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В работе проведeн молекулярный анализ некоторых механизмов реорганизации актинового цитоскелета
в процессе длительного культивирования мезенхимных стволовых клеток человека. С помощью методов
иммунофлюоресценции и анализа конфокальных изображений исследовано распределение актин-связы-
вающего белка α-актинина-4 и малой ГТФазы RhoA в мезенхимных стволовых клетках линии ADH-MSC,
выделенных из эпикардиальной жировой ткани взрослого человека. Установлено, что в процессе репли-
кативного старения на протяжении 8–17 пассажей в этих клетках происходит перераспределение исследу-
емых белков из цитоплазмы в ядра клеток, которое сопровождается изменениями в организации актино-
вого цитоскелета. Для оценки организации актинового цитоскелета использовали коэффициент локаль-
ной связной фрактальной размерности (LCFD), который характеризует локальные нарушения геометрии
неоднородных геометрических объектов и является косвенной мерой оценки структурной целостности
такого сложного геометрического объекта, каким является актиновый цитоскелет распластанных клеток.
С помощью измерения LCFD конфокальных изображений клеток, окрашенных родамин-фаллоидином,
количественно оценивали изменения структурной целостности актинового цитоскелета в процессе ре-
пликативного старения. Обнаружено, что с 8-ого по 11 пассаж происходит частичная разборка актинового
цитоскелета с последующей сборкой к 17-му пассажу.
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Актуальной задачей клеточной и молекулярной
биологии является получение и сравнительные ха-
рактеристики МСК человека, выделенных из раз-
ных источников. В настоящее время наблюдается
тенденция к расширению и углублению исследова-
ний по различным характеристикам МСК. Этому
посвящено множество работ, перечисленных в не-
давно вышедшей обзорной статье (Бобков, Полян-
ская, 2020). Эта тенденция отражает значимость та-
ких работ как для понимания функционирования
различных клеточных систем, так и для расширения
возможностей использования МСК в регенератив-
ной медицине.

Одной из характеристик, свойственной всем не-
иммортализованным клеточным линиям, включая
МСК, является репликативное старение, на завер-
шающей стадии которого, как правило, происходит
дегенерация и гибель клеток. Но известны и случаи
как длительного существования живых клеток c
очень низкой пролиферативной активностью без
спонтанного приобретения неограниченного про-
лиферативного потенциала, так и возможного пере-
ключения клеток на другой метаболический путь
(Hayflick, 1965; Matsumura et al., 1979; Гаврилов, Гав-
рилова, 1991).

Репликативное старение МСК человека, насту-
пающее в процессе длительного культивирования
клеточных популяций, представляет собой ком-
плексный динамический процесс, индуцированный
генетическими и эпигенетическими нарушениями

Принятые сокращения: МСК – мезенхимные стволовые клет-
ки; LCFD – локальная связная фрактальная размерность.
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(Бобков, Полянская, 2020). Одной из характери-
стик, широко не освещенных в литературе, является
состояние цитоскелета в процессе репликативного
старения. В нашей предыдущей работе, проведен-
ной на клетках линии MSCWJ-1, полученной из
Вартонова студня пупочного канатика человека, бы-
ло показано, что на поздних стадиях репликативного
старения в клетках увеличивается структурная це-
лостность акто-миозиновой сократительной систе-
мы, увеличивается концентрация малой ГТФазы
RhoA в цитоплазме, измененяется характер клеточ-
ного движения (миграция) – оно становится более
прямолинейным (Bobkov et al., 2020).

Представленная работа является продолжением
предыдущих исследований. В работе исследована
роль α-актинина-4 и RhoA в организации актиново-
го цитоскелета. Молекулы малыx ГТФаз Rho, к ко-
торым относится RhoA, образуют сигнальную сеть,
которая получает и обрабатывает информацию от
клеточного микроокружения, а затем регулирует пе-
рестройки актинового цитоскелета. RhoA, в частно-
сти, принимает непосредственное участие в регуля-
ции образования актиновых стресс-фибрилл и со-
кращения актомиозина (Kim et al., 2018; Aslan, 2019).
Роль α-актинина-4 заключается в том, что он связы-
вает актиновые микрофиламенты в пучки и способ-
ствует постоянному обновлению актиновых фиб-
рилл, конкурируя с тропомиозином (Kemp, Brieher,
2018).

В работе стояли следующие задачи: 1) длительное
культивирование клеток линии ADH-MSC, выде-
ленных из эпикардиальной жировой ткани человека;
2) характеристика процесса репликативного старения
с помощью сравнительного анализа доли клеток,
проявляющих активность фермента β-галактозидазы
на различных пассажах; 3) анализ колоколизации
белков RhoA и альфа-актинин-4 как с F-актином, так
и с ядрами; 4) измерение локальной связной фрак-
тальной размерности актинового цитоскелета с це-
лью численной оценки его структурной целостности.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки. Клеточная линия мезенхимных стволо-
вых клеток ADH-MSC, выделенная из эпикардиаль-
ной жировой ткани человека в процессе аортокоро-
нарного шунтирования, получена и охарактеризова-
на в ЦКП “Коллекции культур клеток позвоночных”
ИНЦ РАН (Санкт-Петербург) (Мусорина и др., 2019).
Микробиологический анализ подтвердил отсутствие
бактериальной, грибковой и микоплазменной кон-
таминации в полученной линии. Линию клеток
культивировали, используя ростовую среду, состоя-
щую из 85% среды α-MEM (Биолот, Россия), 15%
эмбриональной бычьей сыворотки FBS (HyClone,
США), 5 нг/мл фактора роста β-FGF (Sigma-Aldrich,
США).

Морфологический анализ. Клетки исследуемой
линии в процессе длительного культивирования
анализировали с помощью инвертированного мик-
роскопа, оснащeнного объективами с увеличением
20× и 40× (Nicon, Япония).

Репликативное старение клеток. Оценивали ак-
тивность фермента β-галактозидазы. Клетки ADH-
MSC выращивали в чашках Петри диаметром 3.5 см
до образования субконфлюента. Затем среду удаля-
ли и окрашивали клетки с помощью набора реакти-
вов (Senescence β-galactosidase staining kit; Cell Signal-
ing, США) согласно инструкции. У клеток, вступаю-
щих в фазу репликативного старения, цитоплазма
имеет ярко-синюю окраску. Анализ проводили с по-
мощью инвертированного микроскопа (Nicon, Япо-
ния) на 9-, 12- и 17-м пассажах. Долю окрашенных
клеток (%) определяли путем подсчета более 700 кле-
ток в разных полях зрения на одну временную точку.

Иммунофлюоресцентное окрашивание и конфо-
кальная микроскопия для выявления белков RhoA и
α-актинина-4. Перед иммунофлюоресцентным
окрашиванием клетки ADH-MSC, выращенные на
стeклах, фиксировали 3%-ным раствором парафор-
мальдегида на фосфатно-солевом буферном раство-
ре (PBS) в течении 10 мин при комнатной темпера-
туре. Пермеабилизацию клеток проводили 10 мин в
растворе 0.1%-ного Triton-X100 в PBS. Для предот-
вращения неспецифического связывания антител
стекла с клетками выдерживали 20 мин в 1%-ном
растворе бычьего сывороточного альбумина. В каче-
стве первичных антител использовали кроличьи по-
ликлональные антитела, выработанные против син-
тетического пептида, соответствующего аминокис-
лотному участку 28–38 α-актинина-4 человека (Enzo
Biochem, США) и кроличьи поликлональные анти-
тела к аминокислотному участку 177–189 белка
RhoA человека (Sigma-Aldrich, США). Вторичными
антителами были козлиные антитела, выработанные
против антител кролика, конъюгированные с флюо-
ресцентной меткой Alexa Fluor 488 (Invitrogen,
США). Время инкубирования клеток с первичными
и вторичными антителами – 1 ч. Далее клетки инку-
бировали 20 мин в PBS, содержащем родамин-фал-
лоидин (50 мкг/мл), для визуализации актинового
цитоскелета (Thermo Fisher Scientific, США). Ядра
клеток окрашивали красителем Hoechst33342 в кон-
центрации 1.5 мкг/мл (Thermo Fisher Scientific,
США). После каждого этапа окрашивания клетки
трижды промывали PBS. Препарат с клетками мон-
тировали на стекло с помощью ProLong Gold Anti-
fade Mountant (Thermo Fisher Scientific, США).

Изображения окрашенных клеток получали с по-
мощью конфокального лазерного сканирующего
микроскопа Leica TSC SP8 (Германия), используя
63-кратный объектив с масляной иммерсией (Leica,
Германия). Для возбуждения флуоресценции рода-
мин-фаллоидина и Alexa Fluor 488 использовали
HeNe- (543 нм) и аргоновый (488 нм) лазер соответ-
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ственно. Для возбуждения флуоресценции Hoechst
33342 использовали диодный лазер (405 нм). Флуо-
ресценцию детектировали с помощью фотоумножи-
телей в следующих спектральных диапазонах: 493–
540 нм для Alexa Fluor 488, 552–792 нм для родамин-
фаллоидина и 410–500 нм для Hoechst 33342. Ширина
оптического среза (пинхол) составляла 100 мкм. Про-
изводили раздельное сканирование в трех каналах:
Alexa Fluor 488, родамин-фаллоидин, Hoechst 33342.

Анализ колокализации RhoA и α-актинина-4 с яд-
ром и с актиновым цитоскелетом. Для анализа коло-
кализации использовали изображения с разрешени-
ем 1024 × 1024 пикселя. В программе ImageJ 1.52i на
изображениях выделяли вручную области интереса с
помощью функции ROI (Rueden et al., 2017). С помо-
щью плагина Coloc2 в выбранных ROI рассчитывали
непараметрический коэффициент корреляции Кен-
далла (bTau) в качестве коэффициента колокализа-
ции. Был выбран именно коэффициент Кендалла,
так как ранее в нашей работе с клетками линии
MSCWJ-1 было показано, что этот коэффициент
лучше остальных отражает изменения колокализа-
ции актин-связывающих белков (Bobkov et al., 2020).
В качестве отрицательного контроля вычисляли ко-
эффициент bTau для оценки колокализации сигналов
от конъюгированных с флюорохромом Alexa Fluor 488
вторичных антител (без применения первичных) с
родамин-фаллоидином или Hoechst 33342. Для реги-
страции изображений использовали те же настройки
конфокального микроскопа.

Оценка локальной связной фрактальной размерно-
сти актинового цитоскелета. Чтобы охарактеризовать
морфологию цитоскелета, оценивали коэффициент,
называемый локальной связной фрактальной раз-
мерностью актинового цитоскелета (local connected
fractal dimension – LCFD). Коэффициент LCFD ха-
рактеризует локальные нарушения геометрии неод-
нородных геометрических объектов. В отличие от
глобальной фрактальной размерности, рассчитыва-
емой для всего изображения, набор значений ло-
кальной фрактальной размерности рассчитывается
для каждого пикселя, принадлежащего анализируе-
мому объекту (Waliszewski, 2016). Измерение коэф-
фициента LCFD является косвенной мерой связно-
сти для количественной оценки такого сложного
геометрического объекта, как актиновый цитоске-
лет любой фибробластоподобной клетки при моно-
слойном культивировании (Qian et al., 2012; Alhus-
sein et al., 2016; Bobkov et al., 2020). Этот коэффици-
ент изменяется в диапазоне от 0 до 2 в зависимости
от степени сложности структуры (от количества де-
талей в структуре). LCFD актинового цитоскелета
считали с помощью плагина FracLac в программе
ImageJ (Karperien, 2013). Обрабатывали конфокаль-
ные изображения в разрешении 1024 × 1024 пикселя,
полученные при регистрации сигнала от родамин-
фаллоидина, на которых вручную выделяли с помо-
щью функции ROI области интереса, содержащие
распластанные клетки.

Методы статистического анализа. Результаты по
оценке репликативного старения обрабатывали ста-
тистически с использованием t-критерия Стьюден-
та. Различия считали достоверными при вероятно-
сти нулевой гипотезы Р < 0.05. Сбор информации
для статистической обработки остальных результа-
тов происходил с помощью электронных таблиц Of-
fice Excel 2016 (Microsoft, США). Учитывали следую-
щие данные для клеток каждого пассажа: коэффи-
циент колокализации (bTau) RhoA c ядром, RhoA с
F-актином, α-актинина-4 с ядром и α-актинина-4 с
F-актином (для каждого эксперимента число повто-
ров n = 20), а также параметр LCFD. Всю статисти-
ческую обработку результатов вели в свободной про-
граммной среде R версии 3.6.3 (Team, 2020). Данные,
полученные при анализе колокализации, не прошли
тест Шапиро−Уилка (Shapiro, Francia, 1972) на нор-
мальность распределения, объeм выборки был не-
большим (n < 100), поэтому для выявления достовер-
ных отличий между группами измерений использова-
ли непараметрический метод Вилкоксона (Wilcoxon,
1945). Различия считали достоверными при вероят-
ности нулевой гипотезы Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфология клеток. Проведенная в процессе

культивирования оценка морфологии клеток линии
ADH-MSC показала однородность клеточных попу-
ляций со средними по размеру вытянутыми фиброб-
ластоподобными клетками, проявляющими тенден-
цию к увеличению размеров и распластанности в
процессе репликативного старения (данные не
представлены).

Репликативное старение. Процесс репликативно-
го старения клеток линии ADH-MSC оценивали по
активности β-галактозидазы в клеточных популяци-
ях (табл. 1). Уже на 9-м пассаже обнаружена неболь-
шая доля стареющих клеток, которая существенно
увеличивается к 12-му пассажу (P < 0.01). Процесс
репликативного старения протекает быстро, и к 17-
му пассажу доля стареющих клеток увеличивается в
3.2 раза по сравнению с пассажем 9 (P < 0.01), что
свидетельствует о наступлении активного реплика-
тивного старения. Эти результаты совпадают с полу-
ченными ранее для клеток этой же линии (Мусорина
и др., 2019; Воронкина и др., 2020).

Колокализация. Чтобы проследить за динамикой
реорганизации сократительного аппарата в процессе
репликативного старения клеток линии ADH-MSC,
мы использовали метод иммунофлюоресценции. Бы-
ли получены изображения клеток на 8–17-ом пасса-
жах, окрашенных на белки RhoA и α-актинин-4, ак-
тиновый цитоскелет и ядра. Примеры таких изобра-
жений представлены на рис. 1. На изображениях
можно видеть клетки с характерно окрашенными яд-
рами (крупные объекты овальной формы; рис. 1а, г),
а также с окрашенным актиновым цитоскелетом
(нити филаментов, тянущиеся через всю клетку и
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собранные в пучки в областях, близких к цитоплаз-
матической мембране; рис. 1в, е) и с окрашенными
белками RhoA и α-актинином-4 (точечные объекты,
концентрирующиеся преимущественно в цитоплаз-
ме и в ядрах; рис. 1б, д).

При дальнейшем анализе полученных результа-
тов была построена линейная регрессия для коэф-
фициентов колокализации RhoA и α-актинина-4 с
ядром и F-актином клетки с целью выяснения их
распределения относительно ядра и актиновых фиб-
рилл в процессе длительного культивирования кле-
точной линии. В результате было обнаружено, что

по мере культивирования с увеличением номера
пассажа происходит снижение колокализации с F-
актином как α-актинина-4, так и RhoA на 8–17 пас-
сажах (рис. 2в, г; табл. 2). Колокализация α-актини-
на-4 и RhoA с ядрами, наоборот, увеличивается при
увеличении номера пассажа (рис. 2а, б; табл. 2).

Значения коэффициентов корреляции bTau в
каждом эксперименте и результат непараметриче-
ского теста Вилкоксона на значимость отличий
средних значений коэффициентов bTau от началь-
ного, измеренного на 8-ом пассаже, представлены в
табл. 3. Большинство значений bTau для разных пас-
сажей достоверно отличаются от пассажа 8. Средние
значения (и стандартное отклонение) отрицательно-
го контроля для коэффициентов колокализации со-
ставляли 0.03 ± 0.03 для колокализации с ядром,
0.03 ± 0.07 для колокализации с F-актином (n =10).

Локальная связная фрактальная размерность ци-
тоскелета. Анализ LCFD актинового цитоскелета
при культивировании клеток линии ADH-MSC от 8-
до 17-го пассажа свидетельствует об изменении па-
раметра LCFD в процессе репликативного старения
(рис. 3). Приведенные в табл. 4 средние значения ко-
эффициента LCFD для пассажей 8–11 свидетель-
ствуют о его постепенном снижении. На 11-м пасса-
же его значение минимально. После пассажа 11 на-
блюдается повышение коэффициента LCFD,

Таблица 1. Доля клеток (%) с выраженной активностью
β-галактозидазы (β-гал) в процессе культивирования кле-
ток ADH-MSC

Примечание. Даны средние значения и их ошибки для доли кле-
ток на каждом пассаже.

Пассаж
Число 

проанализированных 
клеток

Доля клеток, 
окрашенных на β-гал, 

%

9 743 17.6 ± 1.4

12 726 32.8 ± 1.7

17 1287 56.5 ± 1.4

Рис. 1. Конфокальные изображения клеток линии ADH-MSC, выращенных на стеклах и зафиксированных на 16-ом пассаже.
Клетки окрашены красителем Hoechst 33342 для визуализации ядер (а, г), флуоресцентно мечеными антителами против α-ак-
тинина-4 (б) и против малой ГТФазы RhoA (д), а также родамин-фаллоидином для окраски F-актина (в, е). Масштабный от-
резок : 25 мкм.

25 мкм 25 мкм 25 мкм

25 мкм25 мкм25 мкм

а

в г д

б в
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который к пассажу 14 достигает значения, не отли-
чающегося от пассажа 8, и остаeтся на этом уровне
до пассажа 17 (рис. 3). Таким образом, коэффициент
LCFD на пассаже 8 значимо отличается от других
значений только на пассажах 9–13.

ОБСУЖДЕНИЕ

Тенденция клеток линии ADH-MSC к увеличе-
нию размеров и распластанности в процессе репли-
кативного старения была наглядно продемонстри-
рована ранее (Мусорина и др., 2019).

Рис. 2. Зависимость коэффициента колокализации bTau от времени культивирования (номера пассажа) в клетках ADH-MSC
в процессе репликативного старения. На диаграммах точками представлены результаты измерений коэффициента колока-
лизации RhoA (а) и α-актинина-4 (б) с ядром, RhoA (в) и α-актинина-4 (г) с F-актином. Номера пассажей считали от выде-
ления клеток из ткани донора. Прямые линии – результат расчета линейной регрессии коэффициентов bTau в зависимости от
номера пассажа. Вдоль линий регрессии серая полоса показывает 95%-ые доверительные области. Штриховая линия – уровень
bTau = 0.

0.4

0.2

0.3

0.1

0

0.1

0.2
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

 a 
bT

au

Пассаж

RhoA/ядро
0.4

0.2

0.3

0.1

0

0.1

0.2
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

 б 

bT
au

Пассаж

α-Актинин-4/ядро

0.4

0.2

0.3

0.1

0

0.1

0.2
8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

 в 

bT
au

Пассаж

RhoA/F-актин

0.4
0.5
0.6

0.2
0.3

0.1
0

0.1
0.2

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

 г 

bT
au

Пассаж

α-Актинин-4/F-актин

Таблица 2. Параметры линейной регрессии коэффициентов колокализации bTau в зависимости от номера пассажа в
процессе репликативного старения клеток линии ADH-MSC

Примечание. Представлены параметры a, b уравнения линейной регрессии y = (a + b)x, где x – номера пассажей, y – коэффициент
колокализации bTau. Для каждой линейной регрессии указаны коэффициент детерминации (R2) и уровень значимости P. Экстре-
мально низкие значения P представлены в экспоненциальной нотации.

Колокализация Параметр регрессии a Параметр регрессии b R2 P

RhoA с F-актином 0.308 –0.024 0.220 1.407е-12

RhoA с ядром –0.357 0.031 0.265 3.816e-15

α-Актинин-4/F-актин 0.324 –0.015 0.112 7.431e-07

α-Актинин-4/ядро –0.218 0.021 0.294 <2.2e-16



152

ЦИТОЛОГИЯ  том 63  № 2  2021

ГОНЧАРОВА и др.

По результатам исследования колокализации
RhoA и α-актинина-4 с ядром и актиновым цитоске-
летом можно предположить, что в процессе репли-
кативного старения клеток линии ADH-MSC участ-
ники реорганизации цитоскелета RhoA и α-акти-
нин-4 частично выходят из цитоплазмы, перестают
взаимодействовать с актиновым цитоскелетом и на-
правляются в ядро. При этом результаты измерений
параметра LCFD свидетельствуют о том, что сниже-
ние содержания α-актинина-4 в цитоплазме не при-
водит к уменьшению структурной целостности ак-
тинового цитоскелета. Мы предполагаем, что такой
эффект может объясняться тем, что на поздних пас-
сажах основную роль в стабилизации пучков акти-
новых микрофиламентов в клетках этой линии на-

чинают играть другие актин-связывающие белки,
например α-актинин-1 или различные изоформы
тропомиозинов, что, как следствие, может изменять
параметры клеточной подвижности. Однако для
подтверждения этого предположения необходимы
дополнительные эксперименты.

О роли белков RhoA и α-актинина-4 в цитоплаз-
ме известно достаточно много (Ridley, Hall, 1992;
Burridge, Wennerberg, 2004; Senger et al., 2019), тогда
как функции этих белков в ядре в настоящее время
активно изучаются (Хотин и др., 2009; Guilluy et al.,
2011; Dubash et al., 2011). Можно предположить, что
RhoA и α-актинин-4 в процессе репликативного
старения направляются в ядро для регуляции орга-
низации ядерного актинового цитоскелета. Извест-
но, что актин является частью ядерного протеома,
хотя в ядре он выявляется в значительно меньшем
количестве, чем в цитоплазме (Grosse, Vartiainen,
2013). В ядрах клеток самых разных организмов был
обнаружен актин как в G-, так и в F-форме. Актин в
ядре способен влиять на такие процессы, как регуля-
ция транскрипции, репарация ДНК, регуляция кле-
точного цикла и апоптоз (Miyamoto et al., 2011; Miy-
amoto, Gurdon, 2013; Parisis et al., 2017; Kelpsch, Too-
tle, 2018; Plessner, Grosse, 2019).

Следует отметить, что RhoA и α-актинин-4 могут
направляться в ядро для участия в процессах, не свя-
занных с актиновым цитоскелетом. В недавнем ис-
следовании на клетках остеосаркомы было показа-
но, что α-актинин-4 может активировать сигналь-
ный путь транскрипционного фактора NF-κB
(Huang et al., 2020). Ранее на раковых клеточных ли-
ниях было показано, что RhoA способен связывать-
ся c анти-апоптотическим фактором P50 (компо-
нент NF-κB) в ядре и частично в ядрышках (Xu et al.,
2013). Позже было выяснено, что ядрышковая лока-
лизация RhoA может быть связана с активным син-
тезом рРНК, ингибирование которого вызывает пе-

Таблица 3. Значения коэффициента bTau, вычисленные для колокализации с F-актином или ядром белка RhoA и α-
актинина-4 в клетках ADH-MSC, выращенных на стeклах и зафиксированных на различных пассажах

Примечание к табл. 3 и 4. Представлены средние значения и стандартные отклонения. Значимость отличий от пассажа 8 (тест Вил-
коксона на множественную проверку гипотез): аP < 0.05, бP < 0.01, вP < 0.001, гP < 0.0001.

Пассаж RhoA–F-актин RhoA–ядро α-Актинин-4–F-актин α-Актинин-4– ядро

8 0.113 ± 0.044 −0.111 ± 0.078 0.188 ± 0.073 −0.025 ± 0.073
9 0.177 ± 0.084б –0.161 ± 0.094 0.274 ± 0.104б 0.009 ± 0.128

10 0.218 ± 0.084г –0.152 ± 0.087 0.235 ± 0.048а −0.079 ± 0.083а

11 −0.045 ± 0.067г 0.058 ± 0.073г 0.003 ± 0.039г 0.092 ± 0.066г

12 –0.109 ± 0.076г 0.133 ± 0.091г 0.180 ± 0.116 0.005 ± 0.068
13 0.010 ± 0.070г −0.008 ± 0.081г 0.199 ± 0.080 −0.021 ± 0.081
14 − − 0.094 ± 0.046 г 0.049 ± 0.032в

15 − − 0.017 ± 0.101г 0.160 ± 0.084г

16 −0.160 ± 0.078г 0.312 ± 0.082г 0.043 ± 0.110 г 0.187 ± 0.073г

17 0.049 ± 0.036г −0.027 ± 0.043в 0.190 ± 0.083 0.112 ± 0.067г

Рис. 3. Изменение коэффициента локальной связной
фрактальной размерности (LCFD) актинового цитоске-
лета на различных пассажах в процессе репликативного
старения клеток линии ADH-MSC. По вертикальной оси
представлены значения LCFD, по горизонтальной оси
представлены номера пассажей клеточной культуры. По-
казаны средние значения и стандартные отклонения
(вертикальные отрезки) значений LCFD. n – число неза-
висимых измерений на каждом пассаже.
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рераспределение ядрышкового RhoA в нуклеоплаз-
му (Li et al., 2016).

Следует подчеркнуть, что картина изменений ко-
локализации RhoA и α-актинина-4 с ядром в клетках
линии ADH-MSC, выявленная в данном исследова-
нии, значительно отличается от тех результатов, ко-
торые были получены нами ранее при исследовании
репликативного старения клеток линии MSCWJ-1. В
клетках MSCWJ-1 мы обнаружили, что на поздних
пассажах и RhoA, и α-актинин-4 в значительной ме-
ре выходят из ядра и локализуются, в основном, в
цитоплазме (Bobkov et al., 2020), а в настоящей рабо-
те эти белки, наоборот, к поздним пассажам накап-
ливаются в ядрах. Кроме того, клетки линий
MSCWJ-1 и ADH-MSC выделены из разных
источников, клетки линии MSCWJ-1 выделены
из Вартонова студня пупочного канатика здорового
донора, а клетки линии ADH-MSC – из эпикар-
диальной жировой ткани донора при аортокоронар-
ном шунтировании, т.е. донора с сердечным заболе-
ванием.

Подробный анализ линии ADH-MSC показал,
что она существенно отличается по ряду других ха-
рактеристик от МСК, выделенных из разных других
источников, но от здоровых доноров. К таким харак-
теристикам относятся: преждевременное реплика-
тивное старение, существенные цитогенетические
нарушения, изменение содержания белков ВКМ и
активностей металлопротеиназ при репликативном
старении. Возможно, причиной таких различий яв-
ляется нездоровое микроокружение, в котором клетки
находились еще до перевода в состояние in vitro (Мусо-
рина и др., 2019; Воронкина и др., 2020). Для того,
чтобы понять, является ли характер ядерно-цито-
плазматического распределения актин-связываю-
щих белков в процессе репликативного старения
специфическим признаком конкретной линии, или
является признаком линий клеток, выделенных из
здорового микроокружения, необходимо проведе-
ние исследований линий МСК, полученных из раз-
ных источников, но от здоровых доноров.

Результаты измерения параметра LCFD актино-
вого цитоскелета свидетельствуют о том, что в ходе
репликативного старения в клетках линии ADH-
MSC происходит обратимая реорганизация структур
актинового цитоскелета: с 8 по 11 пассаж происходит
частичная разборка актинового цитоскелета с по-
следующей сборкой к пассажу 17. Можно предполо-
жить, что такая реорганизация актинового цитоске-
лета может быть связана с сигнальными событиями,
сопровождающими изменение активности малых
ГТФ-аз и их эффекторов и обусловленные генетиче-
скими или эпигенетическими факторами. Для про-
верки этого предположения необходимы дальней-
шие исследования по сравнительному анализу роли
малых ГТФ-аз в процессе репликативного старения
в различных клеточных линиях МСК.
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Analysis of Nuclear-Cytoplasmic Redistribution of Actin-Binding Protein apha-Actinin-4 
and Signaling Protein RhoA in the Process of Replicative Senescence 
of Human Epicardial Adipose Tissue-Derived ADH-MSC Cell Line

D. F. Goncharovaa, A. V. Polyanskayaa, A. S. Musorinab, G. G. Poljanskayab, and D. E. Bobkovb, *
aSaint Petersburg State Polytechnic University, Department of Biophysics, St. Petersburg, 194064 Russia

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

In this work, a molecular analysis of some mechanisms of the actin cytoskeleton reorganization in the process of
long-term cultivation of human mesenchymal stem cells was carried out. The distribution of actin-binding protein
α-actinin-4 and small GTPase RhoA in mesenchymal stem cells of the ADH-MSC line isolated from adipose tissue
of an adult human was studied using immunofluorescence methods and analysis of confocal images. It was found
that in the process of replicative senescence during 8–17 passages in ADH-MSC cells, the redistribution of the stud-
ied proteins from the cytoplasm to the cell nuclei occurs, which is accompanied by changes in the organization of
the actin cytoskeleton. To assess the organization of the actin cytoskeleton, we used the coefficient of local connect-
ed fractal dimension (LCFD), which characterizes local disturbances in the geometry of heterogeneous geometric
objects and is an indirect measure for assessing the structural integrity of such a complex geometric object as the ac-
tin cytoskeleton of spread cells. By measuring the LCFD of confocal images of cells stained with rhodamine phal-
loidin, changes in the structural integrity of the actin cytoskeleton during replicative senescence were quantified. It
was found that from passages 8 to 11, a partial reversible disassembly of the actin cytoskeleton occurs, followed by
assembly by the passage 17.

Keywords: actin cytoskeleton, local connected fractal dimension, α-actinin-4, RhoA, mesenchymal stem cells, rep-
licative senescence
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