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Широкое использование мезенхимных стволовых клеток (МСК) человека в биомедицинских технологиях
приводит к необходимости подробного исследования различных свойств, характерных для этих клеток, в
разные периоды их жизнедеятельности. Обзор посвящен общей и сравнительной характеристике разных
МСК человека, анализу различных клеточных процессов, сопровождающих репликативное старение
МСК, которое является неотъемлемой частью жизнедеятельности этих клеток при длительном культиви-
ровании. Наиболее подробно в обзоре рассмотрена цитогенетическая нестабильность, а также некоторые
молекулярные механизмы, участвующие в процессе репликативного старения клеток, включающие реор-
ганизацию внеклеточного матрикса и структур цитоскелета.
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В настоящее время в разных странах проводится
много разносторонних исследований характеристик
МСК человека, выделенных из разных органов и
тканей. В целом предлагаемый обзор посвящен
обобщению многочисленных результатов по моле-
кулярным и клеточным характеристикам МСК, вы-
деленных из разных источников. В обзоре описыва-
ются и анализируются: характеристики МСК, как
одного из типов неиммортализованных клеточных
линий; общие характеристики, определяющиe ста-
тус МСК человека; основные различия между МСК
разного происхождения по характеристикам, опре-
деляющим статус МСК, но не нарушающих его, а
также характеристикам, ответственным за важней-
шие клеточные процессы.

Задача основной части обзора состоит в анализе
различных клеточных процессов, сопровождающих
репликативное старение (РС) МСК, возникающее в
процессе длительного культивирования клеточных
популяций и представляющее собой комплексный
динамичный процесс, индуцированный генетиче-
скими и эпигенетическими нарушениями. Наиболее
подробно представлены характеристики РС, не
освещенные широко в литературных источниках. К

таким характеристикам отнесены цитогенетическая
нестабильность, характеристика активности ММП
и содержания белков ВКМ, реорганизация структур
цитоскелета.

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА МСК ЧЕЛОВЕКА
Мезенхимные стволовые клетки человека отно-

сятся к неиммортализованным клеточным линиям.
Важнейшими общими характеристиками МСК яв-
ляются диплоидный кариотип, характерный для ор-
ганизма донора, и ограниченный срок жизни кле-
ток. Ограниченность срока жизни клеток определя-
ется не длительностью культивирования, а числом
удвоений клеточных популяций, характеризующим
пролиферативную активность. С увеличением числа
клеточных удвоений в процессе культивирования
МСК пролиферация клеток постепенно замедляет-
ся, и клеточная популяция входит в фазу РС.

РС обусловлено укорочением теломер, происхо-
дящим при каждом цикле репликации ДНК и, соот-
ветственно, при каждом клеточном делении, как
правило, вследствие выключения фермента теломе-
разы (Прайс, 1997; Хейфлик, 1997; Bodnar et al.,
1998). Дальнейшей судьбой клеток в фазе старения
может быть либо дегенерация и гибель, либо дли-
тельное существование живых клеток c крайне низ-
кой пролиферативной активностью без спонтанного
приобретения неограниченного пролиферативного
потенциала (Hayflick, 1965; Matsumura et al., 1979) с

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс; ММП –
матриксные металлопротеиназы; МСК – мезенхимные стволо-
вые клетки; РС – репликативное старение; СИПС – стресс-
индуцированное преждевременное старение; SASP – секре-
торный фенотип, ассоциированный со старением.
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возможным переключением на другой метаболиче-
ский путь (Гаврилов, Гаврилова, 1991). Для преодо-
ления ограниченного срока жизни клеток возможно
введение в клетки каталитической субьединицы те-
ломеразы hTERT, которая способствует расшире-
нию срока жизни клеток и восстановлению ряда функ-
ций, в частности, пролиферативной способности и
дифференцировочного потенциала (Bodnar et al., 1998;
Zhang et al., 2006). И хотя укорочение теломер явля-
ется признаком клеточного старения, их относи-
тельная длина различна у разных доноров, что за-
трудняет проведение сравнительного анализа раз-
ных линий МСК по этому признаку (Li et al., 2017).

МСК человека имеют статус, определяемый ря-
дом характеристик. К статусным характеристикам
МСК относятся способность к самообновлению,
иммуномодулирующие свойства, адгезивность к
культуральному пластику, фибробластоподобная
морфология, активная пролиферация, наличие
определенной панели поверхностных антигенов
(CD44, CD73, CD90, CD105 и HLA-ABC) и отсут-
ствие ряда других антигенов (CD34 и HLA-DR), на-
правленная дифференцировка в производные мезо-
дермы (Dominici et al., 2006; Sensebé et al., 2010; Ко-
стюк и др., 2016). В настоящее время получены
культуры МСК человека из разных органов и тка-
ней, в частности, из костного мозга, эмбриональных
стволовых клеток, пуповинной крови, Вартонова
студня пупочного канатика, плаценты, эндометрия,
губчатой кости, надкостницы, синовиальной жид-
кости, поджелудочной железы, жировой ткани, ко-
жи, легкого, тимуса, зуба, десны и ряда других ис-
точников (Musina et al., 2005; Huang et al., 2009; Mul-
tu et al., 2015; Li et al., 2017; Кольцова и др., 2018, 2019,
2020; Полянская, 2018).

Тем не менее, между линиями МСК обнаружены
различия по характеристикам, определяющим ста-
тус МСК, но не нарушающих его, а также характери-
стикам, ответственным за важнейшие клеточные
процессы. В частности, наблюдаются различия по
ростовым характеристикам, по цитогенетической
стабильности, по дифференцировочному потенциа-
лу, по иммуномодулирующим свойствам, по клеточ-
ной подвижности (миграции), по характеру РС.
Причинами наблюдаемых различий могут быть эпи-
генетические и генетические факторы: первые опре-
деляются условиями культивирования, или свой-
ствами микроокружения, в котором существовали
эти клетки до помещения их в условия in vitro; вто-
рые – генетическими различиями между донорами
(Крылова и др., 2015; Воронкина и др., 2016; Alessio
et al., 2018; Facchin et al., 2018; Guan et al., 2019; Kha-
sawneh et al., 2019; Полянская, 2018; Полянская и др.,
2019; Terunuma et al., 2019; Yang et al., 2019).

Сравнительное изучение основных характери-
стик МСК способствует углублению фундаменталь-
ных знаний о МСК человека и расширению возмож-
ностей использования их в регенеративной медици-
не. Важность таких исследований вытекает из
особенностей взаимодействия МСК с их уникаль-

ным микроокружением (нишей), характерным для
определенной ткани, которое регулирует пролифе-
рацию, выживаемость, миграцию, старение, диффе-
ренцировочный потенциал и другие клеточные
свойства посредством межклеточных взаимодей-
ствий и различных биоактивных молекул. Микро-
окружение постоянно находится под влиянием ге-
нетических, эпигенетических и внешних факторов.
Таким образом, происхождение или источник полу-
чения МСК могут определять их функциональные
характеристики.

Важнейшим механизмом действия МСК на по-
врежденные ткани является миграция МСК в эти
участки и оказание на них трофического действия
через секрецию биоактивных факторов, изменяю-
щих микроокружение поврежденных клеток и, тем
самым, способствующих улучшению тканевой репа-
рации. Показано также, что МСК могут оказывать
трофическое действие посредством клеточных вези-
кул, осуществляющих перенос биоактивных моле-
кул в клетки-мишени, либо путем шеддинга – отре-
зания внеклеточных доменов трансмембранных
белков. В настоящее время в литературе широко об-
суждаются механизмы тканевой репарации с помо-
щью МСК, связанные с продукцией цитокинов и
паракринных факторов. Активно исследуется состав
секретома (секреторный фенотип) МСК, который
представляет собой кондиционированную среду, со-
держащую продукты секреции МСК. Кондициони-
рованная среда включает множество цитокинов и
факторов, ремоделирующих ВКМ, ферментов и ро-
стовых факторов, способствующих активации гене-
тического аппарата клетки. Поэтому не исключено
использование секретома в регенеративной медици-
не (Сaplan, Dennis, 2006; Phinney, Prockop, 2007; Ed-
wards et al., 2008; Carvalho et al., 2011; Gruenloh et al.,
2011; Guiducci et al., 2011; Huang et al., 2013; Luo et al.,
2013, 2018; Ando et al., 2014; Hendijani et al., 2015; Dan-
ieli et al., 2016; Julianto, Rindastuti, 2016; Liang et al., 2016;
Vulcano et al., 2016; Zachar et al., 2016; Li et al., 2017).

ХАРАКТЕРИСТИКА РС

РС, наступающее при длительном культивирова-
нии клеточных популяций МСК человека, представ-
ляет собой комплексный динамичный процесс, ин-
дуцированный генетическими и эпигенетическими
нарушениями. Оно характеризуется следующими
существенными изменениями: снижение или пре-
кращение пролиферации клеток в связи с накопле-
нием и остановкой их в фазе G1 клеточного цикла;
морфологические (увеличение размеров и формиро-
вание уплощенной морфологии); увеличение актив-
ности фермента SA-β-галактозидазы, ассоцииро-
ванной с репликативным старением; уменьшение
клеточной подвижности или миграции; повышение
уровня экспрессии туморсупрессорных генов; уко-
рочение теломер; уменьшение дифференцировоч-
ного потенциала; накопление активных форм кис-
лорода и потеря клеточного гомеостаза; уменьшение
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уровня антиоксидантов; изменение восприимчиво-
сти МСК к белкам теплового шока (БТШ), способ-
ствующее снижению активности клеточных защит-
ных механизмов; изменение состава секретома,
включающего провоспалительные цитокины, про-
теазы и других факторы, которые в совокупности
формируют фенотип SASP; ряд эпигенетических из-
менений.

Процесс клеточного старения в МСК начинается
на ранних пассажах и постепенно усиливается при
длительном культивировании (Wagner et al., 2008;
Geissler et al., 2012; Redaelli et al., 2012; Bertolo et al.,
2015; Savickiene et al., 2016; Turinetto et al., 2016; Yin,
Pickering., 2016; Danisovic et al., 2017; Кольцова и др.,
2017, 2018; 2019; Li et al., 2017; Alessio et al., 2018;
Borodkina et al., 2018; Hernandez-Segura et al., 2018;
Полянская, 2018; Truong et al., 2018., Vassilieva et al.,
2018; Yu et al., 2018; Zhang et al., 2018; Мусорина и др.,
2019; Bobkov et al., 2020; Jiang et al., 2020; Ratushnyy et al.,
2020). Несмотря на то, что изучение репликативного
старения клеток в лабораториях разных стран мира
широко представлено в литературе, работы в этом
направлении не прекращаются. Рассмотрим связь
РС с некоторыми клеточными и молекулярными
процессами, не перечисленными выше.

ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКАЯ НЕСТАБИЛЬНОСТЬ 
МСК ЧЕЛОВЕКА В ПРОЦЕССЕ РС

Известно, что РС связано с уменьшением репара-
ции ДНК, благодаря снижению экспрессии соответ-
ствующих генов (Niedernhofer et al., 2018; Yu et al.,
2018). Следствием уменьшения репаративных про-
цессов в ДНК является, в частности, нарушение ци-
тогенетической стабильности, которая представляет
собой важнейший фактор, определяющий характер
многих клеточных процессов, включая и РС. Меж-
дународное общество клеточной терапии и Рабочая
группа по клеточным продуктам рекомендуют счи-
тать клеточные линии аномальными для биомеди-
цинских прикладных исследований, если они имеют
10% и более клональных хромосомных перестроек
(перестройки, встречающиеся в 2-х и более клетках)
при анализе минимум 20 клеток методом дифферен-
циального G-окрашивания хромосом (Meisner,
Johnson, 2008; Shaffer et al., 2009; Barkholt et al., 2013).
Согласно данной рекомендации, цитогенетически
аномальные линии могут использоваться для неко-
торых фундаментальных исследований в области
раннего эмбрионального развития, более позднего
онтогенеза и канцерогенеза. Некоторые из них мо-
гут быть использованы в качестве моделей для фар-
макологических исследований. Но они совершенно
непригодны для использования в прикладных ис-
следованиях, связанных с регенеративной медициной.

Для цитогенетической идентификации необхо-
дим контроль геномной стабильности линий МСК
не только с помощью цитогенетических методов, но
и с помощью молекулярно-биологических методов с
большей разрешающей способностью. В опублико-

ванном ранее обзоре проведен подробный анализ
нестабильности генома разных стволовых клеток че-
ловека, включая МСК (Полянская, 2014). В частно-
сти, при проведении анализа 144 культур МСК, бы-
ло выявлено всего 4% линий с количественными и
структурными хромосомными аномалиями (Ben-
David et al., 2011). В течение последующих 9 лет в
Коллекции культур клеток позвоночных ИНЦ РАН
получено и охарактеризовано 16 линий МСК чело-
века разного происхождения, включающего постна-
тальные, эмбриональные и внезародышевые источ-
ники (Полянская, 2018; Кольцова и др., 2018, 2019;
2020; Мусорина и др, 2019).

Три линии из 16-ти имели количественные и
структурные клональные хромосомные аномалии на
ранних пассажах (Кольцова и др., 2015, 2017, 2019).
Цитогенетический анализ 7-ми линий из 16-ти был
продолжен при длительном культивировании,
включая РС. Две линии из 3-х, имеющих аномалии
на раннем пассаже, были проанализированы при
длительном культивировании. В одной линии
(MSC-GING), полученной из десны, аномальный
кариотип сохранился, но с меньшей частотой, а в
линии MSCWJ-2, полученной из Вартонова студня
пупочного канатика, произошла нормализация ка-
риотипа (Кольцова и др., 2017, 2019). В 2-х линиях
(ADH-MSC и MSC-PL-1), полученных соответ-
ственно из жировой ткани сердца и из плаценты, в
процессе РС появились новые существенные коли-
чественные и структурные хромосомные аномалии
(Мусорина и др., 2019; Кольцова и др., 2020). Кроме
того, в трех линиях из 16-ти было обнаружено увели-
ченное количество неклональных хромосомных пе-
рестроек в процессе РС (в линиях DF-1 и DF-3 на
раннем 6 пассаже и в линии MSC-DP из пульпы зуба
на поздних пассажах) (Кольцова и др., 2018; Полян-
ская, 2018).

Международное общество клеточной терапии и
Рабочая группа по клеточным продуктам не указы-
вает предела неклональных хромосомных аномалий
(перестройка, встречающаяся в одной клетке) с це-
лью подтверждения нормальности линии. Тем не
менее, на такие линии следует обратить внимание,
т.к. есть примеры превращения неклональных нару-
шений в клональные хромосомные перестройки. В
наших исследованиях косвенным подтверждением
дальнейшего усиления кариотипической нестабиль-
ности могут служить данные о том, что при увеличе-
нии количества анализируемых клеток линии DF-1,
или при увеличении длительности культивирования
линии ADH-MSC, неклональная перестройка пре-
вращается в клональную, повторяющуюся в разных
клетках (Крылова и др., 2016; Мусорина и др., 2019).
Не исключено, что при длительном культивирова-
нии увеличение неклональных кариотипических на-
рушений может обеспечить промежуточные этапы
канцерогенеза (Borgonovo et al., 2014).

Проведенный цитогенетический анализ показал
появление специального типа хромосомных аберра-
ций – теломерных ассоциаций (дицентриков) в про-
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цессе активного РС. Это явление было обнаружено в
3-х линиях. В линии, полученной из Вартонова студ-
ня пупочного канатика человека (MSCWJ-2) были
обнаружены теломерные ассоциации с низкой ча-
стотой (Кольцова и др., 2017). В линии MSC-DP на-
блюдается высокая частота теломерных ассоциаций
на позднем пассаже с преимущественным участием
в их образовании длинного плеча хромосомы 14; а в
линии ADH-MSC – с преобладанием короткого
плеча хромосомы 21. Ранее было показано, что тело-
мерные ассоциации появляются в “безмаркерных”
иммортализованных и в диплоидных неиммортали-
зованных фибробластах при стрессовых ситуациях,
включая старение. На основании анализа большого
количества клеточных линий и разных стрессовых
факторов были выявлены определенные характер-
ные черты дицентриков, включая и преимуществен-
ное участие определенных хромосом в их образова-
нии. По-видимому, их роль состоит не в создании
кариотипической нестабильности, что связано с
обычными хромосомными аберрациями, а в образо-
вании генетических структур, обеспечивающих
адаптацию клеточной популяции как целостной си-
стемы к неблагоприятным факторам (Benn et al.,
1976; Полянская, 2000; Poljanskaya, Vakhtin, 2003).
Обнаруженное нами образование теломерных ассо-
циаций в процессе РС, по-видимому, носит избира-
тельный характер, связанный с конкретными линия-
ми МСК, и не является обязательным свойством РС.

В настоящее время накопилось много данных,
подтверждающих цитогенетическую гетерогенность
МСК, которые свидетельствуют о разной судьбе
хромосомных нарушений в процессе культивирова-
ния. Выше показана возможность появления новых
хромосомных нарушений непосредственно в про-
цессе РС. Но хромосомные нарушения, возникшие
на ранних пассажах, в процессе длительного культи-
вирования ведут себя по-разному. Так, число неко-
торых нарушений может увеличиваться, а некото-
рых – уменьшаться или исчезать совсем, что, воз-
можно, связано с негативной селекцией (Redaelli et al.,
2012; Kim et al., 2015; Кольцова и др., 2017; Крылова
и др., 2017; Nikitina et al., 2018). По-видимому, судьба
цитогенетических нарушений в процессе длитель-
ного культивирования определяется степенью адап-
тивности конкретного хромосомного изменения.
Следует также отметить, что после выделения кле-
точной популяции из фрагмента ткани и потери на
этом этапе многоступенчатого организменного кон-
троля, на ранних пассажах происходит адаптация
клеток к условиям in vitro, которые являются для
них, по-видимому, стрессовой ситуацией. На этом
этапе может усиливаться хромосомная нестабиль-
ность, которая постепенно нормализуется к 5-му
пассажу (Stultz et al., 2016). Обнаруженные на 6–
8 пассажах хромосомные нарушения могут отражать
неполную нормализацию кариотипической неста-
бильности. Возможно также, что в клеточной попу-
ляции еще in vivo присутствуют в небольшом количе-
стве аномальные клетки, число которых увеличива-

ется при последующем культивировании in vitro
(Wang et al., 2005). Таким образом, процесс РС может
характеризоваться цитогенетическими нарушения-
ми двух типов: 1) нарушения, исходящие из измене-
ний, возникающих либо еще in vivo, либо на ранних
стадиях in vitro; 2) цитогенетические нарушения,
возникающие в процессе РС.

Надо подчеркнуть, что цитогенетический анализ
разных МСК человека свидетельствует о том, что
возникающие кариотипические изменения, как пра-
вило, не являются адаптивно выгодными для клеточ-
ной популяции в условиях in vitro и не способствуют ее
иммортализации (Tarte et al., 2010; Redaelli et al., 2012;
Zaman et al., 2014; Kim et al., 2015; Кольцова и др.,
2017; 2019, 2020; Мусорина и др., 2019). В случае по-
лучения результатов, свидетельствующих о спонтан-
ной трансформации МСК, необходимо проведение
молекулярно-генетического анализа для исключе-
ния их контаминации опухолевыми клетками (По-
лянская, 2014).

Резюмируя полученные нами результаты по ана-
лизу ряда клеточных линий при длительном культи-
вировании можно заключить, что очевидны корре-
ляции между цитогенетической нестабильностью и ха-
рактером РС. Так, в линии SC6-MSC, выделенной из
ЭСК человека, а также в линиях, упомянутых выше
(MSCWJ-2, MSC-GING, ADH-MSC, MSC-PL-1),
имеет место как преждевременное РС, так и увели-
чение интенсивности РС по сравнению с линиями,
не имеющими кариотипических аномалий (Кольцо-
ва и др., 2015, 2017, 2019, 2020; Мусорина и др., 2019).
Но в целом, цитогенетическая нестабильность не
является обязательной характеристикой РС.

ХАРАКТЕРИСТИКА АКТИВНОСТИ ММП
И СОДЕРЖАНИЯ БЕЛКОВ ВКМ В МСК 

ЧЕЛОВЕКА В ПРОЦЕССЕ РС

Известно, что клетки в условиях in vivo и in vitro
контактируют с сетью макромолекул, образующих
ВКМ, который состоит из разных белков, синтези-
руемых самими клетками. ВКМ является одним из
важнейших регуляторов клеточных процессов и
представляет собой микроокружение или нишу, в
которой существуют клетки. Регуляция клеточных
процессов осуществляется через взаимодействие
металлопротеиназ (ММП) с белками ВКМ. ММП
представляют собой семейство Ca- и Zn-зависимых
эндопептидаз, которые регулируют активность мно-
гих биологических молекул, расщепляя или блоки-
руя их. ММП и их специфические ингибиторы вли-
яют на такие фундаментальные клеточные процес-
сы, как пролиферация, апоптоз, дифференцировка
и др. Они участвуют в процессах ремоделирования
тканей и развития органов, специфически модули-
руя сигнальные пути посредством взаимодействия c
субстратами разной природы, включая перестройки
ВКМ (Nagase, Woessner, 1999; Page-McCaw et al.,
2007, Kessenbrock et al., 2010).
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Есть ряд работ, свидетельствующих об активном
участии ММП и ВКМ в процессе старения разных
клеточных типов (Moon et al., 2004; Vigetti et al., 2006;
Bertram, Hass, 2009; Pitiyage et al., 2011; Makpol et al.,
2013; Malaquin et al., 2013; Lynch, Pei., 2014; Gutierrez-
Fernandez et al., 2015; Noh et al., 2017). Представлен-
ные исследования носят разрозненный характер,
поскольку пока только накапливаются данные по
анализу участия разных ММП в РС разных клеточ-
ных линий.

Недавно впервые было проведено подробное
сравнительное исследование динамики активности
ММП и содержания белков ВКМ в 3-х линиях МСК
человека, полученных из разных источников: из
Вартонова студня пупочного канатика (MSCWJ-1),
из кожи век (DF-2), и из эпикардиальной жировой
ткани (ADH-MSC) в процессе длительного культи-
вирования, включая РС (Воронкина и др., 2020).

В результате анализа содержания белков ВКМ
коллагена I типа и фибронектина, а также активно-
стей ММП-1, -2 и -9 в процессе РС были показаны
изменения на поздних пассажах по сравнению с
ранними. Полученные результаты свидетельствуют
как о различиях между линиями по активности од-
ной ММП, так и о различиях в одной линии разных
ММП. В целом, в процессе РС между 3-мя линиями
обнаружены различия по характеру изменений со-
держания коллагена I типа, фибронектина, а также
активностей ММП. Таким образом, РС, помимо пе-
речисленных выше факторов, может характеризо-
ваться еще и изменениями состава ВКМ и активно-
стей ММП. Полученные межлинейные различия,
по-видимому, зависят от разного микроокружения,
в котором находились клетки до их перевода в куль-
туру. Это косвенно подтверждается предыдущим ис-
следованием, где показаны межлинейные различия
по активности разных ММП в процессе остеогенной
и адипогенной дифференцировок двух клеточных
линий (FetMSC и М-FetMSC), полученных из кост-
ного мозга и мышцы конечности одного донора – 5–
6-ти недельного эмбриона (Воронкина и др., 2016).

Еще одним свидетельством в пользу роли микро-
окружения в наблюдаемых межлинейных различиях
могут быть результаты, полученные на линии ADH-
MSC. Важно отметить, что клетки линии ADH-MSC
существенно отличались от двух других линий по
скорости старения, содержанию белков ВКМ и по
активностям ММП. Возможно, причиной такого
расхождения является то, что клетки получены от
донора с заболеванием сердца в процессе аортокоро-
нарного шунтирования, т.е. имело место не только
другое микроокружение, связанное с локализацией
выделенных клеток, но и нездоровое микроокруже-
ние, в котором они находились еще до перевода в со-
стояние in vitro. Эти данные косвенно подтверждают
исследования других авторов, показавших, что на
характер РС могут оказывать влияние стрессовые
факторы, включая болезни (Yin, Pickering., 2016;
Сardenes et al., 2018; Shakeri et al., 2018; Stein et al.,
2018).

РЕОРГАНИЗАЦИЯ ЦИТОСКЕЛЕТА 
В ПРОЦЕССЕ РС

Одним из признаков, характеризующих РС, явля-
ется уменьшение клеточной миграции. Клеточная
миграция происходит при тесном контакте с ВКМ,
на котором распластаны клетки, и зависит от орга-
низации актинового цитоскелета. В связи с этим
представляется существенным изучение связи РС с
организацией цитоскелета. Есть ряд работ, описыва-
ющих молекулярные механизмы и функциональные
изменения в результате реорганизации цитоскелета
в процессе РС в разных клеточных типах человека и
животных (Larsen et al., 2003; Le Clainche, Carlier.,
2008; Kasper et al., 2009; Wang, Jang., 2009; Geissler et al.,
2012; Özcan et al., 2016; Turinetto et al., 2016; Mou-
jaber et al., 2019; Bobkov et al., 2020). Надо отметить,
что проводимые в настоящее время исследования
молекулярных механизмов реорганизации цитоске-
лета в процессе длительного культивирования,
включая РС клеточных линий, находятся на этапе
накопления экспериментальных результатов и име-
ют разрозненный характер.

При постановке и интерпретации экспериментов
надо учитывать возможные различия между стресс-
индуцированным преждевременным старением
(СИПС) и физиологическим РС. Эти 2 типа старе-
ния имеют много общих черт, поэтому СИПС часто
используют в качестве модели РС. Тем не менее, об-
наружены различия между этими типами старения.
Так, методами сравнительной протеомики на куль-
туре фибробластов крайней плоти человека было по-
казано, что несмотря на общие признаки, свой-
ственные обоим типам клеточного старения, они
различаются по концентрации некоторых белков в
молодых и старых клетках. В частности, в процессе
физиологического РС в клетках увеличивается кон-
центрация гамма-актина, кофилина 1, филамина С,
виментина, альфа-актинина-4. При СИПС, вызван-
ном длительным культивированием (2 нед.) в при-
сутствии 20 мкМ пероксида водорода, старение со-
провождалось увеличением концентрации бета-3
цепи тубулина (Aan et al., 2013).

Несмотря на то, что разные типы СИПС различа-
ются между собой по механизмам индукции, все они
приводят к сходным изменениям ряда молекуляр-
ных систем, включая актиновый цитоскелет и ВКМ.
В этой связи представляет интерес недавняя работа
на фибробластах легкого человека линии IMR-90,
выполненная методами сравнительной секретомики
(Basisty et al., 2020). Авторы показали, что при ин-
дукции старения различными факторами (ионизи-
рующим облучением, оверэкспрессией онкогена ras,
ингибитором протеаз атазанивиром) среди молеку-
лярных секреторных фенотипов, ассоциированных
со старением, обнаруживаются общие для всех этих
индукторов, в которых выделяются белки, отвечаю-
щие за поддержание структуры клеток и тканей, в том
числе компоненты ВКМ, актинового цитоскелета,
интегриновые рецепторы и регуляторы пептидаз.
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Организация и целостность актинового цитоске-
лета являются определяющими факторами для та-
кой важной клеточной функции, как миграция (кле-
точная подвижность). Методы анализа изображений,
полученных в ходе прижизненной микроскопии,
позволяют количественно оценить клеточную по-
движность in vitro. При изучении культивируемых
МСК человека, полученных из костного мозга, было
обнаружено, что клеточная подвижность коррели-
рует с размером клеток: крупные клетки двигаются
медленнее, а также медленнее двигаются клетки, нахо-
дящиеся на более поздних стадиях РС (Bertolo et al.,
2015). Эти авторы предлагают использовать прижиз-
ненную микроскопию и контроль клеточной по-
движности для оценки дифференцировочного по-
тенциала образцов МСК, полученных от разных до-
норов, поскольку в разнородной популяции клеток
максимальным дифференцировочным потенциалом
обладают МСК, двигающиеся со средней скоро-
стью, по сравнению с медленно и быстро двигающи-
мися клетками. Есть работа, в которой на МСК кры-
сы, выделенных из костного мозга молодых и старых
животных, было показано, что РС сопровождается
снижением динамики актинового цитоскелета
(Kasper et al., 2009).

В наших исследованиях на клетках линии
MSCWJ-1 показано, что на поздних стадиях РС в
клетках увеличивается структурная целостность
акто-миозиновой сократительной системы, усили-
вается цитоплазматическое присутствие RhoA, но
средняя скорость движения клеток по культурально-
му пластику, измеренная на 36-м пассаже, оказыва-
ется такой же, как и на пассаже 15. Тем не менее, на-
блюдаются изменения характера этого движения,
которое на поздних стадиях РС становится более
прямолинейным по сравнению с ранними пассажа-
ми (Bobkov et al., 2020). Еще ранее на МСК человека
было продемонстрировано, что СИПС, вызванное
ионизирующим излучением, сопровождается реор-
ганизацией цитоскелета, в частности, увеличением
количества стресс-фибрилл и, как следствие, увели-
чением размера клеток (Wang, Jang, 2009). Авторы
считают, что такие эффекты обусловлены снижени-
ем экспрессии киназы CK2, которое приводит к
уменьшению фосфорилирования миозина-9 по
Ser1943 и его перераспределению из цитоскелета в
цитоплазму, а также снижению экспрессии миози-
на-10 и секреции профилина-1 (Wang, Jang, 2009).
Таким образом, на основании ряда косвенных дан-
ных можно предположить, что РС в МСК и некото-
рых других фибробластоподобных клеточных лини-
ях сопровождается увеличением экспрессии струк-
турных и регуляторных белков цитоскелета.

Учитывая, что РС является свойством всех неим-
мортализованных клеточных линий, а также немно-
гочисленность исследований, проведенных на МСК
человека и на фибробластоподобных клетках с не-
подтвержденным статусом МСК, необходимо отме-
тить работы, проведенные на неиммортализованных
клеточных линиях других морфологических типов, в

которых демонстрируются вызванные клеточным
старением нарушения в работе цитоскелетных си-
стем. Например, на клеточной модели почечного
эпителия было показано, что СИПС, индуцирован-
ное бутиратом натрия (30 мМ), ассоциировано с из-
менениями системы и микротрубочек, и микрофила-
ментов (Moujaber et al., 2019). Согласно данным этой
работы, через 5 сут действия бутирата натрия снижа-
ется уровень гистоновой деацетилазы HDAC6, что
приводит к гиперацетилированию альфа-тубулина и
увеличению стабильности микротрубочек; значи-
тельно снижается концентрация Rho-ассоцииро-
ванной киназы Rock1, актиновый цитоскелет стано-
вится менее выраженным и полностью нарушается
способность клеток к миграции (Moujaber et al.,
2019).

Важность RhoA/ROCK-пути в регуляции цитос-
келета и клеточной подвижности подчеркивается
тем, что его активность может изменяться не только
под влиянием внутренних процессов, свойственных
стареющим клеткам, но и в молодых клетках под па-
ракринным влиянием SASP клеток других линий.
Например, в ходе экспериментов, направленных на
оценку влияния SASP фибробластов легкого челове-
ка линии WI-38 на опухолевые эпителиоподобные
клеточные линии T47D и MCF 7, было обнаружено,
что фибробласты с СИПС могут вызывать у эпите-
лиоподобных клеток эпителиально-мезенхимный
переход посредством ингибирования RhoA/ROCK-
пути (Aifuwa et al., 2015).

Сравнительный протеомный анализ компонен-
тов SASP, полученных от стареющих репликативно
и стресс-индуцированно МСК, с последующим
применением методов генной онтологии позволил
выявить четыре основных класса компонентов
SASP, характерных для клеточного старения в це-
лом: 1) межклеточные контакты ВКМ–цитоскелет;
2) метаболические процессы; 3) окислительно-вос-
становительные факторы; 4) регуляторы генной экс-
прессии (Özcan et al., 2016). Таким образом, белки
цитоскелета принимают самое активное участие в
формировании характеристик, свойственных старе-
ющим МСК, но многие конкретные механизмы их
действия еще предстоит открыть.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Суммируя рассмотренные данные, можно сде-

лать несколько выводов, касающихся как общих ха-
рактеристик МСК человека, так и некоторых харак-
теристик РС МСК.

Между линиями МСК, выделенными из разных
источников, существуют различия по характеристи-
кам, определяющим статус МСК, но не нарушаю-
щих его, а также характеристикам, ответственным за
важнейшие клеточные процессы. Причинами этих
различий могут быть: 1) эпигенетические факторы,
связанные с условиями культивирования или с мик-
роокружением, в котором существовали эти клетки
до помещения их в условия in vitro; 2) генетические
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факторы, связанные с генетическими различиями
между донорами.

МСК человека относятся к неиммортализован-
ным клеточным линиям, одной из важнейших ха-
рактеристик которых является ограниченный срок
жизни, обусловленный наступлением РС в процессе
длительного культивирования. РС представляет со-
бой комплексный динамичный процесс, в ходе ко-
торого изменяется ряд клеточных и молекулярных
характеристик.

Данные по цитогенетической нестабильности,
реорганизация ВКМ и структур цитоскелета, рас-
смотренные нами, а также сравнительный анализ
цитогенетической нестабильности в разных линиях
МСК позволили сделать следующий вывод. Процесс
РС характеризуется двумя типами цитогенетических
нарушений: 1) нарушения, возникающие еще in vivo,
либо на ранних стадиях in vitro; 2) нарушения, возни-
кающие уже в процессе РС. Резюмируя полученные
результаты по анализу ряда клеточных линий при
длительном культивировании, можно заключить,
что существует корреляции между цитогенетиче-
ской нестабильностью и характером РС. Но в целом,
цитогенетическая нестабильность не является обя-
зательной характеристикой РС.

Несмотря на немногочисленность и разрознен-
ность данных о реорганизации ВКМ в разных МСК
человека и участия ММП в РС, их анализ все-таки
позволяет сделать вывод о том, что изменения соста-
ва ВКМ и активностей ММП являются характери-
стиками РС.

Исследования молекулярных механизмов реорга-
низации цитоскелета в процессе длительного куль-
тивирования, включая РС клеточных линий, нахо-
дятся на этапе накопления экспериментальных ре-
зультатов. Организация и целостность актинового
цитоскелета являются определяющими факторами
для такой важной клеточной функции, как мигра-
ция. На основании немногочисленных данных, по-
лученных не только на линиях МСК, но и на некото-
рых других неиммортализованных линиях фиброб-
ластоподобных клеток, можно сделать вывод о том,
что РС сопровождается увеличением экспрессии ге-
нов структурных и регуляторных белков цитоскеле-
та. Выявлена важность RhoA/ROCK-пути в процес-
се РС не только в МСК, но и в эпителиоподобных
клетках человека.

Сравнительные исследования характеристик
МСК человека, полученных из разных источников,
активно продолжаются. Эти работы важны как для
углубления знания механизмов биологических про-
цессов в клетке, так и для расширения возможностей
использования МСК в регенеративной медицине.
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CELLULAR AND MOLECULAR CHARACTERISTICS OF REPLICATIVE 
SENESCENCE OF HUMAN MESENCHYMAL STEM CELLS

D. E. Bobkova, b, * and G. G. Poljanskayaa

aInstitute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064 Russia
bSmorodintsev Research Institute of Influenza, St. Petersburg, 197376 Russia

*e-mail: bobkov@incras.ru

The widespread use of human mesenchymal stem cells (MSCs) in biomedical technologies necessitates a detailed
study of the various properties characteristic of these cells at different periods of their life. The review is devoted to
the general and comparative characteristics of different human MSCs, the analysis of various cellular processes ac-
companying the replicative senescence of MSCs, which is an integral part of the vital activity of these cells during
long-term cultivation. Cytogenetic instability, as well as some molecular mechanisms involved in the process of rep-
licative aging of cells, including the reorganization of the extracellular matrix and structures of the cytoskeleton, are
considered in more detail in the review.

Keywords: mesenchymal stem cells, replicative senescence, karyotype, extracellular matrix, cytoskeleton
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