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Аннотация
В данной работе мы исследовали изменения гормональной регуляции стволовых клеток 
жировой ткани человека при старении и то, как эти изменения ассоциированы с адипоген-
ной дифференцировкой этих клеток. В качестве объекта изучения гормональной регуля-
ции использовали постнатальные стволовые клетки жировой ткани — мультипотентные 
мезенхимные стромальные клетки (МСК). Мы показали, что как МСК с  индуцирован-
ным репликативным старением, так и  МСК, полученные от пожилых доноров, облада-
ют сниженным адипогенным потенциалом, также у  этих клеток нарушены механизмы 
регуляции адипогенной дифференцировки при действии норадреналина и  серотонина. 
Изучение внутриклеточных сигнальных каскадов позволило установить, что при старении 
в МСК проявляется пониженная активация как цАМФ-зависимых, так и фосфоинозитид/
кальций-зависимых сигнальных каскадов. Кальциевые ответы на стимуляцию норадрена-
лином и серотонином оказались отложенными во времени в МСК с индуцированным ре-
пликативным старением. Таким образом, старение приводит к снижению регуляторного 
воздействия гормонов-регуляторов на адипогенную дифференцировку МСК человека.
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Abstract
In this work, we studied how hormonal regulation of human adipose tissue stem cells changes dur-
ing aging and how changes in hormonal regulation are associated with adipogenic differentiation 
of these cells. Postnatal adipose tissue stem cells — multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs), 
were used as an object for studying hormonal regulation. We showed that both MSCs with induced 
replicative senescence and MSCs obtained from elderly donors have a reduced adipogenic potential. 
These cells have impaired mechanisms of regulation of adipogenic differentiation under noradrena-
line and serotonin. The study of intracellular signaling cascades allowed us to establish that during 
senescence, MSCs exhibit reduced activation of both cAMP-dependent and phosphoinositide/calci-
um-dependent signaling cascades. Moreover, calcium responses to the addition of these hormones 
were delayed in time in MSCs with induced replicative aging. Thus, senescence leads to a decrease in 
the regulatory effect of hormones on the adipogenic differentiation of human MSCs.
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Введение
В последние десятилетия метаболические бо-
лезни, ассоциированные с  нарушениями фун-
кционального состояния жировой ткани, прио-
брели характер пандемий. Проблема ожирения 
получила крайне широкое распространение 
во многих странах мира, в том числе и в России. 
Ожирение приводит к развитию таких тяжелей-
ших и во многих случаях неизлечимых заболе-
ваний, как сахарный диабет 2-го типа и  мета-
болический синдром, серьезных заболеваний 
дыхательных путей, в том числе бронхиальной 
астмы, заболеваний органов пищеварения, на-
рушений половой и  репродуктивной функций. 
Кроме того, при ожирении резко повышается 
вероятность возникновения некоторых видов 
раковых заболеваний [1, 2]. Недостаток жировой 
ткани также ведет к  крайне негативным мета-
болическим последствиям в  связи с  недоста-
точной продукцией гормонов жировой ткани — 
адипокинов и дистрофией висцерального жира 
и связанными с ней нарушениями в работе вну-
тренних органов.

Поддержание здорового состояния жировой 
ткани осуществляется за счет баланса между 
процессами липолиза и липогенеза, а также об-
новления клеток жировой ткани. Липидный ба-
ланс регулируется гормонами и  паракринными 
факторами, действующими на адипоциты. Клю-
чевую роль в поддержании гомеостаза жировой 
ткани играют резидентные мезенхимные ство-
ловые/стромальные клетки (МСК) [3, 4]. С одной 
стороны, МСК выполняют регуляторную фун-
кцию, управляя процессами репарации и  реге-
нерации путем паракринной секреции факторов 
роста, цитокинов и других биологически актив-
ных молекул [5, 6]. С другой — МСК под действием 
специфических стимулов вступают в адипоген-
ную дифференцировку, что приводит к стабиль-
ному и медленному обновлению жировой ткани, 
в  процессе которой примерно 10% адипоцитов 
заменяется на новые каждый год [7].

МСК, являясь важными регуляторами фун-
кционирования ткани, сами подвержены стро-
гой нейрогуморальной регуляции. МСК непо-

средственно контактируют с симпатическими 
нейронами, образуя с ними подобие синапсов, 
и, располагаясь периваскулярно, восприни-
мают гормональный фон организма [8]. Таким 
образом, под управлением гормонов, цирку-
лирующих в крови, и нейромедиаторов симпа-
тической нервной системы МСК осуществляют 
локальную регуляцию ключевых физиологи-
ческих функций жировой ткани или сами диф-
ференцируются в компоненты этой ткани.

Гормон и  нейромедиатор норадреналин явля-
ется ключевым регулятором функциональной 
активности МСК, которые экспрессируют все 
основные изоформы адренорецепторов, различ-
ные субтипы α1-, α2- и  β-адренорецепторов  [9, 
10], непосредственно взаимодействуют с  сим-
патическими нейронами и  способны отвечать 
на катехоламины в  крови  [8]. Норадреналин 
усиливает расщепление липидов в  адипоци-
тах, подавляет адипогенную дифференцировку 
МСК, индуцирует превращение белых адипоци-
тов и МСК в бежевые адипоциты, которые, рас-
щепляя жир, производят в организме тепло [11]. 
Серотонин в периферических тканях выступает 
в  качестве гормона и  паракринного фактора. 
Бóльшая часть серотонина, синтезируемого вне 
мозга, производится энтерохромаффинными 
клетками кишечника и выделяется в кровь. Да-
лее часть серотонина накапливается тромбоци-
тами в секреторных гранулах, а часть — дейст-
вует как гормон, регулируя клетки-мишени [12]. 
Как мы ранее показали, МСК экспрессируют 
функционально активные рецепторы серотони-
на, в  частности 5-HT2b, 5-HT6  и  5-HT7  [13, 14]. 
Серотонин действует на функциональную ак-
тивность МСК схожим с инсулином образом. Се-
ротонин усиливает накопление жировых капель 
в  зрелых адипоцитах, подавляет адипогенную 
дифференцировку МСК, превращение адипо-
цитов и МСК в бежевые адипоциты  [15]. Таким 
образом, норадреналин с  одной стороны и  се-
ротонин с другой являются гормонами-антаго-
нистами на функциональном уровне для МСК. 
Точный баланс регуляторной активности раз-
личных гормонов — регуляторов функциональ-
ной активности МСК, а  также, что не менее 
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важно, адекватного реагирования клеток-ми-
шеней на них является залогом здорового фун-
кционирования жировой ткани.

Одним из основных факторов, приводящих 
к нарушению гомеостаза жировой ткани, явля-
ется клеточное старение, или сенесценция. Под 
этим термином в  первую очередь понимается 
так называемое «репликативное старение», ха-
рактеризующееся прогрессирующей утратой 
клетками способности к  делению, а  также со-
пряженное с нарушением основных клеточных 
функций  [16]. Считается, что ведущим про-
цессом, определяющим прогрессию клеточ-
ного старения, является остановка деления 
клеток [17, 18]. В связи с этим именно МСК, обес-
печивающие обновление жировой ткани за счет 
регулярного деления, в первую очередь подвер-
жены старению. Накопление сенесцентных при-
знаков в  МСК ведет к  значительному наруше-
нию как паракринной активности этих клеток, 
так и их дифференцировочного потенциала [19]. 
В  нашей лаборатории ранее было показано, 
что старение МСК может нарушать продукцию 
ими ангиогенных факторов  [20]. Ослабление 
регуляторной и  регенеративной функции МСК 
приводит к  нарушению в  функционировании 
всей ткани и  может обуславливать развитие 
ряда патологий, ассоциированных с  возра-
стом [21].

Материалы и методы
Выделение и культивирование МСК
Образцы подкожной жировой ткани для выде-
ления МСК забирали во время проведения хи-
рургических операций согласно разрешению ло-
кального этического комитета МНОИ МГУ имени 
М.В. Ломоносова (№ 4 от 04.06.2018) при условии 
подписания пациентом добровольного инфор-
мированного согласия. Популяцию стволовых 
клеток жировой ткани МСК мы выделяли из под-
кожной жировой ткани, взятой из области жи-
вота или области бедренного сустава здоровых 
доноров разного возраста. Образцы забирали 
в  виде биоптата. Критерием исключения слу-
жило наличие в  анамнезе ожирения, хрониче-
ских сердечно-сосудистых заболеваний, диабета 
или инфекционных заболеваний. МСК выделяли 
согласно ранее описанному протоколу  [22, 23]. 
Кроме того, использовали иммортализованные 
МСК линии ASC-52Telo (ATCC).

МСК культивировали на чашках Петри для ад-
гезионных культур в полной среде роста (ДМЕМ 

с низким содержанием глюкозы 1 г/л («ПанЭко», 
Россия), 10% фетальной бычьей сыворотки (Hy-
Clone, США), 1% раствора антибиотика-антими-
котика (HyClone, США)) в инкубаторе при 37 °С 
и  с 5% CO2. МСК пассировали с  помощью рас-
творов Версена и  трипсина («ПанЭко», Россия). 
Первичную культуру МСК культивировали и ис-
пользовали в экспериментах в течение 7-го пас-
сажа, за исключением случаев намеренного 
получения репликативно старых клеток. Часть 
клеточных культур замораживали для возмож-
ности повторной работы с  этой же культурой 
в дальнейшем при необходимости.

Получение сенесцентных МСК
Для получения сенесцентных МСК мы исполь- 
зовали два альтернативных подхода (рис. 1А, 
В). В  одном из них мы забирали жировую 
ткань от доноров разного возраста: в  первую 
группу входили доноры в возрасте 20–40 лет, 
во вторую группу  — доноры старше 70  лет 
в другом — мы культивировали клетки в тече-
ние продолжительного времени (до 10–12 пас-
сажей).

Адипогенная дифференцировка МСК
Для оценки клеточных эффектов гормонов  — 
регуляторов адипогенной дифференцировки 
мы регистрировали процесс дифференцировки 
в  динамике. Адипогенную дифференцировку 
индуцировали при помощи дифференцировоч-
ной смеси, состоящей из инсулина (10  нг/мл, 
Sigma, США), ингибитора фосфодиэстеразы 
изобутиметилксантина (IBMX, 0,5  мМ, Abcam, 
США) и глюкокортикоида дексаметазона (1 мкМ, 
Sigma, США), добавленных в  полную среду ро-
ста (см. раздел «Выделение и  культивирование 
МСК»). На протяжении дифференцировки диф-
ференцировочную среду обновляли каждые 
3–4  дня, в  ней содержались все компоненты 
дифференцировочного коктейля. Норадрена-
лином и серотонином мы обрабатывали клетки 
в  течение 1  часа перед запуском адипогенной 
дифференцировки, после чего клетки отмы-
вались от гормонов. Сама дифференцировка 
проходила в отсутствие действующих норадре-
налина и  серотонина. Жировые капли хорошо 
видны в проходящем свете при использовании 
фазово-контрастной микроскопии. Благодаря 
этому процесс дифференцировки можно на-
блюдать под микроскопом без дополнитель-
ной окраски клеточных структур. В  то же вре-
мя мы подтвердили, что капли, наблюдаемые 
нами, действительно являются жировыми 
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каплями в цитоплазме. Для этого мы дополни-
тельно окрашивали их при помощи специфиче-
ского красителя нейтральных жиров OilRed O 
(данные не приведены). Долю дифференциро-
ванных клеток считали как отношение числа 
клеток, содержащих жировые капли, в поле зре-
ния микроскопа, к общему числу клеток в дан-
ном поле зрения. Для статистической обработки 
брали не менее 3 полей зрения в каждом экспе-
рименте. На протяжении разных дней наблюде-
ния использовали для подсчета случайные поля 
зрения.

Определение уровня цАМФ  
при помощи иммуноферментного анализа
Для определения уровня цАМФ мы проводили 
иммунофлуоресцентный анализ с  помощью 
cAMP Direct Immunoassay Kit (ab138880) по прото-
колу производителя. За сутки до эксперимента 
клетки рассаживали с плотностью 3×104–106 на 
лунку в  96-луночный планшет. Используя 
100 мкМ cAMP standarts, разводили стандарты 
в  различных концентрациях для построения 
калибровочной прямой. Проводили полную 
аспирацию среды роста в  чашках. Добавля-
ли 100  мкл Cell lysis buffer на лунку. Оставля-
ли на 10  минут при комнатной температуре. 
Центрифугировали в течение 5 минут при 4 оС 
на высокой скорости для удаления нераствори-
мого материала. Собирали и перемещали в но-
вую пробирку, после чего убирали на лед. Затем 
добавляли пробы и  стандарты в  96-луночный 
планшет, после чего оставляли на 5–10  минут 
при комнатной температуре. Готовили раствор 
цАМФ, коньюгированного с пероксидазой хре-
на, 1× HRP-cAMP working solution путем разбав-
ления 50× стокового HRP-cAMP раствора в Assay 
buffer. Перемешивали и оставляли на льду. До-
бавляли 25 мкл приготовленного раствора в ка-
ждую лунку. Инкубировали течение 2-х  часов 
при комнатной температуре на шейкере. Аспи
рировали содержимое лунок. Далее промы-
вали 4 раза 1× раствором для промывки (Wash 
solution) 200  мкл на лунку. Подготавливали 
раствор красителя AbRed working solution путем 
разбавления 50  мкл 200х AbRed stock solution 
и 11,5 мкл пероксида водорода в 10 мл Substrate 
Buffer. Добавляли 100 мкл AbRed working solution 
в каждую лунку. Инкубировали при комнатной 
температуре 10 минут в темном месте. Измеря-
ли флуоресценцию (Ex/Em = 540/590 nm) и ви-
зуализировали результаты с  помощью план-
шетного ридера с  флуоресцентным модулем 
PerkinElmer EnVision (США).

Регистрация активности протеинкиназы А 
на уровне единичных клеток при помощи 
генетически кодируемого биосенсора PKA-SPARK
Для регистрации активации протеинкиназы  А 
с  помощью биосенсора PKA-Spark мы использо-
вали трансдуцированные биосенсором иммор-
тализованные МСК, описанные нами ранее  [24]. 
Используемая культура клеток была получена 
на основе коммерчески доступной линии им-
мортализованных МСК человека ASC52-telo. Эти 
клетки постоянно экспрессируют биосенсор 
в результате лентивирусной трансдукции. Клет-
ки высаживали в 24- или 48-луночных планше-
тах при низкой плотности, чтобы предотвратить 
межклеточные коммуникации во время визуа-
лизации сигнала. Перед началом эксперимента 
ростовую среду меняли на сбалансированный со-
левой раствор Хенкса («ПанЭко», Россия) с 20 мМ 
ХЕПЕС (HyClone, Logan, UT, США). Для анализа 
функциональной активности на клетки воздей-
ствовали 1  μМ норадреналина (Abcam, США), 
10  μМ серотонина (Abcam, США), 1  μМ актива-
тора аденилатциклаз форсколина (Abcam, США) 
или 100  μМ прямого активатора протеинкина-
зы А 6-Bnz-cAMP (Biolog, Германия). Активацию 
протеинкиназы А измеряли в отдельных клетках 
с помощью инвертированного флуоресцентного 
микроскопа Nikon Eclipse Ti, оснащенного объ-
ективом CFI Plan Fluor DLL 10X/0.3 (Nikon, Япо-
ния) и  цифровой охлаждаемой монохромной 
CCD-камерой Nikon DS-Qi1 (Nikon, Япония). Для 
увеличения количества анализируемых клеток 
использовали одновременное измерение 6×6 по-
лей зрения в  режиме Large Image. Видеозаписи 
анализировали с  помощью программ NIS-Ele-
ments (Nikon) и ImageJ (NIH, Bethesda, MD, США). 
В  связи с  тем что для регистрации активации 
протеинкиназы А необходимо, чтобы биосенсор 
PKA-Spark экспрессировался в  клетках на высо-
ком уровне  [24], в  данном эксперименте анали-
зировали только МСК, экспрессирующие PKA-
Spark на уровне, превышающем установленный 
порог. Сигнал PKA-Spark рассчитывали как сум-
му площадей всех флуоресцентных капель после 
вычитания фона с помощью инструмента «Roll-
ing-ball» (программа ImageJ, Bethesda, MD, США).

Регистрация внутриклеточной кальциевой 
сигнализации на уровне одиночных клеток
Кальциевые ответы МСК на гормоны регистри-
ровали на уровне одиночных клеток. За 1 день 
до эксперимента клетки высаживали на 48-лу-
ночный планшет в  плотности 15–30% от мо-
нослоя. Такая плотность посадки обусловлена 
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необходимостью анализа чувствительности 
к норадреналину отдельных клеток. В монослое 
МСК образуют щелевые контакты, что способ-
ствует перетеканию ионов и вторичных посред-
ников и  распространению воспринимаемого 
сигнала на соседние клетки [25, 26]. Клеточные 
ответы МСК на норадреналин и серотонин опре-
деляли по изменению концентрации кальция 
в клетках. Для этого клетки окрашивали с помо-
щью проникающего через мембрану красителя 
Fluo-8  AM, который после отщепления ацето-
метиловых групп становится чувствительным 
к  изменениям внутриклеточного уровня каль-
ция (Abcam, Великобритания, ab142773). Чтобы 
снизить уровень аутофлуоресценции среды, 
перед окрашиванием клетки промывали 3 раза 
с помощью 0,3 мл раствора Хэнкса. Затем добав-
ляли Fluo-8  AM в  концентрации 4×10-6  моль/л 
в растворе Хэнкса с 20 мМ ХЕПЕС. Клетки окра-
шивали в течение 1 часа в инкубаторе при 37 °С 
и  5% CO2. Флуоресценцию клеток регистриро-
вали с  помощью инвертированного флуорес-
центного микроскопа Nikon Eclipse Ti2, осна-
щенного объективом CFI Plan Fluor DLL 10X/0.3 
(Nikon, Япония) и  sCMOS камерой Photometrics 
Kinetix (Teledyne Photometrics, США). Для ре-
гистрации кальциевых ответов на добавление 
норадреналина на уровне одиночных клеток 
сначала записывали базальную активность кле-
ток в течение 5–10 минут. Затем, не останавли-
вая записи фильма, прямо под микроскопом до-
бавляли к клеткам раствор гормона в 2-кратной 
концентрации и в объеме, равном объему среды 
над клетками, для эффективного перемешива-
ния сред. Далее записывали фильм в  течение 
необходимого времени (обычно дополнительно 
10–15  мин). Изменение концентрации внутри-
клеточного кальция детектировали индивиду-
ально в  каждой клетке по изменению интен-
сивности флуоресценции Fluo-8  относительно 
состояния той же клетки перед добавлением 
гормона с помощью программного обеспечения 
NIS-Elements (Nikon, Япония).

Статистический анализ
Статистический анализ полученных результа-
тов проводили с использованием программно-
го обеспечения SigmaPlot 12.5 (Systat Software 
Inc., США). Нормальность распределения дан-
ных оценивали с помощью критерия Шапиро — 
Уилка. Результаты представляли как среднее 
значение ± стандартная ошибка среднего. Для 
сравнения нормально распределенных данных 
использовали t-критерий Стьюдента для двух 

независимых групп. Для ненормально распре-
деленных данных использовали тест Манна  — 
Уитни для двух независимых групп. Сравнение 
трех и  более независимых групп выполняли 
с  помощью однофакторного дисперсионного 
анализа (One-way ANOVA). Чтобы определить, 
какие именно пары средних значений статисти-
чески значимо различаются, использовали тест 
Даннета. Статистическую значимость опреде-
ляли как значение р < 0,05*.

Результаты и их обсуждение
В данной работе мы исследовали, как изменя-
ется гормональная регуляция стволовых кле-
ток жировой ткани человека при старении и как 
эти изменения ассоциированы с  адипогенной 
дифференцировкой МСК. При старении, соглас
но литературным данным, меняется морфоло-
гия МСК, происходят хромосомные аберрации 
и  индуцируется клеточное старение  [27, 28]. 
Как видно на рисунке 1Г, Д, клетки, полученные 
от пожилого донора, имеют сильно измененную 
морфологию. Они оказываются существенно бо-
лее распластанными, в цитоплазме появляются 
высококонтрастные включения, клетки медлен-
нее растут и  у них в  большей степени развито 
контактное торможение, о  чем свидетельствует 
то, что клетки не наползают друг на друга, а рав-
номерно заполняют свободное пространство. 
В то же время известно, что способность к фор-
мированию клеточных пластов является важной 
чертой, характерной для МСК, которая в насто-
ящее время используется в некоторых подходах 
регенеративной медицины  [29]. Таким образом, 
МСК при старении изменяют как морфологию, 
так и функциональный фенотип.

Адипогенная дифференцировка МСК
На рисунке 2  показана скорость адипогенной 
дифференцировки МСК, оцененная по появле-
нию клеток с  липидными включениями в  ци-
топлазме. Как видно на рисунке 2А, старение 
клеток, как хронологическое, так и репликатив-
ное, снижает эффективность и  скорость ади-
погенной дифференцировки. На рисунках 2Б–Г 
показано влияние старения клеток на регуля-
торное воздействие норадреналина и  серото-
нина на адипогенную дифференцировку МСК. 
Видно, что не только снижается эффективность 
дифференцировки нестимулированных кле-
ток, но и  пропадает регуляторное воздействие 
этих гормонов. При этом выявляется заметная 
гетерогенность функциональных свойств МСК, 
выделенных от разных доноров. В связи с этим 
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при усреднении абсолютных значений числа 
дифференцированных клеток в  поле зрения 
микроскопа возникает очень большая вариа-
бельность результатов. В МСК ранних пассажей, 
полученных от молодых доноров, серотонин 
и  норадреналин оказывают заметное и  зако-
номерное влияние на адипогенную дифферен-

цировку: норадреналин подавляет ее, а серото-
нин — усиливает. В то же время в состарившихся 
клетках, как полученных путем репликативного 
старения, так и в клетках, полученных от пожи-
лых доноров, регуляторное действие норадре-
налина и серотонина либо пропадает, либо ста-
новится неоднозначным и непредсказуемым.

Рис. 1. А–В. Описание методик получения клеток, ассоциируемых с молодыми и «старыми» МСК: А — молодые МСК 
выделяли из жировой ткани пациентов 20–40 лет без хронических заболеваний; Б — МСК пожилых доноров выделя-
ли из жировой ткани пациентов старше 70 лет; В — дополнительно использовали модель репликативного старения, 
при которой клетки культивировали до 10–12 пассажей; Г–Д: микрофотографии МСК 3-го пассажа, полученных от мо-
лодого (Г) и пожилого (Д) доноров, в проходящем свете (масштабный отрезок 20 мкм)

Fig. 1. A-В. Description of the methods for obtaining cells associated with young and senescent MSCs: A — young MSCs were 
isolated from the adipose tissue of patients 20–40 years old without chronic diseases; Б — MSCs from elderly donors were 
isolated from the adipose tissue of patients over 70 years old; В — A replicative aging model was additionally used, in which 
the cells were cultured for up to 10–12 passages. Г–Д. Microphotographs of passage 3 MSCs obtained from young (Г) and 
elderly (Д) donors in phase contrast (scale bar 20 μm)
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Рис. 2. Влияние норадреналина и серотонина на динамику адипогенной дифференцировки МСК: А — динамика ади-
погенной дифференцировки в контрольных условиях МСК, полученных от молодых пациентов, на ранних пассажах 
(оранжевая кривая, «Молодой, ранний пассаж»), МСК, полученных от пожилых пациентов, (голубая кривая, «Пожилой) 
и МСК, полученных от молодых пациентов, на поздних пассажах (фиолетовая кривая, «Молодой, поздний пассаж»); 
Б  — динамика адипогенной дифференцировки МСК, полученных от молодых пациентов, в  контрольных условиях 
(синяя кривая), после обработки 1  μМ норадреналина (бордовая кривая) или 10  μМ серотонина (зеленая кривая); 
В — динамика адипогенной дифференцировки МСК, полученных от молодых пациентов, репликативно состаренных 
(поздний пассаж). Концентрации добавленных гормонов и цветовая кодировка графиков те же; Г — динамика адипо-
генной дифференцировки МСК, полученных от пожилых пациентов. Концентрации добавленных гормонов и цветовая 
кодировка графиков те же. Данные представлены как среднее ± ст. ош. ср., n = 4–9, * p < 0,05 относительно молодых 
МСК в А и относительно контрольных условий в Б. Сравнение трех независимых групп выполняли с помощью одно-
факторного дисперсионного анализа с последующим применением теста Даннета. Для получения результатов в ка-
ждой группе использовали МСК, выделенные от 2–4 различных доноров 

Fig. 2. Effect of noradrenaline and serotonin on the dynamics of adipogenic differentiation of MSCs: A — dynamics of adipo-
genic differentiation in control conditions of MSCs obtained from young patients at early passages (orange curve, «Young, 
early passage»), MSCs obtained from elderly patients (blue curve, «Elderly») and MSCs obtained from young patients at late 
passages (purple curve, «Young, late passage»); Б — dynamics of adipogenic differentiation of MSCs obtained from young 
patients under control conditions (blue curve), after treatment with 1 μM noradrenaline (burgundy curve) or 10 μM serotonin 
(green curve); B — dynamics of adipogenic differentiation of MSCs obtained from young patients, replicatively aged (late 
passage). The concentrations of added hormones and the color coding of the graphs were the same; Г — the dynamics of 
adipogenic differentiation of MSCs obtained from elderly patients. The concentrations of added hormones and the color 
coding of the graphs were the same. Data are presented as mean ± standard deviation, n = 4–9, * p < 0.05 relative to young 
MSCs in A and relative to control conditions in Б. Comparison of three independent groups was performed using one-way 
ANOVA followed by Dunnett’s test. To obtain the results, MSCs isolated from 2–4 different donors were used in each group
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Измерение сигнализации в МСК
Для выяснения того, какие из сигнальных ка-
скадов, активируемых гормонами  — модуля-
торами адипогенной дифференцировки МСК, 
норадреналином и  серотонином, изменяются 
при клеточном старении, мы проанализировали 
ключевые сигнальные каскады, запускаемые ре-
цепторами этих гормонов. Различные изоформы 
семидоменных рецепторов норадреналина и се-
ротонина могут быть ассоциированы с сигналь-
ными каскадами, приводящими либо к  увели-
чению уровня внутриклеточного кальция, либо 
к  изменению уровня внутриклеточного цАМФ. 
МСК представляют собой гетерогенную популя-
цию клеток [30]. Как мы ранее установили на при-
мере норадреналина, не все клетки в популяции 
МСК единообразно отвечают на действие это-
го гормона. Несмотря на то что адренергиче-
ские рецепторы экспрессируются практически 
на всех отдельных клетках популяции МСК, 
функционально активными оказываются ре-
цепторы лишь в 7% клеток [9, 10]. Клетки, не от-
вечающие на норадреналин, тем не менее спо-
собны отвечать на другие гормоны  [13]. В связи 
с этим измерение сигнальных процессов в МСК 
крайне желательно производить на уровне оди-
ночных клеток.

цАМФ-зависимая сигнализация
Бета-адренорецепторы, а  также 4, 6  и  7-я  изо-
формы серотониновых рецепторов (HTR4, HTR6, 
HTR7) ассоциированы с  тримерным Gs-белком, 
который активирует аденилатциклазу и  син-
тез цАМФ. Одной из ключевых сигнальных ми-
шеней цАМФ является протеинкиназа А. Ак-
тивность этого сигнального каскада в  данной 
работе мы регистрировали на двух уровнях. Во-
первых, при помощи иммуноферментного ана-
лиза мы определили, как изменяется уровень 
цАМФ после стимуляции клеток гормонами се-
ротонином и  норадреналином. Мы выяснили, 
что в  МСК, полученных от молодых доноров, 
на ранних пассажах в  ответ на норадреналин 
и серотонин повышается внутриклеточный уро-
вень цАМФ (рис. 3). При этом в клетках, подвер-
женных клеточному старению, как репликатив-
ному, так и хронологическому, повышения цАМФ 
не происходит. Более того, в клетках, полученных 
от пожилых доноров, наблюдается тенденция 
к снижению уровня цАМФ, что может свидетель-
ствовать о  преимущественной активации аль-
фа2-адренорецепторов, ассоциированных с  Gi-
тримерным белком, подавляющим активацию 
аденилатциклазы. Таким образом, при клеточ-
ном старении возникают нарушения активации 

Рис. 3. Измерение уровня цАМФ в  молодых и  старых МСК после воздействия норадреналина и  серотонина. Дан-
ные нормированы на значения цАМФ, определенные для того же донора в контрольных условиях. N = 3, cреднее ± 
ст.  ош.  ср., * р < 0,05. Сравнение трех независимых групп выполняли с помощью однофакторного дисперсионного 
анализа с последующим применением теста Даннета. Для получения результатов в каждой группе использовали МСК, 
выделенные от 2 различных доноров 

Fig. 3. Measurement of cAMP levels in young and senescent MSCs after exposure to noradrenaline and serotonin. Data 
were normalized to cAMP values measured for the same donor under control conditions. N = 3, mean ± standard deviation, 
* p < 0.05. Three independent groups were compared using one-way ANOVA followed by Dunnett’s test. MSCs isolated from 
2 different donors were used in each group to obtain results
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аденилатциклазной системы в ответ на действие 
как серотонина, так и норадреналина.

Наблюдаемые нарушения цАМФ-зависимой 
сигнализации могут быть следствием измене-
ния паттерна экспрессии рецепторов к  изуча-
емым гормонам, или же может происходить 
нарушение передачи внутриклеточного сиг-
нала. Для проверки второй гипотезы мы реги-
стрировали активацию протеинкиназы А в от-
вет на действие норадреналина и  серотонина 

на уровне одиночных клеток. Для этого мы ис-
пользовали флуоресцентный генетически ко-
дируемый биосенсор PKA-Spark, который чув-
ствителен к  активации протеинкиназы А. 
Биосенсор PKA-Spark содержит в своем составе 
пептидную последовательность, которую спе-
цифически фосфорилирует протеинкиназа А. 
При фосфорилировании молекулы биосенсора 
подвергаются олигомеризации, сигнал флу-
оресцентного белка обратимо меняет лока-
лизацию в  цитоплазме, собираясь в  агрегаты, 

Рис. 4. Регистрация активации протеинкиназы А в МСК жировой ткани человека с помощью биосенсора PKA-Spark: 
А–В. Репрезентативные изображения клеток иммортализованных МСК линии ASC52-telo в контрольных условиях (А) 
и в ответ на добавление серотонина (Б) и норадреналина (В). Клетки последовательно были простимулированы сна-
чала серотонином, потом норадреналином. Г — статистическая обработка результатов измерения активации протеин-
киназы А в ответ на действие норадреналина, серотонина, активатора аденилатциклаз форсколина (1 μМ) и прямого 
активатора протеинкиназы А 6-Bnz-cAMP (100 μМ). N = 3, cреднее ± ст. ош. ср., * р < 0,05. Для сравнения двух групп 
с ненормально распределенными данными использовали тест Манна — Уитни для двух независимых групп 

Fig. 4. Registration of protein kinase A activation in human adipose-derived MSCs using the PKA-Spark biosensor: A–Б. Represent-
ative images of immortalized ASC52-telo MSC cells under control conditions (A) and in response to the addition of serotonin (Б) 
and noradrenaline (В). The cells were sequentially stimulated with serotonin and noradrenaline. Г — statistical analysis of the 
results of measuring protein kinase A activation in response to noradrenaline, serotonin, the adenylate cyclase activator forskolin 
(1 μM), and the direct activator of protein kinase A 6-Bnz-cAMP (100 μM). N = 3, mean ± SEM, * p < 0.05. The Mann–Whitney test 
for two independent groups was used to compare two groups with non-normally distributed data
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тем самым позволяя наблюдать за активацией 
протеинкиназы А [31].

Мы определили функциональную гетероген-
ность цАМФ-зависимых ответов МСК, полу-
ченных от молодых доноров, и  клеток с  инду-
цированным репликативным старением. МСК, 
полученные от пожилых пациентов, подверга-
лись вирусной трансдукции существенно хуже, 
чем молодые МСК. Кроме того, попытка получе-
ния репликативно старых МСК из клеток, в ко-
торых был экспрессирован биосенсор, также 
не увенчалось успехом, поскольку экспрессия 
биосенсора подавлялась в МСК по мере их куль-
тивирования. В качестве компромиссной моде-
ли клеток с репликативным старением мы взяли 
иммортализованные МСК, которые, как мы ра-
нее описали, по ряду направлений проявляют 
признаки репликативного старения, несмотря 
на экспрессию в них теломеразы [32, 33].

Как показано на рисунке 4, молодые МСК от-
вечают повышением внутриклеточного уровня 
кальция и  на норадреналин, и  на серотонин. 
Доля клеток популяции, отвечающих на нор
адреналин, в репликативно старых клетках бо-
лее чем в  два раза ниже, чем в  молодых МСК. 
Более того, на серотонин репликативно старые 
клетки не отвечают вовсе. Как мы ранее пока-
зали, в популяции МСК присутствует гетероген-
ность по чувствительности к цАМФ-зависимым 
гормонам, связанная с  различной экспрессией 
аденилатциклазы  [24]. Более чем в  половине 
клеток популяции не экспрессируется ни одна 
из 10  изоформ аденилатциклазы  [24]. Такие 
клетки не демонстрировали ответ на активатор 
аденилатциклаз форсколин, но отвечали на пря-
мой активатор протеинкиназы А негидролизуе-
мый аналог цАМФ 6-Bnz-cAMP. По  сравнению 
с  МСК ранних пассажей репликативно старые 
МСК проявляли существенно более слабый 
ответ на форсколин и, что более важно, пока-
зывали небольшое число клеток, отвечающих 
на 6-Bnz-cAMP. Это, по-видимому, означает, 
что бóльшая часть репликативно старых клеток 
лишена не только функциональной аденилат-
циклазы, но еще и протеинкиназы А.

Кальциевая сигнализация
Помимо цАМФ-зависимых сигнальных каска-
дов, норадреналин и  серотонин активируют 
также кальциевую сигнализацию. Альфа1-адре-
норецепторы и серотониновые 5HTR2 рецепто-
ры, экспрессирующиеся в МСК, ассоциированы 

с  Gq-тримерным белком, который запускает 
фосфоинозитидный обмен, синтез IP3  и  вы-
ход кальция из внутриклеточных депо  [10, 34]. 
Кроме того, Gi-ассоциированные семидомен-
ные рецепторы могут активировать кальцие-
вую сигнализацию посредством активации βγ-
субъединиц (при этом запускается как выход 
кальция из внутриклеточных депо при актива-
ции фосфолипазы С, так и  вход кальция извне 
за счет βγ-зависимой активации кальциевых ка-
налов плазматической мембраны).

Изменение внутриклеточного уровня кальция 
мы регистрировали с помощью флуоресцентного 
кальциевого зонда Fluo8. Как показано на рисун-
ке 5А, не все клетки отвечали на норадреналин 
кальциевой сигнализацией. Доля функциональ-
но активных клеток составляла порядка 40%. 
При этом если на поздних пассажах МСК моло-
дых доноров чувствительность к  норадрена-
лину существенно не изменялась, то в  клетках, 
полученных от пожилых доноров, она имела 
тенденцию к снижению. Рисунок 5Б показывает 
кальций-зависимые ответы МСК на добавление 
серотонина. Как видно, при индукции старения 
клеток происходит снижение доли клеток, отве-
чающих изменением внутриклеточной концен-
трации кальция на действие серотонина.

Стоит отметить, что при репликативном старе-
нии клеток увеличивалось время, проходящее 
от момента добавления гормона до развития 
кальциевого ответа (рис. 5В, Г). В  клетках, по-
лученных от пожилых доноров, время развития 
кальциевого сигнала после добавления как нор
адреналина, так и  серотонина не увеличива-
лось, но проявлялась тенденция к возрастанию 
продолжительности кальциевого сигнала. 
Увеличение продолжительности кальциевого 
сигнала может быть связано с нарушением ме-
ханизмов терминации кальциевого сигнала, на-
пример десенситизации рецептора.

Таким образом, при старении МСК снижа-
ется чувствительность клеток к  норадрена-
лину и  серотонину при проведении сигнала 
как цАМФ-зависимыми сигнальными путями, 
так и  Са2+-зависимыми. Установленные изме-
нения в  механизмах гормональной регуляции 
МСК в  процессе клеточного старения могут 
обуславливать нарушения функционирования 
всей жировой ткани, что, в  свою очередь, мо-
жет приводить к  ожирению или к  дистрофии 
жировой ткани.
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