, 12- и
16-м пассажах. Для получения препаратов метафаз-
ных хромосом за 3 ч до фиксациив клеток в
среду вводили KaryoMAX (0.1 мкг/мл; Gibco, США),
клетки диссоциировали с помощью 0.25%-ного рас-
твора трипсина с ЭДТА (Gibco, Англия) и проводи-
ли гипотоническую обработку смесью 0.075 М рас-
твора КСl и 1%-ного раствора цитрата натрия. Клет-
ки фиксировали смесью метанола с ледяной
уксусной кислотой (3 : 1) (Реактив, Россия). Для ка-
риотипического анализа проводили дифференци-

( )=o 0ln 2/ln / ,ta t M M

альное G-окрашивание хромосом (Ozkinay, Mitel-
man, 1979). Анализировали 100 метафаз на каждом
пассаже. Количество полиплоидов определяли при
подсчете 1000 клеток в каждом варианте. Kариотип
линии анализировали с помощью микроскопа Axio
Imager.M1 (Carl Zeiss, Германия) с системой автома-
тического кариотипирования (Ikaros 4 karyotyping
system; MetaSystems, ФРГ) и описывали в соответ-
ствии с Международной системой цитогенетической
номенклатуры хромосом человека ISCN (Shaffer et al.,
2009).

Для определения статуса полученных клеточных
линий анализировали наличие поверхностных анти-
генов с помощью проточной цитофлуориметрии на
цитометре Beckman Coulter (США). Присутствие
каждого маркера оценивали по результатам 3-х экс-
периментов для клеток, находящихся на 8- и 16-м
пассажах. Иммунофенотипирование проводили с
помощью панели конъюгатов CD-маркерных моно-
клональных антител с флуорохромами. В работе ис-
пользовали моноклональные антитела против
CD34, CD45, HLA-ABC и HLA-DR (Caltac, США),
CD44, CD73, CD105 (Beckman Coulter, США), СD90, а
также CD31 (BD Pharmingen, США) для анализа
спонтанной эндотелиальной дифференцировки. В
качестве негативного контроля использовали очи-
щенные мышиные антитела IgG1/Fitc и IgG1/RFE
(DAKO, Дания). Клетки снимали с поверхности
чашки с помощью 0.05%-ного раствора трипсина с
ЭДТА (Gibco, США) и отмывали от него раствором
РВS, не содержащем ионов Са2+ и Mg2+ (Биолот,
Россия). Полученную суспензию клеток (1 млн/мл)
в РВS делили на пробы по 30 мкл, добавляли к каж-
дой из них по 3 мкл антител и инкубировали при 4°С
в течение 30 мин. Далее пробы доводили до опти-
мального объема (0.3–0.4 мл) с помощью Stain Buffer
(BD Pharmingen, США).

Для иммунофлуоресцентного анализа наличия мар-
керов ранней дифференцировки ЭСК в производные
3-х зародышевых листков использовали антитела к α-
актинину (тест на мезодерму), α-фетопротеину (тест
на энтодерму) (Sigma, США) и нестину (тест на экто-
дерму) (Chemicon, США). Для определения маркера
недифференцированных ЭСК использовали антите-
ла против транскрипционного фактора OCT-4 (San-
ta Cruz, США). Клетки фиксировали 4%-ным рас-
твором параформальдегида в течение 20 мин при
комнатной температуре, блокировали 1%-ным рас-
твором BSA (Sigma, ФРГ) в течение 1 ч. Пермеабилиза-
цию проводили 0.1%-ным раствором тритона Х-100 в
течение 15 мин при комнатной температуре. Далее
все клетки инкубировали с первыми антителами в
течение ночи при 4°С. Вторые антитела (Alexa Fluor
488; Life technologies, США) разводили в соотноше-
нии 1 : 500 и инкубировали с ними препараты в тече-
ние 1 ч в темноте при комнатной температуре. В ка-
честве отрицательного контроля использовали клет-
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ки, окрашенные только вторыми антителами.
Визуализацию проводили с помощью микроскопа
Zeiss LSM 5 Pascal (Германия). Анализировали клет-
ки 8-го пассажа.

Для количественной оценки маркеров недиффе-
ренцированных ЭСК SSEA-4, (Santa Cruz, США) и
SOX2 (Sigma, Германия), а также виментина, ис-
пользуемого для подтверждения статуса МСК, ис-
пользовали метод проточной цитофлуориметрии
после проведения реакции иммунофлуоресценции в
клеточной суспензии на пассажах 8 и 16.

Для подтверждения статуса МСК проводили ин-
дукцию остеогенной, адипогенной и хондрогенной
дифференцировки по модифицированному методу
(Reyes et al., 2001) на пассажах 8 и 16. Клетки (в кон-
центрации необходимой для образования конфлу-
ента) высевали на чашки Петри в ростовой среде.
После прикрепления и распластывания клеток ро-
стовую среду заменяли на дифференцировочную
остеогенную или адипогенную среду (HyClone Ther-
mo Scientific HyClone Product, США). Хондроген-
ную дифференцировку проводили в культуре мик-
ромасс в хондрогенной дифференцировочной среде
(HyClone Thermo Scientific HyClone Product, США).
Индукцию проводили в течение 21 сут, меняя среду
каждые 3–4 сут.

Для идентификации адипогенной дифференци-
ровки клетки промывали PBS без ионов Ca2+ и Mg2+,
фиксировали в метаноле в течение 2 мин при −20°С.
Фиксированные клетки промывали 50%-ным этано-
лом и окрашивали красным масляным (Oil Red O) в
течение 10 мин. Окрашенные клетки промывали
50%-ным этанолом, затем дистиллированной водой
и заключали в 70%-ный глицерин.

Для идентификации остеогенной дифференци-
ровки использовали реакцию Вон Косса. Для этого
клетки фиксировали 2 мин в метаноле при −20°С и
окрашивали 2%-ным раствором нитрата серебра
(AgNO3) (Вектон, Россия) в течение 1 ч под лампой
мощностью 60 Вт. Окрашенные клетки промывали
дистиллированной водой и помещали на 5 мин в
2.5%-й раствор тиосульфата натрия. Затем клетки
снова промывали водой и высушивали.

Идентификацию хондрогенной дифференциров-
ки проводили с помощью окрашивания клеток 1%-
ным раствором толуидинового синего в 50%-ном
изопропаноле (MP Biomedicals, США), 0.1%-ным
водным раствором сафранина О или 1%-ным рас-
твором альцианового синего в 3%-ной уксусной
кислоте. Время окраски составляло 30 мин при ком-
натной температуре для всех красителей.

Результаты обрабатывали статистически с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Различия счи-
тали достоверными при вероятности нулевой гипо-
тезы Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В результате культивирования в течение 8 пассажей

получена линия фибробластоподобных клеток, кото-
рую назвали, согласно источнику получения из эпи-
кардиальной жировой ткани человека, ADH-MSC.

Морфологический анализ этой линии показал од-
нородность клеточных популяций со средними по
размеру вытянутыми фибробластоподобными клет-
ками (рис. 1).

Процесс репликативного старения при длительном
культивировании клеток (пассажи 8–16) ADH-MSC
оценивали по активности β-галактозидазы в клеточ-

Рис. 1. Прижизненные фотографии клеток линии ADH-MSC на 8-м и 16-м пассажах. Инвертированный микроскоп NICON,
Япония. Масштабная линейка: 50 мкм.

16-й пассаж8-й пассаж
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ных популяциях (табл. 1). Уже на 8-м пассаже обнару-
жена небольшая доля стареющих клеток, которая су-
щественно увеличивается к 12-му пассажу (P < 0.01).
Процесс репликативного старения протекает быстро,
и к 16-му пассажу доля стареющих клеток увеличива-
ется вдвое по сравнению с пассажем 12 (P < 0.01).
Кроме усиления активности β-галактозидазы в кле-
точной популяции к 16-му пассажу, существенно из-
меняется и морфология клеток, выражающаяся в
увеличении размеров и степени их распластанности,
а также в появлении дебриса, что свидетельствует о
наступлении активного репликативного старения
(рис. 1). Надо подчеркнуть, что линии МСК из раз-
ных источников от здоровых доноров, полученные
нами ранее, старели более медленно при длительном
культивировании (Крылова и др., 2018; Кольцова и др.,
2018). Возможно, что настоящий результат связан

именно с тем, что клеточный материал был взят во вре-
мя операции из эпикарда пациента с болезнью сердца.

Ростовые характеристики. Эффективность кло-
нирования клеток ADH-MSC на 8-м пассаже была
невысокой и составила 6.3 ± 0.2%. На 16-м пассаже
она значительно снижалась и составила 1.4 ± 0.1%
(Р < 0.01). Ранее полученные результаты по анализу
клоногенной активности в МСК разного происхож-
дения свидетельствуют о ее больших колебаниях
между разными линиями и о существенном сниже-
нии этой активнсти на поздних пассажах (Lo Surdo
et al., 2013; Szepesi et al., 2016; Кольцова и др., 2018;
Крылова и др., 2018).

Характеристика пролиферативной активности
клеток ADH-MSC в процессе длительного культи-
вирования свидетельствуют об активном делении
клеток на 8-м пассаже и значительном снижении
ИП к пассажу 16 (рис. 2). Анализ кривой роста кле-
ток показал, что время логарифмической фазы роста
на 8-м пассаже составляет 96 ч. Увеличение ИП на-
чинается в 1-е сут и значимо увеличивается в течение
96 ч, а далее снижается. Среднее время одного удво-
ения клеточной популяции составляет 32.9 ± 0.2 ч.
К 8-му пассажу культура ADH-MSC проходит 17–
18 удвоений.

На позднем 16-м пассаже, когда идут процессы
активного репликативного старения, время лога-
рифмической фазы сокращается и составляет 72 ч.
Причем обращает внимание снижение ИП в течение
24 ч. В отличие от культур здоровых доноров, адапта-
ция клеток ADH-MSC после пересева связана с ги-
белью части популяции. При дальнейшем культиви-
ровании в течение 72 ч величина ИП увеличивается,
а затем снижается (рис. 2). Среднее время одного
удвоения клеточной популяции увеличивается по
сравнению с 8-м пассажем и составляет 61.2 ± 2.1 ч.
Таким образом, наше исследование показывает, что
в процессе длительного культивирования присут-
ствуют явные признаки репликативного старения:
существенно снижается эффективность клонирова-
ния и ИП (рис. 2), значительно увеличиваются раз-
меры клеток и их распластанность, появляется де-
брис (рис. 1), увеличивается доля клеток с выражен-
ной активностью β-галактозидазы (табл. 1). В целом,
полученные результаты подтверждают ограниченный
срок жизни клеток линии ADH-MSC, характерный
для неиммортализованных клеточных популяций
(Hayflick, 1965; Matsumura et al., 1979; Bonab et al.,
2006). Наблюдаемое более раннее наступление ре-
пликативного старения этой линии по сравнению с
другими линиями МСК, возможно, связано с тем,
что клетки, выделенные из эпикардиальной жиро-
вой ткани больного сердца, находились в другом
микроокружении по сравнению с МСК, полученны-
ми от здоровых доноров.

Таблица 1. Доля клеток с выраженной активностью β-га-
лактозидазы (β-гал) в процессе культивирования линии
ADH-MSC

Примечание. Даны средние значения и их ошибки при подсчете
не менее 1000 клеток в разных полях зрения на одну временную
точку.

Пассаж Число клеток Доля окрашенных на β-гал, %

8 2362 10.2 ± 0.6

12 1718 35.0 ± 1.2

16 1405 66.6 ± 1.3

Рис. 2. Кривые роста клеток на 8-м (кривая 1) и 16-м (кри-
вая 2) пассажах.
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Кариотипический анализ клеток ADH-MSC. На
8-м пассаже клетки имеют нормальный кариотип
человека: 46,XY (97.0 ± 1.7%). В 3-х клетках
(3.0 ± 1.7%) обнаружена клональная перестройка –
трисомия по хромосоме 2, 47,XY,+2. (рис. 3а). На
12-м пассаже обнаружено 2 типа структурных ва-
риантов кариотипа (СВК): 1) нормальный карио-
тип, 46,ХY (42.0 ± 4.9%); 2) трисомия по хромосо-
ме 2, 47,ХY,+2 (48.0 ± 5.0%) (рис. 3б, 3в). В 1-м
СВК присутствует 8 неклональных перестроек
(рис. 3б). Во 2-м СВК – 2 неклональные пере-
стройки (рис. 3в). Таким образом, в процессе
культивирования от 8- до 12-го пассажа происхо-
дят существенные изменения в структуре карио-
типа: значительно возрастает частота клеток с
клональной перестройкой (трисомией по хромо-
соме 2) и появляются неклональные перестройки.
Надо отметить, что кариотипический анализ
МСК, выделенных из эпикардиальной жировой
ткани сердца от предыдущего донора того же воз-
раста, также показал увеличение частоты клеток с
трисомией по хромосоме 2 на пассаже 12 (Krylova
et al., 2011).

При продолжении культивирования до 16-го пас-
сажа увеличивается кариотипическая гетерогенность.
Можно выделить три СВК: 1) нормальный кариотип
46,XY (6.0 ± 2.4%) (рис. 4а); 2) СВК с перестройкой
хромосомы 21, 46,XY,add(21)2(p13) (39 ± 4.9%)
(рис. 4б); 3) СВК с трисомией по хромосоме 2,
47,XY,+2 (55 ± 5.0%) (рис. 4в). Во всех 3-х СВК в 65%
клеток выявлены клональные и неклональные хро-
мосомные перестройки с вовлечением преимуще-
ственно короткого плеча одного из гомологов хро-
мосомы 21 (рис. 4а–4в). Гетероморфизм гомологов
ядрышкообразующей хромосомы 21 по короткому пле-
чу позволяет определить, что во все перестройки с ее
участием вовлекался один и тот же гомолог. Следует от-
метить, что обнаруженная на 12-м пассаже в 1-м СВК
неклональная перестройка add(21)1(p13), на 16-м
пассаже в 3-м СВК превращается в клональную пе-
рестройку (16.0 ± 3.7%). Также обнаружены дицен-
трические хромосомы по типу теломерных ассоциа-
ций (9.0 ± 1.4%). Причем в большинстве таких ди-
центрических хромосом (в 7 из 9) затронуто
короткое плечо хромосомы 21.

Появление теломерных ассоциаций было ранее
показано в разных “безмаркерных” иммортализо-
ванных и неиммортализованных диплоидных лини-
ях в стрессовых ситуациях и при старении, которое
также можно условно считать стрессом, так как оно
сопровождается рядом нежелательных для организ-
ма или для клеточной культуры явлениями. По-ви-
димому, их роль состоит не в создании кариотипиче-
ской нестабильности, которая связана с обычными
хромосомными аберрациями, а в образовании гене-
тических структур, обеспечивающих систему адап-

тации клеточной популяции к неблагоприятным
факторам (Poljanskaya, Vakhtin, 2003).

Анализ частоты полиплоидных клеток в процессе
длительного культивирования показал, что их доля
составляет 9.0 ± 0.9% на пассаже 8, значительно сни-
жается на пассаже 12 (2.2 ± 0.3%, Р < 0.01) и не изме-
няется к пассажу 16 (3.0 ± 0.8), несмотря на усиление
процесса репликативного старения. Эти данные под-
тверждают наши предыдущие результаты, свидетель-
ствующие о том, что уровень полиплоидов не является
маркером стареющих клеток (Кольцова и др., 2017,
2018). Таким образом, кариотипический анализ в
клетках ADH-MSC показал, что на раннем пассаже
имеет место нормальный кариотип человека, но уже
к пассажу 12 существенно увеличивается кариоти-
пическая гетерогенность, усиливающаяся к 16 пас-
сажу и превышающая допустимый уровень хромо-
сомных нарушений для кариотипически нормаль-
ных МСК (Meisner, Johnson, 2008; Shaffer et al., 2009;
Barkholt et al., 2013). В более ранних работах при про-
ведении кариотипического анализа при длительном
культивировании МСК, полученных от здоровых
доноров из разных тканей, в процессе репликатив-
ного старения нами не была выявлена частота кари-
отипических изменений, превышающая допусти-
мый барьер по частоте клональных перестроек
(Кольцова и др., 2017, 2018). Несмотря на значитель-
ную кариотипическую нестабильность, при продол-
жении культивирования клетки погибают из-за от-
сутствия адаптивных кариотипических изменений,
способствующих иммортализации и последующей
малигнизации клеток (Tarte et al., 2010; Zaman et al.,
2014). Возможно, что клетки, выделенные из эпикар-
диальной жировой ткани сердца, находились в дру-
гом микроокружении по сравнению со здоровым до-
нором.

Для подтверждения статуса МСК для линии
ADH-MSC анализировали клеточные поверхност-
ные маркеры, характерные для МСК, с помощью
проточной цитофлуориметрии. Анализ подтвердил
наличие статуса МСК для этой линии (табл. 2). Из
представленных результатов следует наличие у кле-
ток на 8-м пассаже поверхностных антигенов, харак-
терных для МСК человека: CD44, CD73, CD90,
CD105, виментина и HLA-ABC. Выявлено отсут-
ствие или низкая частота встречаемости антигенов
CD34, CD45 и HLA-DR. Таким образом, согласно
требованиям Международного общества клеточной
терапии (Domonici, 2006; Sensebé et al., 2010), для ли-
нии ADH-MSC подтвержден статус МСК. Этот ста-
тус в целом сохраняется и на позднем 16-м пассаже
(табл. 2). Отмечено небольшое, не противоречащее
статусу МСК, снижение уровня CD90, виментина и
HLA-ABC и увеличение HLA-DR (Р < 0.1). С помо-
щью иммунофлуоресцентного анализа мы не выяви-
ли транскрипционный фактор Oct-4 (данные не
представлены). На пассаже 8 показан высокий уро-
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Рис. 3. Кариотип клеточной линии ADH-MSC на пассаже 8 (а) и структурные варианты кариотипа на пассаже 12 (б, в). а –
46,XY; врезка – трисомия хромосомы 2 (47,XY,+2). б – 46,XY, на врезках показаны структурно перестроенные хромосомы
(стрелки), обнаруженные в отдельных клетках: дицентрические хромосомы (верхний ряд) dic(1;21)(1pter→
1q12::21p13→21qter); dic(2;9)(2pter→2q37::9p24→9qter); dic(10;19)(10pter→10q26::19p13.3→19qter); der(21)(13qter→
13q12::21p13→21qter) в клетке с кариотипом 45,XY,–13 и (нижний ряд) add(14)(?::p13→qter); add(16)(?::p13.3→qter);
add(21)1(?::p13→qter); mar в клетке с кариотипом 47,XY,+mar. в – 47,XY,+2, на врезке показаны структурно перестроенные хро-
мосомы (стрелки), обнаруженные в отдельных клетках: дицентрическая хромосома dic(10;21)(10pter→10q21::21p13→21qter);
делеция хромосомы 14, del(14)(pter→q24:).
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Таблица 2. Доля клеток (%), несущих поверхностные
маркеры в линии ADH-MSC

Примечание. Даны средние значения доли клеток (несущих
маркер) и их ошибки (%) из 3–4 экспериментов. аДостоверные
различия между пассажами (при Р < 0.05)

Маркер

Пассаж

8 16

CD44 99.12 ± 0.10 98.55 ± 0.21

CD73 96.74 ± 2.56 94.47 ± 0.96

CD90 99.49 ± 0.21а 96.45 ± 0.40а

CD105 94.86 ± 3.62 92.26 ± 0.56

Виментин 98.15 ± 0.04а 94.94 ± 0.28а

CD31 1.95 ± 0.53 1.07 ± 0.20

CD34 0.11 ± 0.03 0.33 ± 0.09

CD45 2.84 ± 0.39 1.50 ± 0.40

HLA-ABC 91.09 ± 0.25а 73.09 ± 0.78а

HLA-DR 0.17 ± 0.03а 0.62 ± 0.07а

SSEA-4 74.84 ± 6.86а 18.47 ± 0.70а

SOX2 0.58 ± 0.13 0.57 ± 0.04

вень маркера ранней дифференцировки ЭCК –
SSEA-4 и отсутствие SOX2. На пассаже 16 уменьшается
доля клеток с проявлением маркера SSEA-4 (Р < 0.1), а
маркер SOX2 отсутствует, как и на пассаже 8 (табл. 2).

Отсутствие поверхностного маркера CD31 на
ранних и поздних пассажах свидетельствует об от-
сутствии спонтанной эндотелиальной дифференци-
ровки в клетках ADH-MSC. Тем не менее, в клетках
линии, выделенной из этой же ткани в тех же условиях,
но из другого донора, показано наличие спонтанной
эндотелиальной дифференцировки (Krylova et al.,
2011). Различия могут быть связаны как с генетиче-
скими особенностями доноров, так и с особенностя-
ми заболевания.

К настоящему времени получено много экспери-
ментальных данных, включая и наши собственные,
подтверждающих наличие маркеров недифференци-
рованных ЭСК у разных линий МСК и их динамика в
процессе длительного культивирования. Наличие
этих маркеров связано с регуляцией пролифератив-
ной активности и дифференцировочного потенциала
в МСК (Gang et al., 2007; Riekstina et al., 2009; Yoon et al.,
2011; Park et al., 2012; Seo et al., 2013; Aghajani et al.,
2016; Reumann et al., 2018). Наблюдаемая корреляция
между сниженной экспрессией маркера SSEA-4 и
сниженной пролиферативной активностью на позд-
них пассажах, косвенно подтверждает это предполо-
жение.

Присутствие маркеров ранней дифференцировки
ЭСК в производных трех зародышевых листков в клет-
ках линии ADH-MSC показано с помощью иммуно-
флуоресцентного анализа (рис. 5). Идентифицирова-
ны следующие маркеры: альфа-актинин (маркер ме-
зодермы), альфа-фетопротеин (маркер энтодермы) и
нестин (маркер эктодермы). Эти результаты совпада-
ют с более ранними данными, полученными разными
методами, о наличии маркеров ранней дифференци-
ровки ЭСК в МСК разного происхождения. Возмож-
но, что с присутствием маркеров ранней дифферен-
цировки ЭСК связана дифференцировочная пла-
стичность МСК (Riekstina et al., 2009; Huang et al.,
2010; Antonucci et al., 2011; Mamidi et al., 2011; Крыло-
ва и др., 2018; Wu et al., 2013; Кольцова и др., 2018).

Индукция остеогенной, хондрогенной и адипоген-
ной дифференцировок клеток линии ADH-MSC вы-
явила их способность формировать адипогенную,
хрящевую и костную ткань на пассажах 8 и 16, что
подтверждает статус МСК. Тем не менее, в отличие от
остеогенной и хондрогенной дифференцировок, ха-
рактер адипогенной дифференцировки, выявляемый
с помощью красителя масляного красного, различен
у клеток на пассажах 8 и 16 (рис. 6). На 8-м пассаже
через 21 сут после начала индукции выявляется актив-
ная адипогенная дифференцировка. На 16-м пассаже
интенсивность адипогенной дифференцировки сни-
жается. В литературе есть данные, показывающие за-

висимость интенсивности дифференцировки МСК,
полученных из разных источников, от длительности
культивирования, т.е. от процесса репликативного
старения (Рark et al., 2005; Bonab et al., 2006; Lo Surdo
et al., 2013; Bianchi et al, 2017; Кольцова и др., 2017;
Крылова и др., 2018). Культивирование клеток в
остеогенной среде способствовало формированию
минеральных комплексов при использовании реак-
ции Вон Косса, позволяющей выявить нераствори-
мые соли кальция в межклеточном пространстве.
Культивирование клеток в хондрогенной среде при-
водило к образованию структур, которые выявляют-
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ся с помощью окрашивания толуидиновым синим
(идентификация сульфатированных гликозамино-
гликанов), сафранином (идентификация протеогли-
канов) и альциановым синим (идентификация кис-
лых гликозаминогликанов). Различий между клет-
ками 8-го и 16-го пассажа по интенсивности этих
дифференцировок не наблюдали (рис. 5).

Таким образом, представленные результаты под-
тверждают статус МСК для полученной линии и
свидетельствуют о существенных изменениях, про-
исходящих в процессе репликативного старения.
Причем в клетках этой линии имеет место наступле-

ние более раннего репликативного старения, чем в
клетках других линий МСК, полученных нами от
здоровых доноров разного возраста. Это явление мо-
жет быть связано с нарушенным микроокружением,
в котором находились клетки от донора, имеющего
заболевание сердца, требующего аортокоронарного
шунтирования. Возможно, что эта же причина по-
влияла на значительную кариотипическую неста-
бильность, возникшую в процессе раннего реплика-
тивного старения. Оба эти явления (раннее старение
и кариотипическая нестабильность) могут быть свя-
заны с более значительными нарушениями системы

Рис. 5. Идентификация маркеров ранней дифференцировки эмбриональных стволовых клеток в клетках линии ADH-MSC
на пассажах 8 и 16 по флуоресценции в зеленом спектре соответствующих моноклональных антител.
Показаны маркеры мезодермы (альфа-актинина), эндодермы (альфа-фетопротеина) и эктодермы (нестина). Масштабная
линейка: 100 мкм.
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Рис. 4. Структурные варианты кариотипа клеточной линии ADH-MSC на пассаже 16. а – 46,XY; на врезках показаны струк-
турно перестроенные хромосомы (стрелки), обнаруженные в отдельных клетках: клональная перестройка хромосомы 21,
add(21)1(?::p13→qter); add(21)1(?::p13→qter) и дицентрическая хромосома dic(8;16)(8pter→8q24.3::16q24→16pter); хромосома 1
и der(21)(1qter→1q12::21p13→21qter), экстракопирование длинного плеча хромосомы 1; дицентрическая хромосома
dic(16;21)(21qter→21p13::16p13.3→16qter). б – 46,XY, add(21)2(?::p13→qter); на врезках показаны клональная перестройка хро-
мосомы 21 и структурно перестроенные хромосомы (стрелки), обнаруженные в отдельных клетках: в верхнем ряду –
add(21)2(?::p13→qter) и дицентрическая хромосома dic(4;16)(4pter→4q27::16p13.3→16qter); add(21)2(?::p13→qter) и дицентри-
ческая хромосома dic(14;16)(14pter→14q24::16p13.3→16qter), в нижнем ряду – add(21)2(?::p13→qter) и дицентрическая хромо-
сома dic(16;17)(17pter→17q24::16p13.3→16qter); add(21)2(?::p13→qter) и add(16)(?::p13.3→qter). в – 47,XY,+2; на врезках показа-
ны структурно перестроенные хромосомы (стрелки), обнаруженные в отдельных клетках: в верхнем ряду – клональная пере-
стройка хромосомы 21, add(21)1(?::p13→qter) (15% клеток); add(21)1(?::p13→qter) и дицентрическая хромосома
dic(8;16)(8pter→8q24.3::16p13.3→16qter); клональная перестройка дицентрическая хромосома dic(16;21)(21qter→
21p13::16p13.3→16qter) (4% клеток); del(5)(pter→q23:) и add(21)(?::p13→qter), в нижнем ряду – дицентрические хромосомы
dic(9;21)(21qter→21p13::9p24→9qter); dic(12;14)(14pter→14q32::?::12p13→12qter); dic(21;22)(22pter→22q13.3::21p13→21qter);
dic(21;22)(22qter→22p12::21p12→21qter); der(21;22)(22qter→22q10::21q10→21qter).
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репарации ДНК в клетках ADH-MSC, чем у клеток
других линий.
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 CHARACTERIZATION OF NON-IMMORTALIZED MESENCHYMAL STEM CELL 
LINE ISOLATED FROM HUMAN EPICARDIAL ADIPOSE TUSSUE
A. S. Musorinaa, V. V. Zenina, V. I. Turilovaa, T. K. Yakovlevaa, and G. G. Poljanskayaa, *

aInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: poljansk@incras.ru

A new non-immortalized mesenchymal stem cell (MSC) line from human epicardial adipose tissue has been  ob-
tained from fibroblast-like cells previously isolated from such tissue of a 50-year-old donor during coronary artery
bypass grafting and was named ADH-MSC. The analysis of the main characteristics was carried out in the process
of long-term cultivation from the 8th to the 16th passages. In the course of such cultivation, the proportion of  senes-
cent cells increased. According to the activity of β-galactosidase, the proportion of senescence cells reaches 66% to
the 16th  passage. In addition to increasing activity of β-galactosidase, to the 16th passage, there were other signs in-
dicating the onset of the active phase of replicative senescence: an increase in cell size and their spreading, a signif-
icant decrease in the plating efficiency and index of proliferation, an extension of the time of doubling of cell popu-
lation. Overall, the results obtained confirm the limited lifespan of ADH-MSC cells, which is typical of non-im-
mortalized cell populations. Karyotypic analysis was carried out at the 8th, 12th and 16th passages. It has been shown
that there is a normal human karyotype at the 8th passage, but karyotypic heterogeneity significantly increases by
the 12th passage and enhances to the 16th passage exceeding the permissible level of chromosomal abnormalities in
normal MSCs. Formation of new structural variants of karyotype (SVK) has been shown. The predominant partic-
ipation of the short arm of one of the chromosome 21 homologues in both clonal and non-clonal rearrangements
and as well as in dicentrics by the type of telomeric associations was found. A decrease in the frequency of polyploids
during long-term cultivation was shown. On the 8th and 16th passages, the presence of surface antigens CD44,
CD73, CD90, CD105, HLA-ABC typical for human MSCs and the absence of CD34, CD45, HLA-DR were re-
vealed. The marker of undifferentiated human embryonic stem cells (ESC) – SSEA-4 presents at the 8th passage.
But the presence this marker is significantly reduced on the 16th passage. The presence of markers of early differen-
tiation of ESC in the derivatives of the 3 germ layers has been shown for cells of ADH-MSC line. It is shown that the
cells of the ADH-MSC line have the ability to differentiate at the 8th and 16th passages in osteogenic and chondro-
genic directions with the same intensity. However, the intensity of adipogenic differentiation is reduced at the 16th

passage compared at the 8th passage. In general, the presented results confirm the status of MSCs for the derived line
and indicate significant changes occurring in the process of early replicative senescence that is possibly associated
with impaired microenvironment in which there were cells from a donor having heart disease. Early replicative se-
nescence and karyotypic instability may be associated with more significant changes of the DNA repair system in
the ADH-MSC line compared to other lines.

Keywords: human mesenchymal stem cells, proliferation, replicative senescence, surface cell markers, karyotype,
differentiation
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