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Широкое применение МСК человека в биомедицинских технологиях и важная роль клеточной миграции
в биомедицинских процессах приводят к необходимости углубления фундаментальных исследований по-
движности этих клеток в процессе репликативного старения (РС). В настоящей работе выполнен сравни-
тельный анализ строения актинового цитоскелета и характеристик подвижности клеток линии DF-2 в
присутствии активатора (LPA) или ингибитора (Y-27632) малой ГТФазы RhoA на разных стадиях РС. По-
лучены следующие результаты: 1) показано наличие РС в процессе длительного культивирования (8–
28 пассажи) контрольных клеток; 2) на поздней стадии РС присутствие 10 нг/мл LPA в течение 24 ч не вы-
зывало изменений в структуре актинового цитоскелета, тогда как ингибитор активности малой ГТФзы
RhoA способствовал значительному снижению количества стресс-фибрилл; 3) изменения скорости и из-
вилистости клеточных движений в присутствии LPA или Y-27632 зависят от стадии РС: в частности, LPA
снижает, а Y-27632 увеличивает среднюю скорость движения клеток на пассажах 21 и 28 по сравнению с
контролем, а на пассаже 8 эти вещества не влияют на скорость клеток. Полученные данные свидетельству-
ют, по-видимому, об увеличении активности RhoA-ассоциированных сигнальных путей в процессе РС.
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Мезенхимные стволовые клетки (МСК) человека
являются перспективным объектом как для фунда-
ментальных биологических исследований, так и для
использования их в биомедицинских технологиях. В
настоящее время значительно расширяется использо-
вание МСК человека разного происхождения в биоме-
дицинских исследованиях, связанных с широким
спектром заболеваний (Albu et al., 2021; Mannino et al.,
2021; Moghadasi et al., 2021; Raposo et al., 2021; Xiao et al.,
2021; Saleh et al., 2021; Smojver et al., 2022; Su et al.,
2022; Sun et al., 2022; Zhang et al., 2022). Широкое ис-
пользование МСК человека в биомедицинских тех-
нологиях приводит к необходимости расширения и
углубления фундаментальных исследований различ-
ных свойств, характерных для этих клеток, в разные
периоды их жизнедеятельности, включая стадию ак-
тивного репликативного старения (РС).

РС, происходящее в процессе длительного куль-
тивирования клеточных популяций, представляет
собой комплексный динамический процесс, инду-
цированный генетическими и эпигенетическими
изменениями, который начинается на ранних пасса-
жах и постепенно усиливается в процессе культиви-
рования. РС характеризуется существенными изме-
нениями многих клеточных свойств (Бобков, По-
лянская, 2020). Несмотря на то, что МСК человека
имеют определенный статус, определяемый рядом
характеристик (Dominici et al., 2006; Sensebé et al.,
2010), линии МСК различаются по характеристи-
кам, ответственным за важнейшие клеточные про-
цессы, включая клеточную подвижность (мигра-
цию) и РС. Причинами наблюдаемых различий мо-
гут быть как эпигенетические факторы, связанные с
условиями культивирования или с микроокружением,
в котором существовали эти клетки до помещения их в
условия in vitro, так и генетические (Stanko et al., 2014;
Krylova et al., 2015; Voronkina et al., 2017, 2020; Полян-
ская, 2018; Alessio et al., 2018; Facchin et al., 2018; Li et al.,
2018; Полянская и др., 2019; Guan et al., 2019; Jin et al.,

Принятые сокращения: МСК – мезенхимные стволовые клет-
ки; РС – репликативное старение; LPA – лизофосфатидная
кислота.
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2019; Khasawneh et al., 2019; Terunuma et al., 2019;
Yang et al., 2019; Koltsova et al., 2021; Semenova et al.,
2021; Shin et al., 2021; Tai et al., 2021; Yigitbilek et al.,
2021).

Изменение характера клеточной подвижности
является одним из признаков РС. Клеточная по-
движность связана с внеклеточным матриксом, на
котором распластаны клетки, и зависит от организа-
ции актинового цитоскелета. Внеклеточный мат-
рикс, состоящий из разных белков, синтезируемых
самими клетками, является одним из важнейших ре-
гуляторов клеточных процессов, представляя собой
микроокружение, в котором живут клетки. Клеточ-
ная миграция лежит в основе тканевой репарации,
способствующей широкому использованию МСК в
биомедицинских технологиях. В связи с этим пред-
ставляется существенным изучение связи РС с орга-
низацией цитоскелета. В настоящее время исследо-
вания молекулярных механизмов реорганизации
цитоскелета в процессе длительного культивирова-
ния, включая активную стадию РС, проводятся в
разных клетках человека и животных и находятся на
этапе накопления экспериментальных результатов
(Larsen et al., 2003; le Clainche, Carlier, 2008; Wang,
Jang, 2009; Geissler et al., 2012; Özcan et al., 2016; Turi-
netto et al., 2016; Moujaber et al., 2019).

В связи с этим нами начаты систематические ис-
следования по реорганизации актинового цитоске-
лета в процессе РС в клетках линий МСК человека,
выделенных из разных источников. Ранее была ис-
следована роль малой ГТФазы RhoA, как одного из
ключевых факторов, участвующих в реорганизации
актинового цитоскелета, в 3-х линиях МСК челове-
ка разного происхождения: MSCWJ-1 (из Вартонова
студня пупочного канатика человека); DF-2 (из ко-
жи век взрослого донора) и ADH-MSC (из эпикар-
диальной жировой ткани взрослого донора). Было
показано, что в процессе РС снижается ядерная ло-
кализация малой ГТФaзы RhoA в клеточных линиях
MSCWJ-1 и DF-2, выделенных из здоровых доноров
(Bobkov et al., 2020, 2022), тогда как в клеточной ли-
нии ADH-MSC, выделенной из нездорового донора
и из нездорового органа (ткань сердца, полученная
при проведении аортокоронарного шунтирования)
наблюдается обратная картина: увеличение ядерной
локализации ГТФaзы RhoA в процессе РС (Gon-
charova et al., 2021). В клетках MSCWJ-1 показаны
колебания средней скорости и направленности кле-
точного движения; наименьшую скорость и прямо-
линейность движения наблюдали в активной стадии
РС (Bobkov et al., 2020). Надо подчеркнуть, что все
перечисленные выше исследования относились ис-
ключительно к анализу роли ГТФазы RhoA в реорга-
низации актинового скелета на ряде клеточных ли-
ний, культивирующихся постоянно в нормальных
(стандартных) условиях с 10% эмбриональной бы-
чьей сыворотки.

В настоящей работе мы расширили наши иссле-
дования, проводимые на линии DF-2, по функцио-
нальному анализу RhoA в реорганизации актиново-
го цитоскелета и клеточной подвижности, и изучили
влияние активатора (LPA) и ингибитора (Y-27632)
малой ГТФазы RhoA на эти процессы. Есть данные
о существенном влиянии Y-27632 на изучаемые па-
раметры, но получены эти данные при анализе эндо-
телиальных клеток (Li et al., 2013; Pipparelli et al.,
2013; Diao, Hong, 2015). Ранее на МСК легкого чело-
века было показано влияние LPA на процессы кле-
точной миграции, однако авторы не учитывали фак-
тор РС (Badri, Lama, 2012).

В настоящей работе клетки линии DF-2 были
кратковременно (24 ч) помещены в ростовую среду с
концентрацией сыворотки 1% без добавления фак-
торов, стимулирующих жизнеспособность и проли-
ферацию клеточной культуры. Это было сделано,
чтобы избежать нежелательного влияния сыворотки
в связи с возможными колебаниями ее свойств. Из-
вестно, что сыворотка, с одной стороны, является
необходимым компонентом для нормальной жизне-
деятельности клеточных популяций in vitro в отсут-
ствие интегральных систем организма, а с другой
стороны, являясь нестандартным компонентом ро-
стовой среды, может способствовать изменению
клеточных характеристик. Одним из важных ингре-
диентов сыворотки являются ростовые факторы,
способствующие активной пролиферации клеток.
Их количество может зависеть от источника получе-
ния сыворотки, от концентрации сыворотки в ро-
стовой среде, от условий содержания животных и
метода получения конкретной серии сыворотки
(Полянская и др., 2019).

Учитывая возможное существенное влияние про-
центного содержания одной серии сыворотки на ис-
следуемые клеточные характеристики, мы провели
предварительное сравнительное исследование ха-
рактера клеточной подвижности (средней скорости
и извилистости клеточных движений) при кратко-
временном культивировании клеток в ростовой сре-
де, содержащей 10, 5 и 1% сыворотки.

Таким образом, задачи настоящей работы на
клетках линии DF-2 были следующими. 1) Проведе-
ние количественного анализа активности β-галакто-
зидазы в процессе длительного культивирования;
2) сравнительный анализ клеточной подвижности
при 24-часовом культивировании клеток в условиях
разного содержания сыворотки (10, 5 и 1%); 3) срав-
нительный анализ клеточной подвижности и струк-
туры актинового цитоскелета на разных стадиях РС
клеток в контроле и при действии активатора или
ингибитора малой ГТФзы RhoA.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки и агенты, действующие на Rho-сигналинг. В
работе использовали линию мезенхимных стволо-
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вых клеток человека, полученных из кожи век 45-
летнего здорового донора (DF-2). Клеточная линия
получена и охарактеризована в ЦКП “Коллекция
культур клеток позвоночных” ИНЦ РАН (Санкт-
Петербург). Клетки исследуемой линий культивиро-
вали в ростовой среде, содержащей 90% среды
DMEM/F12 (Биолот, Россия) и 10% эмбриональной
бычьей сыворотки (FBS) (Hyclone, США). Клеточ-
ную линию культивировали в условиях 5% СО2 при
37°С и влажности 90%. Микробиологический ана-
лиз подтвердил отсутствие бактериальной, грибко-
вой и микоплазменной контаминации в полученной
линии.

В эксперименте по влиянию сыворотки на по-
движность на 8-ом пассаже ростовую среду заменя-
ли на такую же, содержащую 1, 5 или 10% FBS. В слу-
чаях с низким содержанием сыворотки (1 или 5%) не
использовали никакие добавки, влияющие на клет-
ки. В остальных экспериментах по влиянию ингиби-
тора и активатора Rho-сигналинга на клеточные
процессы в контрольной группе никакие дополни-
тельные вещества в среду не вводили, а в экспери-
ментальных группах в среду, содержащую 1% сыво-
ротки, вводили модуляторы Rho-сигналинга: LPA
(Sigma-Aldrich, США) в концентрации 1 нг/мл для
активации LPA-рецепторов или Y-27632 (Sigma-Al-
drich, США) в концентрации 10 мкМ для ингибиро-
вания ROCK1. Для иммунофлуоресцентного анали-
за клетки культивировали с веществами-модулято-
рами в течение 1 ч, после чего фиксировали и
окрашивали. Для анализа клеточной подвижности
клетки культивировали с веществами-модулятора-
ми и красителем Hoechst 33342 (для прижизненной
визуализации ядер) в течение 1 ч, а затем производи-
ли съeмку в течение 24 ч. Таким образом, суммарное
время культивирования с веществами-модулятора-
ми в процессе анализа клеточной подвижности со-
ставляло 25 ч.

Морфологический анализ. Для анализа клеток ис-
следуемой линии использовали изображения, полу-
ченные с помощью платформы для конфокальной
микроскопии, цитометрии и высокоинформативно-
го скрининга CQ1, оснащeнной объективами с уве-
личением 20× и 40× (Yokogawa, Япония).

Репликативное старение клеток. Оценивали ак-
тивность фермента β-галактозидазы. Клетки выра-
щивали в чашках Петри диаметром 3.5 см (Nunc, Да-
ния) до образования субконфлюента. Затем среду
удаляли и окрашивали клетки с помощью набора ре-
активов Senescence β-galactosidase staining kit (Cell
Signaling, США) согласно инструкции. У клеток,
вступающих в фазу активного РС, цитоплазма окра-
шивается в ярко синий цвет. Анализ проводили с по-
мощью инвертированного микроскопа (Nicon, Япо-
ния) на 8-, 12-, 13-, 17-, 20- и 28-ом пассажах. Долю
окрашенных клеток определяли в % при подсчете не
менее 700 клеток в разных полях зрения на одну вре-
менную точку.

Конфокальная микроскопия для визуализации
структуры актинового цитоскелета. Клетки DF-2, вы-
ращенные на покровных стeклах, фиксировали 10
мин 3%-ным раствором параформальдегида на PBS
при комнатной температуре. Для пермеабилизации
клетки обрабатывали 10 мин раствором 0.1%-ного
Triton-X100 в PBS. Для окрашивания актинового ци-
тоскелета клетки инкубировали 20 мин в PBS, содер-
жащем 50 мкг/мл родамин-фаллоидина (Thermo Fisher
Scientific, США). Ядра клеток окрашивали красителем
Hoechst 33342 в концентрации 1.5 мкг/мл (Thermo
Fisher Scientific, США). После каждого этапа окра-
шивания клетки трижды промывали PBS. Получен-
ный препарат монтировали на предметное стекло с
помощью заключающей среды ProLong Gold Anti-
fade Mountant (Thermo Fisher Scientific, США).
Изображения окрашенных клеток получали с помо-
щью конфокального лазерного сканирующего мик-
роскопа Leica TSC SP8 (Leica, Германия), используя
объектив 63× с масляной иммерсией (числовая
апертура 1.4). Для возбуждения флуоресценции ро-
дамин-фаллоидина использовали HeNe-ый лазер
(543 нм), а для возбуждения флуоресценции Hoechst
33342 – диодный лазер (405 нм). Флуоресценцию де-
тектировали с помощью фотоумножителей в диапа-
зонах: 552–792 нм для родамин-фаллоидина и 410–
500 нм для Hoechst 33342. Диаметр конфокальной то-
чечной диафрагмы (пинхол) составлял 100 мкм. Про-
изводили раздельное сканирование в двух каналах (ро-
дамин-фаллоидин, Hoechst 33342). Изображения, по-
лученные в красном канале (родамин-фаллоидин),
использовали для оценки локальной связной фрак-
тальной размерности актинового цитоскелета.

Оценка локальной связной фрактальной размерно-
сти актинового цитоскелета. Чтобы охарактеризовать
структуру актинового цитоскелета, оценивали коэф-
фициент локальной связной фрактальной размер-
ности (local connected fractal dimension – LCFD) кле-
ток, окрашенных на F-актин и распластанных на
стeклах, по изображениям (на оптических срезах),
полученных с помощью конфокальной микроско-
пии. В отличие от глобальной фрактальной размерно-
сти, которую рассчитывают для всего изображения,
набор значений локальной фрактальной размерности
рассчитывается для каждого принадлежащего анали-
зируемому объекту пикселя (Waliszewski, 2016). Из-
мерение коэффициента LCFD является косвенной
мерой для количественной оценки сложных геомет-
рических объектов, каковым является актиновый
цитоскелет распластанной клетки при монослойном
культивировании (Qian et al., 2012; Alhussein et al.,
2016; Bobkov et al., 2020). Этот коэффициент изменя-
ется в диапазоне от 0 до 2 в зависимости от степени
сложности структуры (от количества деталей в
структуре): для точки он равен нулю, для линии –
единице, а для поверхности – двум. LCFD актино-
вого цитоскелета вычисляли с помощью плагина
FracLac в программе ImageJ (Karperien, 2013). Ис-
пользовали конфокальные изображения с разреше-
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нием 1024 × 1024 пикселя, полученные при реги-
страции сигнала от родамин-фаллоидина, на кото-
рых вручную выделяли области интереса с помощью
функции ROI (n = 20 для каждой группы наблюде-
ний), содержащие распластанные клетки. В этих же
ROI производили измерение площади.

Измерение клеточной подвижности. Исследовали
живые подвижные клетки. Сравнительный анализ
характеристик движения клеток в процессе РС про-
водили с использованием покадровой визуализа-
ции. Для регистрации движения отдельных клеток
использовали платформу для конфокальной микро-
скопии и автоматической цитометрии CQ1 (Yokoga-
wa, Япония) с технологией вращающегося диска.
Изображения в проходящем свете (светлое поле) и
флуоресценцию Hoechst 33342 регистрировали в те-
чение 24 ч каждые 15 мин с использованием лазера с
длиной волны 405 нм и сухого объектива 40× (число-
вая апертура 0.95). Все изображения имели размер
2528 × 2136 пикселей с физическим размером пиксе-
ля 0.6667 мкм по осям x и y. В программе ImageJ
(Rueden et al., 2017) наборы координат x–y получали
из изображений с помощью плагина Manual Track-
ing. Каждую клетку вручную помечали в середине
ядра в каждый момент времени (N = 100 для каждой
группы измерений). Анализировали только клетки,
удовлетворяющие следующим условиям: клетка на-
ходится в поле зрения на всех кадрах одного поля
зрения; клетка на протяжении всего периода наблю-
дений не подвергается делению и не входит в апо-
птоз. Траектории клеточных движений (треки) объ-
единяли в наборы данных, сохраняли в виде файлов
(*.csv) и затем передавали для анализа траекторий в
свободную программную среду R. Траектории ана-
лизировали с использованием функций пакета trajr
(McLean, Skowron Volponi, 2018), который был раз-

работан для численного описания и анализа траек-
торий движущихся животных, но также подходит и
для анализа движущихся клеток (Bobkov et al., 2020).
Для описания характера движения клетки вычисляли
параметры: средняя скорость, извилистость трека.

Методы статистического анализа. Сбор данных
для статистической обработки производили с помо-
щью электронных таблиц Office Excel 2016 (Micro-
soft, США). Cтатистическую обработку результатов
осуществляли в свободной программной среде R
версии 4.2.0 (R Core Team, 2022). Полученные в ре-
зультате измерения активности β-галактозидазы
данные обрабатывали статистически с использова-
нием t-критерия Стьюдента для альтернативной из-
менчивости. Для графического отображения дан-
ных, полученных при измерении площадей клеток,
рассчитывали средние значения и стандартные
ошибки среднего, специальных тестов для выявле-
ния отличий не проводили. Данные, полученные при
анализе LCFD, прошли тест Шапиро−Уилка (Shap-
iro, Francia, 1972) на нормальность распределения,
поэтому для выявления достоверных отличий между
группами измерений использовали параметрический
односторонний t-критерий Стьюдента (Sandon,
1943). Данные, полученные при анализе клеточной
подвижности, не прошли тест Шапиро−Уилка на нор-
мальность распределения, поэтому для выявления до-
стоверных отличий между группами измерений ис-
пользовали непараметрический критерий Вилкоксона
(Wilcoxon, 1945). Различия считали достоверными при
вероятности нулевой гипотезы Р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Морфология клеток. Морфологический анализ
показал однородность клеточных популяций DF-2,
представленных средними по размеру вытянутыми
фибробластоподобными клетками (рис. 1). Культи-
вирование с 8-го по 28-ой пассаж сопровождалось
почти двукратным увеличением средней площади
распластанных клеток (рис. 2). Тенденция МСК к
увеличению размеров и распластанности в процессе
РС была наглядно продемонстрирована в работах,
рассмотренных нами в обзорной статье (Бобков,
Полянская, 2020).

Репликативное старение. Процесс РС клеток ли-
нии DF-2 оценивали по активности β-галактозида-
зы в клеточных популяциях (табл. 1). Уже на 8-ом
пассаже обнаружена небольшая доля стареющих
клеток, которая существенно увеличивается к 28-му
пассажу. Процесс РС в клетках DF-2 протекает
быстро, и к 17-му пассажу доля стареющих клеток
увеличивается более чем в 5 раз по сравнению с пас-
сажем 8, что свидетельствует о наступлении стадии
активного РС.

Клеточная подвижность. Увеличение концентра-
ции сыворотки в среде культивирования от 1 до 10%
приводило к увеличению средней скорости движе-

Таблица 1. Доля клеток DF-2 (%) с выраженной активно-
стью β-галактозидазы (β-гал) в процессе культивирования

Показаны доли клеток (%) и их ошибки при подсчете не менее
700 клеток.

Пассаж
Число 

проанализированных 
клеток

Доля клеток, 
окрашенных 
на β-гал, %

8 803 3.70 ± 0.67

12 1066 7.20 ± 0.80

13 748 12.70 ± 1.22

17 1132 23.90 ± 0.26

20 1557 26.50 ± 1.25

28 1324 43.10 ± 1.36
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ния клеток DF-2, но при этом не влияло на извили-
стость треков (рис. 3). Однако даже при минималь-
ной концентрации сыворотки (1%) как молодые
клетки (на пассаже 8), так и клетки в стадии актив-
ного РС (на пассажах 21, 28) сохраняли фибробла-
стоподобную форму и оставались подвижными на
протяжении 24 ч (рис. 1).

Ряд исследований свидетельствует о влиянии ка-
чественного и количественного состава сыворотки
на свойства разных клеточных линий при культиви-
ровании от нескольких суток до нескольких месяцев
(Полянская, 1993; Bieback et al., 2009; Liu et al., 2015;
Khasawneh et al., 2019; Toranova et al., 2021). В одной
из работ было показано, что снижение содержания
сыворотки до 4% при культивировании в течение не-
скольких суток выборочно влияет на клеточные
свойства: не приводит к изменениям клеточной адге-
зии и скорости заживления раны при воздействии ин-
гибитором Y-27632, но изменяет пролиферативную ак-
тивность и ряд других параметров (Pipparelli et al.,
2013). Таким образом, полученные нами результаты

по клеточной подвижности при кратковременном
культивировании клеточной культуры (24 ч) в при-
сутствии разных концентраций сыворотки не проти-
воречат ранее полученным данным. Эти результаты
свидетельствуют о том, что при всех концентрациях
сыворотки, включая 1%, клеточная подвижность
присутствует, что является подходящим условием
для эксперимента по влиянию модуляторов Rho-
сигналинга на клеточную подвижность, результаты
которого представлены на рис. 4.

Результаты эксперимента показали, что модуля-
торы Rho-сигналинга не вызывают значимых изме-
нений скорости клеток DF-2 на 8-ом пассаже, но
оказывают влияние на поздних пассажах. Воздей-
ствие LPA вызывало снижение средней скорости
движения клеток на пассажах 21 и 28 по сравнению с
контролем (рис. 4а), воздействие ингибитора Rho-
киназы Y-27632 вызывало достоверное увеличение
средней скорости движения клеток на пассажах 21 и
28 по сравнению с контролем (рис. 4а). Такие ре-
зультаты можно объяснить тем, что модификация

Рис. 1. Однородность клеточных популяций в процессе репликативного старения. Прижизненные конфокальные изображе-
ния клеток линии DF-2, выращенных в лунках планшета и культивируемых в течение 24 ч в присутствии 1% сыворотки. По-
казаны клетки, помещeнные в автоматический конфокальный цитометр на пассажах 8, 21 и 28 в начале эксперимента (0 мин)
и в его конце (1440 мин). Ядра клеток окрашены красителем Hoechst 33342. Треки отслеживали по движению центра ядра.
Стрелки указывают на двигающиеся клетки, треки движений которых обозначены цветными линиями. Масштабный отре-
зок: 200 мкм.

Пассаж 8

Пассаж 21

Пассаж 28

0 мин 1440 мин

0 мин 1440 мин

0 мин 1440 мин

200 мкм 200 мкм

200 мкм 200 мкм

200 мкм 200 мкм
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активности сигнальных путей, ассоциированных с
ГТФазой RhoA, приводят к изменениям как количе-
ства стресс-фибрилл и клеточных ламелл, так и спо-
собности клеток к адгезии.

В то же время были выявлены различия в извили-
стости клеточных треков между пассажами: на 8-ом
пассаже LPA вызывала снижение этого параметра по
сравнению с контролем, а на пассажах 21 и 28, на-

оборот, – увеличение; на 8-ом пассаже Y-27632 уве-
личивал извилистость относительно контроля, а на
пассажах 21 и 28 уже не влиял. При этом следует от-
метить, что значимых отличий по средней скорости
движения между контрольными клетками на пасса-
жах 8, 21 и 28 не было выявлено (рис. 4а), т.е. РС кле-
ток DF-2 не снижает клеточную подвижность. Одна-
ко были выявлены отличия по извилистости треков
контрольных клеток: на пассажах 21 и 28 этот пара-
метр был достоверно меньше, чем на пассаже 8
(рис. 4б). По-видимому, снижение скорости движе-
ния МСК в процессе РС не является обязательной
характеристикой РС, тогда как обязательным при-
знаком РС являются изменения характера клеточ-
ной подвижности.

Эти результаты согласуются с полученными нами
ранее на клеточной линии MSCWJ-1, на которой по-
казано отсутствие различий средней скорости дви-
жения клеток между пассажами 9 и 28 (Bobkov et al.,
2020). При этом характер изменений внутриклеточ-
ной локализации RhoA в процессе РС совпадает в
клетках линий MSCWJ-1 и DF-2 при культивирова-
нии в среде с 10% сыворотки (Bobkov et al., 2022). По
результатам влияния модулирующих Rho-сигналинг
агентов на подвижность клеток DF-2 в процессе РС
можно заключить, что чувствительность актинового
цитоскелета МСК к действию этих агентов зависит
от пассажа – более чувствительными оказываются
старые клетки.

Рис. 2. Увеличение площади клеток линии DF-2 вслед-
ствие РС. Показаны средние значения и их стандартные
ошибки.
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Рис. 3. Увеличение концентрации сыворотки приводит к ускорению движения клеток DF-2 (а), но при этом не влияет на из-
вилистость треков (б). Клетки выращивали в лунках планшета и культивировали в течение 24 ч в присутствии 1, 5 и 10% сы-
воротки. В каждой группе измерений анализировали 150 клеток. Показаны средние значения и стандартные отклонения
(вертикальные отрезки) значений средней скорости и извилистости. Звездочки показывают достоверность отличий (одно-
сторонний тест Уилкоксона): *P < 0.05; ****P < 0.0001; ns – достоверных отличий нет.
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Рис. 4. Модуляторы Rho-сигналинга не вызывают изменений скорости клеток DF-2 на 8-ом пассаже, но оказывают влияние
на поздних пассажах. Представлены результаты измерения средней скорости (а) и извилистости треков (б) клеток, выращен-
ных в лунках планшета и культивируемых в течение 24 ч в присутствии 1% сыворотки (контроль, белые столбцы), а также при
добавлении в среду 1 нг/мл LPA (заштрихованные столбцы) или 10 мкМ Y-27632 (темные столбцы). В каждой группе измере-
ний анализировали 150 клеток. Даны средние значения и стандартные отклонения (вертикальные отрезки). Звeздочки пока-
зывают достоверность отличий (односторонний тест Уилкоксона): *P < 0.05, **P < 0.01, *** P < 0.001, ****P < 0.0001; ns – до-
стоверных отличий нет.
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Локальная связная фрактальная размерность
(LCFD) актинового цитоскелета. Для того чтобы про-
верить предположение об изменениях структуры ак-
тинового цитоскелета, сопутствующих изменениям
характера клеточной подвижности, мы проанализи-
ровали коэффициент LCFD актинового цитоскелета
при культивировании клеток линии DF-2 на пасса-
жах 8 и 28 (рис. 5, 6). Приведенные на рис. 5 конфо-
кальные изображения клеток демонстрируют, что на
28-ом пассаже под действием Y-27632 в клетках сни-
жается количество стресс-фибрилл и увеличивается
количество ламелл. И действительно, измерения ко-

эффициента LCFD для пассажей 8 и 28 свидетель-
ствуют о его достоверном снижении по сравнению с
контролем только на пассаже 28. LPA на 28-ом пас-
саже вызывала увеличение LCFD F-актина на уров-
не статистической тенденции. На 8-ом пассаже оба
вещества не оказали влияния на LCFD F-актина
(рис. 6).

В дальнейшем необходимы дополнительные ис-
следования для прояснения механизма взаимодей-
ствия внутриклеточных сигнальных путей, опосре-
дуемых малыми ГТФазами Rho-семейства, такими

Рис. 5. Изменение организации актинового цитоскелета в клетках DF-2 при действии активатора (10 нг/мл LPA) или инги-
битора (10 мкМ Y-27632) RhoA-ассоциированного сигнального пути зависит от пассажа культивирования клеток (стадии ре-
пликативного старения). Конфокальные изображения клеток, выращенных на стeклах и зафиксированных на 8-ом, 14-ом и
28-ом пассажах. Клетки окрашены красителем Hoechst 33342 для визуализации ядер и родамин-фаллоидином для окраски
F-актина. Стрелка (пассаж 28) указывает на клетку, в которой снижено количество стресс-фибрилл и увеличено количество
ламелл. Масштабный отрезок: 25 мкм.
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как RhoA, Rac1 и Cdc42, для регуляции подвижно-
сти МСК в процессе РС.
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Cell Motility and Cytoskeleton Structure under the Influence of Activator and Inhibitor 
of Small GTPase RhoA in the Process of Replicative Senescence of the MSC Line Isolated 

from Skin of Eyelids of an Adult Donor
D. E. Bobkova, *, A. V. Polyanskayaa, A. S. Musorinaa, E. V. Lomerta, and G. G. Poljanskayaa
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The widespread use of human MSCs in biomedical technologies and the important role of cell migration in biomed-
ical processes lead to the need to deepen fundamental studies of the mobility of these cells during replicative senes-
cence (RS). In this work, a comparative analysis of the structure of the actin cytoskeleton and characteristics of the
motility of DF-2 cells in the presence of an activator (LPA) or an inhibitor (Y-27632) of small GTPase RhoA at dif-
ferent stages of RS was performed. The following results were obtained: 1. the presence of RS was shown during long-
term cultivation (8–28 passages) of control cells; 2. at the late stage of RS, cultivation in the presence of 10 ng/ml of
LPA for 24 h did not show changes in the structure of the actin cytoskeleton, while the inhibitor of the activity of
small GTPase RhoA contributed to a significant decrease in the number of stress fibrils; 3. measurements of
the mean speed and sinuosity of cell movement showed the dependence of the cell response to the effects of LPA
and Y-27632 on the stage of RS: in particular, the presence of LPA caused a significant decrease, and the presence
of Y-27632 caused an increase in the average speed of cell movement at passages 21 and 28 compared with the con-
trol, at passage 8 these substances did not affect the cell speed. The data obtained seem to indicate an increase in the
activity of RhoA-associated signaling pathways during RS.

Keywords: mesenchymal stem cells, replicative senescence, cell motility, actin cytoskeleton, RhoA, LPA, Y-27632


