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Сведения о влиянии криоконсервации на клеточные функции и генетический аппарат клеток разного ге-
неза неоднозначны и находятся в стадии накопления. Настоящая работа направлена на изучение влияния
длительного пребывания (7 лет) в замороженном состоянии эндометриальных мезенхимных стволовых
клеток человека (эМСК) на стабильность их генома in vitro. Результаты показали дестабилизацию струк-
туры кариотипа у потомков клеток после их размораживания, а именно анеуполиплоидизацию хромосом-
ного набора, повышенную ломкость хромосом, влекущую за собой огромный пул аберрантных хромосом,
и нарушение конденсации в гомологах. Хромосомные поломки, затрагивающие прицентромерные обла-
сти, в ряде случаев сопровождались сохранением генетического материала в виде самостоятельных хромо-
сом. В процесс дестабилизации клеточного генома эМСК были вовлечены почти все хромосомы набора.
Показано, что процедура многолетней криоконсервации может стать индуктором преждевременного кле-
точного старения эМСК после их размораживания. Сравнение полученных данных с результатами кари-
отипирования трансформированных клеток китайского хомячка, претерпевших аналогичную процедуру,
позволило заключить, что криоконсервация для биологических систем может являться стрессом, индуци-
рующим разнотипные генетические дефекты на уровне кариотипа. Реакция генома клеток различного
происхождения на одни и те же условия криоконсервации может различаться.
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Использование различного по происхождению
биологического материала в научных и прикладных
целях требует сохранения физиологических и гене-
тических свойств клеток. В настоящее время в каче-
стве широко используемых в этих целях методов
рассматривается процедура криоконсервации, в ос-
нове которой лежит замораживание живых биологи-
ческих объектов в жидком азоте при температуре
−196°C. Постоянное совершенствование протокола
криоконсервации в настоящее время позволяет со-
хранять биологические объекты в течение многих
лет. Однако как реагирует геном разных по чувстви-
тельности клеток на погружение в глубокий холод,
на используемые реагенты, на длительность крио-
консервации и другие факторы далеко не ясно. Све-
дения о возможном влиянии криопроцедуры на кле-
точные функции и геном неоднозначны и находятся

в стадии накопления. Одни авторы указывают на то,
что замораживание, в частности краткосрочное (от
нескольких суток до нескольких недель), не влияет
на фенотипическую и генотипическую стабильность
клеток (de-Lima et al., 2012; Polchow et al., 2012; Аст-
релина и др., 2013; Imaizumi et al., 2014). Согласно
другим работам, в клеточном геноме в связи с замо-
раживанием могут возникать изменения, затрагива-
ющие как важнейшие клеточные элементы, так и ге-
нетический аппарат, влияя на выживание клеток, их
пролиферацию и дифференцировку (Семенова,
1988; Полянская и др., 1990; Duarte et al., 2012). Та-
ким образом, вопрос о влиянии криоконсервации на
физиологическую и генетическую стабильность кле-
ток остается открытым.

Известно, что в основе сохранения генетической
информации в неизменном виде в клетках-потомках
лежит точность осуществления митотического деле-
ния родительской клеткой. Нарушения в программе
клеточного деления ведут к генетическим дефектам.
Основные типы кариотипической нестабильности,
опосредованные сбоем в программе клеточного де-

Принятые сокращения: эМСК – эндометриальные мезенхим-
ные стволовые клетки; PBS – фосфатно-солевой буферный
раствор; SA-β-Gal – β-галактозидаза, ассоциированная со ста-
рением.
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ления, связаны как с изменением числа хромосом в
клетках, так и с изменением их структуры и функци-
ональной активности (Diaferia et al., 2008; Tan et al.,
2019). Возникновение геномной нестабильности,
меняющей архитектонику генома и функции от-
дельных генов, может инициировать клеточную им-
мортализацию и трансформацию (Heng et al., 2005;
Tang et al., 2012; Heng et al., 2013; Passerini et al., 2016).

Актуальность проблемы влияния процедуры крио-
консервации биологических систем на генетический
аппарат с каждым годом все более очевидна, однако
данные по системному кариотипическому анализу
клеточных линий различного генетического статуса
и после криоконсервации, в литературе практически
отсутствуют. В связи с интересом к данной проблеме
ранее нами была охарактеризована стабильность
культуры трансформированных фибробластов лег-
кого китайского хомячка (линия V-79 RJK), претер-
певших криоконсервацию (−196°C) (Гринчук, Ши-
лина, 2021).

В процессе этой работы было установлено, что
при длительном пребывании клеток линии V-79 RJK
в жидком азоте (10 лет), в отличие от краткосрочных
заморозок (3 или 6 мес.), клетки характеризовались
дестабилизацией клеточного генома (Гринчук, Ши-
лина, 2021). Выявленные изменения были связаны,
как с усилением вариабельности числа хромосом в
клетках, в результате нарушения копийности тех или
иных хромосом набора, так и с появлением струк-
турно перестроенных хромосом, возникающих в ре-
зультате поломок хромосомного материала. Как
правило, образование структурных перестроек но-
сило случайный характер. На этом фоне одна из хро-
мосом набора (хромосома Z3) была подвержена раз-
нотипным поломкам. Повторившаяся неоднократ-
но (в 30% кариотипированных клеток) ломкость
этой хромосомы позволила рассматривать ее как не-
случайную, хотя локусы, в которых выявлялись по-
ломки, были разными. Был сделан вывод, что дан-
ная хромосома имеет предрасположенность к по-
ломкам в условиях многолетней криоконсервации
(Гринчук, Шилина, 2021).

В связи с перспективами клинического примене-
ния мезенхимных стволовых клеток человека
(МСК) особую актуальность приобретает вопрос о
влияния криоконсервации на кариотип этих клеток.
На данном этапе существует ряд работ по изучению
влияния криоконсервации на МСК различного про-
исхождения. Так, в работе Астрелиной с коллегами
(2013) при изучении качества и безопасности крио-
консервированных МСК плаценты, подготовлен-
ных для клинического применения, показано, что
аллогенные МСК плаценты после криоконсервации
безопасны для клинического применения и имеют
высокий индекс пролиферации, позволяющий по-
лучить необходимое количество клеток для дости-
жения максимального терапевтического эффекта
(Астрелина и др., 2013). С другой стороны, исследо-

вания доктора Антеби на МСК костного мозга (An-
tebi et al., 2019) показали, что криоконсервация ока-
зывает пагубное влияние на различные клеточные
характеристики и функции. А именно, в клетках по-
сле криоконсервации было обнаружено снижение
поверхностных маркеров CD44 и CD105, в клеточ-
ной популяции наблюдали увеличение апоптоза с
одновременным снижением уровня клеточной про-
лиферации, клоногенной способности и экспрессии
ключевых регенеративных генов. При этом особен-
но важное значение имели первые 24 ч после возвра-
та размороженных клеток к нормальным условиям
культивирования. Этот период нивелировал нега-
тивные последствия криоконсервации и позволял
клеткам восстановить их функциональную актив-
ность (Antebi et al., 2019). В этой связи стоит отме-
тить работу, в которой был проведен аналитический
обзор 41 исследования, выполненных на МСК костно-
го мозга (Bahsoun et al., 2019). Было сделано заключе-
ние, что криоконсервация не влияет на морфологию
МСК, экспрессию поверхностных маркеров, диффе-
ренцировочный потенциал и пролиферацию. Однако
влияние криоконсервации на способность к образо-
ванию колоний, жизнеспособность, адгезию, мигра-
цию, стабильность генома и паракринную функцию
неоднозначны, и очень варьируют в различных ис-
следованиях (Bahsoun et al., 2019). Таким образом,
вопрос о влиянии криконсервации на МСК остается
открытым и требует дополнительного исследования,
особенно с точки зрения генетической стабильности
клеток.

Цель настоящей работы заключалась в цитогене-
тическом анализе мезенхимных стволовых клеток
человека в культуре после их многолетнего пребыва-
ния в жидком азоте при температуре −196°C. В каче-
стве объекта исследования была использована кле-
точная линия эндометриальных мезенхимных стволо-
вых клеток человека (эМСК), полученная из
десквамированного эндометрия менструальной крови.
Стоит отметить, что полученные данные, в сравнении
с результатами кариотипирования трансформирован-
ных клеток китайского хомячка, претерпевших ана-
логичную процедуру, полученными нами ранее,
(Гринчук, Шилина, 2021) расширит представление о
влиянии длительной криоконсервации на геном
клеток различного происхождения и статуса.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клеточная линия и культивирование. В работе ис-

пользованы эМСК человека линии 2304 из десква-
мированного эндометрия менструальной крови, по-
лученной и охарактеризованной ранее в ИНЦ РАН
(Санкт-Петербург; Земелько и др. 2011). Клетки дан-
ной линии в процессе культивирования характеризова-
лись относительной кариотипической стабильностью.
Клетки культивировали во флаконах Карреля площа-
дью 25 см2 (Corning, США), в среде DMEM/F12
(Gibco, США), содержащей 10% эмбриональной бы-
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чьей сыворотки (HyClone, США), 1% пенициллина-
стрептомицина и 1% GlutaMAX (Gibco, США) в
стандартных условиях (при 5% СО2 и 37°С), пересе-
вали 2 раза в неделю в соотношении 1 : 3–1 : 4, ис-
пользуя 0.05%-ный раствор трипсина–ЭДТА (Invit-
rogen, США).

Криоконсервация. Клетки открепляли от поверх-
ности пластика 0.05%-ным раствором трипсина–
EDTA (Gibco, США), помещали в пробирку, добав-
ляли культуральную среду и центрифугировали при
1500 об./мин в течение 5 мин. Супернатант удаляли,
осадок ресуспензировали в растворе 90%-ной бы-
чьей сыворотки (HyClone, США), содержащей 10%
DMSO (Sigma, США). Ресуспензированные клетки
переносили в криовиалы (Nunc, США) и заморажи-
вали со скоростью 1°C/мин с последующим хране-
нием в жидком азоте при −196°C. При разморажива-
нии ампулу с клетками быстро нагревали в водяной
бане при 37°C. Клетки переносили в центрифужную
пробирку, добавляли ростовую среду и центрифуги-
ровали при 1500 об./мин в течение 5 мин. Отмытые
от DMSO клетки помещали в культуральные флако-
ны для дальнейшего культивирования в соответ-
ствии со стандартным протоколом.

Приготовление препаратов метафазных хромосом.
Клетки высевали с плотностью (14−15) × 103 кл./см2.
Через 24−25 ч в культуральную среду с клетками до-
бавляли колцемид в концентрации 0.02 мг/мл (Sig-
ma, США). Через 1 ч среду удаляли, клетки промы-
вали раствором PBS (Sigma, США) и ферментативно
открепляли от пластика 0.05%-ным раствором трип-
сина. Клеточную суспензию центрифугировали, су-
пернатант удаляли, осадок ресуспензировали и под-
вергали гипотонической обработке 0.56%-ным раство-
ром KCl (Реахим, Россия). После гипотонической
обработки клеточную суспензию центрифугировали
(1500 об./мин), супернатант удаляли, клетки фиксиро-
вали в течение 1.5 ч холодной смесью метанола с ле-
дяной уксусной кислотой (3 : 1), трижды меняя за
это время фиксатор на свежий. Фиксированный ма-
териал раскапывали на холодные и влажные пред-
метные стекла. Препараты в течение 1 нед. высушива-
ли при комнатной температуре. Цитологические пре-
параты метафазных хромосом окрашивали красителем
Гимза (BDH, Англия) в PBS после предварительной
трипсинизации. Кариотипический анализ проводили
с использованием светового микроскопа Axio Scop
(Carl Zeiss, Германия) при увеличениях объектива 20,
40 и 100×. Хромосомы идентифицировали в соответ-
ствии с международной номенклатурой (Mitelman,
1995) и атласом хромосом человека (Мамаева, 2000).

Кариотипический анализ клеточной культуры,
после размораживания, осуществляли на 4-ом пас-
саже культивирования в стандартных условиях.

Определение активности β-галактозидазы (SA-β-Gal)
ассоциированной со старением. Активность фермента
является маркером клеточного старения. Клетки
(105) высевали в чашки Петри диаметром 3 см и

культивировали в течение 3 сут. Затем среду удаля-
ли, клетки промывали PBS, фиксировали 4%-ным
формальдегидом и окрашивали набором на SA-β-Gal
(Cell Signaling, США) согласно инструкции произво-
дителя. Активность SA-β-Gal определяли по окраши-
ванию клеток в синий цвет под микроскопом.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Кариотипическая характеристика эМСК линии
2304 до заморозки. Неоднократное кариотипирова-
ние эМСК линии 2304 на разных этапах культивиро-
вания (Шорохова, Гринчук, 2021) позволило рас-
сматривать ее как генетически стабильную. На пер-
вых пассажах после получения линии (пассаж 6) на
фоне относительной кариотипической стабильно-
сти клеток (рис. 1а, табл. 1) в некоторых из них вы-
являлись дефекты – нарушение копийности хромо-
сом, различия в конденсации между гомологами,
межхромосомные ассоциации, в некоторых случаях
приводящие к образованию атипичных двуплечих
хромосом. На пассаже 15 культура характеризова-
лась как кариотипически стабильная. Отклонения
от нормы были единичными (табл. 1, рис. 1б).

Кариотипирование эМСК 2304 после длительной
(7 лет) криоконсервации. Две дочерние клеточные
популяции были заморожены в жидком азоте с ис-
пользованием ДМСО при температуре –196°C на 4-
и 5-ом пассажах соответственно. В условиях глубо-
кого холода они находились в течение 7 лет. Затем
клетки размораживали и культивировали их в тече-
ние 3-х пассажей. С 4-ого пассажа после разморозки
клетки анализировали кариотипически (рис. 2).

Анализ клеток на пассаже 4 после разморозки по-
казал следующее. В обоих случаях стабильность ге-
нома в большей части кариотипированных клеток
была нарушена в связи с возникновением анеуплои-
дии и структурных хромосомных перестроек (рис 3а,
табл. 2). Анеуплоидия была обусловлена нестабиль-
ностью числа хромосомных копий в пределах кари-
отипа (моносомия, трисомия). Образование абер-
рантных хромосом было опосредовано ломкостью
хромосомного материала. В поломки вовлекались
разные хромосомы набора, при этом только один из
гомологов. Поломки могли быть как прицентромер-
ные, так и терминальные, либо с сохранением, либо
с делетированием генетического материала. Некото-
рые хромосомы (чаще хромосомы 12 и Х) характери-
зовались повышенной генетической нестабильно-
стью – неоднократными аберрациями и нарушени-
ем числа копий. Общее число хромосом в клетках
варьировало. Преимущество имели околодиплоид-
ные клеточные варианты, однако единичные клетки
типировались как околотри- и околотетраплоидные.

Повторный анализ после непродолжительного
культивирования (пассаж 7 после размораживания)
выявил усиление кариотипической гетерогенности
клеток и увеличение числа аберрантных хромосом
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Рис. 1. Кариотип клеток эМСК человека линии 2304. а – На пассаже 6: моносомия по хромосомам 9 и 12; б – на пассаже 15,
нормальный кариотип.

а

б

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X

Рис. 2. Схема проведения эксперимента по кариотипированию эМСК человека линии 2304 при культивировании клеток до
криоконсервации и после криоконсервации. а – Кариотипирование на пассажах 6 и 15 при культивировании клеток в стан-
дартных условиях, б – длительная (7 лет) криоконсервация клеток с последующим размораживанием и переводом в стандарт-
ные условия культивирования. Кариотипичеcкий анализ проводили на пассажах 4, 7, 10.

Культивирование Кариотипический

Заморозка клеток на Разморозка
Кариотипический

эМСК
2304

а

б
анализ клеток на 4,

7-ом и 10-ом
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разморозки

клеток и
культивирование
их в стандартных

условиях

4 и 5 пассажах и  
хранение в жидком

азоте в течении 7 лет

анализ клеток на 6 и
15-ом пассажах

клеток в
стандартных
условиях без

заморозки
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Таблица 1. Кариотипические отклонения в эМСК линии 2304 при культивировании в стандартных условиях, пассажи
6 и 15

Примечание. 2n – 2 нормальных гомолога хромосомы; n – моносомия; n + (p + q) – прицентромерная поломка с сохранением p- и
q-плеча в одном гомологе; n(p + q) – моносомия и прицентромерная поломка с сохранением p- и q-плеча.

Ядро,
№ п.п. Хромосома

Пассаж 6
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 Х

1 2n 2n n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 3n 2n 2n 3n 2n 2n 2n 2n
2 3n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n + (p + q) 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
3 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
4 2n 2n n + (p + q) 2n 2n n(p+q) 2n 2n 2n 3n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
5 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
6 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n
7 2n 2n 2n - 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n
8 2n n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
9 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n

10 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n n + (p + q) 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n

Пассаж 15

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 Х

1 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n n
2 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n
3 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n
4 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
5 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
6 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
7 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
8 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
9 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n

10 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
11 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
12 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
13 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n
14 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n n 2n 2n n
15 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n 2n

(рис. 3б, табл. 2). Генетическое разнообразие де-
фектных хромосом было усилено вовлечением в по-
ломки второго гомолога и наличием (редко) аберра-
ций нового типа (транслокаций, инверсий, дуплика-
ций), не свойственных ни клеткам исходной линии до
замораживания, ни клеткам на 4-ом пассаже после
размораживания. Дестабилизированы были практиче-
ски все метафазные пластинки. При наличии в карио-
типе трех копий в перестройки могли быть вовлечены
2 из них или все 3.

Еще через 3 пассажа (пассаж 10 после разморажи-
вания) митотические пластинки были единичными
и не удовлетворяли требованиям для их детального

цитогенетического анализа. Клеточная популяция
через 7 пассажей после размораживания проявляла
все признаки клеточного старения: клетки значи-
тельно увеличивались в размере и меняли свою фор-
му, снижали пролиферативную активность, окра-
шивались на SA-β-Gal (рис. 4). Стоит отметить, что
контрольные клетки, не подвергнутые криоконсерва-
ции, активно пролиферировали до 25–27-ого пассажа,
тогда как клетки, подвергнутые длительной криокон-
сервации, останавливали свою пролиферацию и под-
вергались старению уже на 15–16 пассажах.

По результатам настоящей работы было сделано
заключение, что пребывание эМСК линии 2304 в
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Рис. 3. Кариотипы эМСК человека линии 2304 при культивировании в стандартных условиях после 7 лет криоконсервации.
а – Пассаж 4 после размораживания: терминальная делеция в хромосоме 1, прицентромерная поломка в Х-хромосоме с со-
хранением генетического материала, моносомия по хромосомам 10, 17 и Х; нарушение конденсации в гомологах хромосомы
11. б – Пассаж 7 после размораживания: прицентромерные поломки в хромосомах 1 и 12 с сохранением генетического мате-
риала; терминальные делеции в хромосомах 7, 8, Х; моносомия по хромосомам 22; инверсия в q-плече хромосомы 11, транс-
локация в хромосоме 13.

а

б

1 2 3 4 5

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21 22 X

1 2

p

3 4 5

6 7 8 9 10 11 12

13 14 15 16 17 18

19 20 21

+

21

22 X

q

del del

del

del

tr

p

inv q

условиях многолетней криоконсервации приводит к
дестабилизации генетического аппарата и прежде-
временному клеточному старению.

ОБСУЖДЕНИЕ

Широкое использование процедуры заморажива-
ния, дальнейшей криоконсервации и последующей
разморозки различных биологических объектов
предполагает сохранность их в неизменном виде.
Тем не менее, вопрос о влиянии этой многоступен-
чатой процедуры на клеточный геном остается от-
крытым.

Известно, что большинство процессов в клетках,
поддерживающих стабильность генома, находятся
под контролем гена TP53. Нарушение функций бел-
ка p53 ведет к возникновению и сохранению в попу-
ляции генетически дефектных клеток. Существуют
данные, что наличие в кариотипе нарушения даже
по одной хромосоме может спровоцировать даль-
нейшее развитие нестабильности генома (McGrana-
han et al., 2012).

В основе структурных хромосомных перестроек
(делеций, транслокаций инверсий) лежат двуцепочеч-
ные разрывы ДНК. К механизмам поломок относят
неспецифические слипания между негомологичными
хромосомами, нарушение конденсации в митозе (Ran-
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gel et al., 2017). Индукторами двуцепочечных разрывов
могут выступать экзогенные стрессы, в частности
радиация, окислительный стресс, изменение темпе-
ратурного режима. Использование процедуры крио-
консервации для стволовых клеток, мужских и жен-
ских половых клеток, эмбрионов, элементов крови и
другого биоматериала, используемого в медицинских
целях, по ряду причин входит в зону повышенного
риска, так как, по имеющимся данным, криоконсерва-
ция не всегда обеспечивает полную сохранность его
свойств (Pera et al., 2000; Reubinoff at al., 2000; Matidi,
Bhonde, 2011; Одинцова и др., 2021).

Результаты настоящей работы, изучающей влия-
ние процедуры криоконсервации и длительного
(7 лет) хранения эМСК в жидком азоте на стабиль-
ность клеточного генома, показали дестабилизацию
генетического аппарата у потомков клеток после их
размораживания, а именно анеуполиплоидизацию
хромосомного набора, повышенную ломкость хро-
мосом, влекущую за собой огромный пул аберрант-
ных хромосом, и нарушение конденсации в гомоло-
гах. Наличие таких изменений в геноме потомков
эМСК, родительские клетки которых были подверг-
нуты криоконсервации, говорит том, что эта проце-
дура для клеток данного типа является стрессовой,
способствующей развитию кариотипической неста-
бильности.

Известно, что причины развития кариотипиче-
ской нестабильности могут быть разными, но, тем
не менее, связанными с нарушениями механизмов
клеточного деления. Это могут быть повреждения
веретена деления, сбой при расхождении центрио-
лей, нарушение процессов репарации и репликации.
Любая из причин может нарушить зеркальное деле-
ние родительской клетки на две дочерние. Карио-
тип, являясь индикатором генетической стабильно-
сти, равно как и нестабильности, отражает генетиче-
ское состояние клетки.

Анализируя полученные в настоящей работе дан-
ные в сравнении с данными, полученными нами при

анализе трансформированных клеток китайского
хомячка в культуре (Гринчук, Шилина, 2021), можно
сделать вывод, что как сама процедура криконсерва-
ции, так и длительное хранение материала в жидком
азоте оказывает дестабилизирующее действие на
клеточный геном клеток. Характер кариотипиче-
ских изменений в трансформированных клетках ки-
тайского хомячка и эМСК имел как сходные черты,
так и отличия. В обоих случаях выявленные измене-
ния были связаны с анеуплоидизацией разморожен-
ных клеток и повышенной ломкостью хромосомно-
го материала. К отличиям относилось то, что в
трансформированных клетках повышенной ломко-
стью характеризовалась только одна хромосома ка-
риотипического набора.

В процесс дестабилизации клеточного генома
эМСК были вовлечены почти все хромосомы набо-
ра. В поломки вовлекались с равной вероятностью
разные хромосомы кариотипического набора, чаще
других – хромосомы 12 и Х. Хромосомные поломки,
затрагивающие прицентромерные области, в ряде
случаев сопровождались сохранением генетическо-
го материала в виде самостоятельных хромосом.
Бесцентромерный материал, возникший в результа-
те терминальных поломок хромосом, в ряде случаев
был элиминирован. На раннем этапе культивирова-
ния эМСК после разморозки в процесс дестабилиза-
ции, как правило, вовлекалась только одна из гомо-
логичных хромосом. После непродолжительного
культивирования число разнотипных хромосомных
дефектов увеличивалось т.к. в процесс дестабилиза-
ции вовлекались оба гомолога. Стоит отметить, что,
в отличие от экспериментов с трансформированн-
ными клетками китайского хомячка, в настоящей
работе отсутствовала работа с краткосрочным хране-
нием в жидком азоте, в связи с чем мы не можем рас-
сматривать возникшую кариотипическую неста-
бильность только как ответ на длительность хране-
ния в жидком азоте.

Криоконсервация – процесс многогранный и
многоэтапный. Каждый этап (замораживание, хра-

Рис. 4. Окраска эМСК линии 2304 на маркер старения SA-β-Gal. а – эМСК до длительного криохранения, пассаж 13; б –
эМСК после 7 лет пребывания в условиях криохранения, пассаж 14.

а б
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нение, размораживание) в той или иной степени яв-
ляется стрессом для клеток. Таким образом, возник-
шая хромосомная нестабильность расценивается
нами как клеточный ответ на стресс, вызванный как
процедурой криоконсервации, так и ее длительным
воздействием. Существует представление о том, что
укорочение хромосом в терминальной части ведет к
клеточному старению. Терминальная часть хромосом
(теломеры) представляет собой богатые гуанином тан-
демные повторы ДНК и обеспечивает хромосоме
структурную стабильность в процессе клеточного де-
ления. В каждом цикле клеточного деления длина те-
ломер уменьшается, что в результате приводит к кле-
точному старению (Hiyama, Hiyama, 2007). В этой свя-
зи, интерпретируя полученные нами данные, можно
предположить, что возникновение в кариотипе эМСК,
претерпевших длительную криоконсервацию, раз-
нотипных по величине терминальных поломок и
ускоренной прогрессии их разнообразия, это путь к
ускоренному клеточному старению и последующей
гибели клеток.

Необходимо подчеркнуть, что при длительной
работе с эМСК эффекта преждевременного клеточ-
ного старения после краткосрочного (от нескольких
недель до полугода) пребывания в жидком азоте не
наблюдали (Земелько и др., 2011; Шорохова, Грин-
чук, 2021), тогда как мы обнаружили его в настоящей
работе после длительной криоконсервации клеток.
В этой связи, анализируя полученные в настоящей
работе данные, возникшую кариотипическую неста-
бильность мы рассматриваем как следствие и самой
процедуры криоконсервации, и ее длительного воз-
действия, однако длительность криохранения ока-
зывает более выраженное стрессовое воздействие на
пролиферацию клеток после разморозки, чем непо-
средственно сама процедура криоконсервации. В
пользу этого заключения говорит и работа Астрели-
ной с соавторами (2013), в которой показано,
что краткосрочная криоконсервация МСК (в их слу-
чае – плаценты) не снижала пролиферативной ак-
тивности клеток после разморозки и не вызывала
кариотипических отклонений.

Подводя итог проделанной работе можно сделать
следующие выводы:

1) Процедура криоконсервации и длительное
хранение в жидком азоте для клеточных культур
млекопитающих является стрессом, индуцирующим
изменения в структуре кариотипа.

2) Реакция генома клеток различного происхож-
дения на одни и те же условия криоконсервации мо-
жет различаться.

3) Криоконсервация эМСК может стать индукто-
ром преждевременного клеточного старения.

4) Для того чтобы избежать рисков, связанных с
криоконсервацией эМСК, необходим анализ их ге-
нетических характеристик после процедуры размо-
раживания, в первую очередь – детальный кариоти-
пический анализ.
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Response of the Endometrial Mesenchymal Stem Cell Genome to the Procedure 
of Long-Term Cryopreservation
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Information about the effect of cryopreservation on functions and the genetic of cells of different genesis is not un-
ambiguous and is in the process of accumulation. This work is aimed at studying the effect of long-term storage (7
years) of human endometrial mesenchymal stem cells (eMSCs) in the frozen state on the stability of their genome
in vitro. The results showed destabilization of the karyotype structure in the descendants of cells after their thawing,
namely, aneupolyploidization, increased fragility of chromosomes, resulting in a huge pool of aberrant chromo-
somes, and impaired condensation in homologues. Chromosomal breakds in centromeric regions offen accompa-
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nied by the preservation of genetic material in the form of independent chromosomes. Almost all chromosomes of
the set were involved in the process of destabilization of the eMSCs cell genome. It has been shown that the proce-
dure of long-term cryopreservation can become an inducer of premature cellular aging of eMSCs after their thawing.
Comparison of the data obtained with the results of karyotyping of transformed Chinese hamster cells that under-
went a similar procedure led to the conclusion that cryopreservation for biological systems can be a stress that in-
duces genetic defects of various types at the karyotype level. The response of the genome of cells of different origin
to the same conditions of cryopreservation may differ.

Keywords: human endometrial mesenchymal stem cells, karyotype, chromosomes, cryogenic freezing, genome in-
stability


