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Ìåòôîðìèí çàìåäëÿåò ïðîöåññû ñòàðåíèÿ íà êëåòî÷íîì óðîâíå ó ìûøåé

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðåïàðàò ìåòôîðìèí, íåïðÿìîé èíãèáèòîð mTOR-êèíàçû, çíà÷èòåëüíî
óâåëè÷èâàåò ñðåäíþþ (íà 37.8 %) è ìàêñèìàëüíóþ (íà 10.3 %) ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ìûøåé ëèíèè
SHR (Anisimov et al., 2008). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè êëåòî÷íûå ìàðêåðû ñòàðåíèÿ â ôèáðîáëà-
ñòàõ, âûäåëåííûõ èç êîæè ìûøåé ëèíèè SHR ðàçëè÷íîãî âîçðàñòà (11, 16, 19 è 23 ìåñ), ïîëó÷àâøèõ ìåò-
ôîðìèí ñ 3-ãî è 9-ãî ìåñ æèçíè. Îáíàðóæåíî, ÷òî â ôèáðîáëàñòàõ ïîäîïûòíûõ æèâîòíûõ ïî ñðàâíåíèþ
ñ êîíòðîëåì óìåíüøàþòñÿ ñðåäíåå êîëè÷åñòâî ñâÿçàííûõ ñî ñòàðåíèåì ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ ôîêóñîâ
(SAHF) â ÿäðàõ, ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ïëîùàäåé ÿäåð è èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÿäåð ôèáðîáëàñòîâ
ïðè îêðàñêå àíòèòåëàìè ê ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìå ãèñòîíà Í2ÀÕ (g-H2AX). Ó êîíòðîëüíûõ æèâîò-
íûõ âûÿâëÿåòñÿ áîëüøàÿ äîëÿ ôèáðîáëàñòîâ ñî çíà÷åíèÿìè êîëè÷åñòâà SAHF; àêòèâíîñòè, ñâÿçàííîé ñî
ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçèäàçû (SA-b-gal), è èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè ÿäåð ïîñëå îêðàñêè àíòèòåëàìè
ê g-H2AX, ñóùåñòâåííî ïðåâûøàþùèìè ñðåäíåñòàòèñòè÷åñêèé óðîâåíü ýòèõ çíà÷åíèé â ãðóïïå. Â òî æå
âðåìÿ â ôèáðîáëàñòàõ âñåõ æèâîòíûõ, ïîëó÷àâøèõ ìåòôîðìèí, óðîâåíü èçó÷åííûõ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ
áëèçîê ê ñðåäíåñòàòèñòè÷åñêîìó â ãðóïïå. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî ïîÿâëåíèå â ôèáðîáëàñòàõ êîíòðîëü-
íîé ãðóïïû ïðåâûøàþùåãî ñðåäíåñòàòèñòè÷åñêèé óðîâåíü êîëè÷åñòâà ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ ñâèäå-
òåëüñòâóåò î íåîáðàòèìûõ êëåòî÷íûõ èçìåíåíèÿõ, à íàêîïëåíèå ïîðîãîâîãî êîëè÷åñòâà «ñòàðûõ» êëåòîê
íàðóøàåò ôóíêöèîíèðîâàíèå îïðåäåëåííîé òêàíè, îðãàíà, à çàòåì è öåëîãî îðãàíèçìà. Âåðîÿòíî, ìåò-
ôîðìèí ïðåïÿòñòâóåò íàêîïëåíèþ òàêèõ êëåòîê è, òàêèì îáðàçîì, ñòàðåíèþ îðãàíèçìà.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìåòôîðìèí, êëåòî÷íîå ñòàðåíèå, ðàïàìèöèí, TOR-êèíàçà, ãåðîïðîòåêòîðû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: mTOR — mammalian target of rapamycin, ÀÌÐÊ — ÀÌÔ-àêòèâèðóå-
ìàÿ ñåðèíòðåîíèíîâàÿ êèíàçà, SAHF (senescence associated heterochromatic foci) — ôîêóñû ãåòåðîõðîìà-
òèíà, ñâÿçàííûå ñî ñòàðåíèåì, SA-b-gal — ñâÿçàííàÿ ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçèäàçà, IGF-1 — èíñóëèíî-
ïîäîáíûé ôàêòîð ðîñòà-1, g-H2AX — ôîñôîðèëèðîâàííàÿ ôîðìà ãèñòîíà Í2ÀÕ, ÈÔ — èíòåíñèâíîñòü
ôëóîðåñöåíöèè.

Ñòàðåíèå îðãàíèçìà — ñëîæíûé ìíîãîóðîâíåâûé
ïðîöåññ, â êîòîðîì ñòàðåíèå èíäèâèäóàëüíûõ êëåòîê è
òêàíåé ÿâëÿåòñÿ âàæíåéøèì êîìïîíåíòîì (ñì.: Àíèñè-
ìîâ, 2008).

mTOR-êèíàçà — ñåðèíòðåîíèíîâàÿ ïðîòåèíêèíàçà,
ðåãóëèðóþùàÿ ðîñò è ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê. Ïîêàçàíî,
÷òî èíãèáèðîâàíèå TOR-ñèãíàëèíãà ãåíåòè÷åñêèì èëè
ôàðìàêîëîãè÷åñêèì ïóòåì ïðèâîäèò ê ïðîäëåíèþ æèçíè
äðîææåé, à òàêæå áåñïîçâîíî÷íûõ, â ÷àñòíîñòè ÷åðâåé è
ìóõ (Vellai et al., 2003; Jia et al., 2004; Kapahi et al., 2004;
Sharp, Bartke, 2005; Powers et al., 2006). Íà äðîææàõ, Cae-
norhabditis elegans è Drosophila melanogaster áûëî ïîëó-
÷åíî ïîäòâåðæäåíèå òîãî, ÷òî îãðàíè÷åíèå êàëîðèéíîñòè
ïèòàíèÿ, êîòîðîå óâåëè÷èâàåò ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè
ïî÷òè ó âñåõ îðãàíèçìîâ îò äðîææåé äî ìûøè, çàìåäëÿåò
ñòàðåíèå TOR-çàâèñèìûì ïóòåì (Kaeberlein et al., 2005;
Walker et al., 2005; Powers et al., 2006; Medvedik et al.,
2007; Spindler, 2010).

Íåäàâíî íà êóëüòóðàõ êëåòîê ÷åëîâåêà è ãðûçóíîâ
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðàïàìèöèí (èíãèáèòîð mTOR) çàìåä-

ëÿåò ñòàðåíèå êëåòîê (Demidenko et al., 2009). Â ÷àñòíî-
ñòè, íà êëåòêè äåéñòâîâàëè áåëêàìè p21 è p16, ÷òî
âûçûâàëî îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà, íî êëåòî÷íûé
ðîñò ïðîäîëæàëñÿ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î âñòóïëåíèè
êëåòêè â ñòàðåíèå. Îäíàêî ïðèñóòñòâèå ðàïàìèöèíà ñî-
õðàíÿëî ñïîñîáíîñòü êëåòîê ïðîëèôåðèðîâàòü ïîñëå èçú-
ÿòèÿ ýòèõ áåëêîâ èç ñðåäû. Ðàïàìèöèí ïåðåâîäèë íåîáðà-
òèìóþ îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà â îáðàòèìîå ñîñòîÿ-
íèå. Íà ãèáðèäíûõ ìûøàõ, ïîëó÷åííûõ ñêðåùèâàíèåì
äâóõ ðàçëè÷íûõ ëèíèé, ÷òî ïîçâîëÿëî èçáåæàòü âëèÿíèÿ
ãåíîòèïè÷åñêèõ ðàçëè÷èé, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðàïàìèöèí
óâåëè÷èâàåò ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ýòèõ æèâîòíûõ
(Harrison et al., 2009). Ââåäåíèå ðàïàìèöèíà òðàíñãåííûì
ìûøàì HER-2/neu òàêæå óâåëè÷èâàëî ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü èõ æèçíè è òîðìîçèëî ðàçâèòèå àäåíîêàðöèíîì ìî-
ëî÷íîé æåëåçû (Anisimov et al., 2010a).

Ìåòôîðìèí — îäèí èç àíòèäèàáåòè÷åñêèõ áèãóàíè-
äîâ, êîòîðûå â ïîñëåäíèå ãîäû èññëåäóþòñÿ êàê ìèìåòè-
êè êàëîðèéíî îãðàíè÷åííîé äèåòû äëÿ óâåëè÷åíèÿ ïðî-
äîëæèòåëüíîñòè æèçíè (Anisimov et al., 2005b, 2010a;
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Àíèñèìîâ, 2008á). Ìåòôîðìèí ÿâëÿåòñÿ íåïðÿìûì èíãè-
áèòîðîì mTOR-êèíàçû, äåéñòâóÿ ÷åðåç ÀÌÔ-àêòèâèðóå-
ìóþ ñåðèíòðåîíèíîâóþ êèíàçó (AMPK) (Inoki et al., 2003;
Corradetti et al., 2004; Shaw et al., 2004). Âëèÿíèå íà
mTOR-êèíàçó îñóùåñòâëÿåòñÿ ÷åðåç ôîñôîðèëèðîâàíèå è
àêòèâàöèþ TSC2 (tuberous sclerosis complex 2), ÿâëÿþùå-
ãîñÿ ñóáúåäèíèöåé êîìïëåêñà TSC1/TSC2 (hamartin/tube-
rin), íåãàòèâíî ðåãóëèðóþùåãî mTOR-ñèãíàëèíã (Shaw,
2009).

Ýôôåêòèâíîñòü ìåòôîðìèíà êàê ãåðîïðîòåêòîðà áû-
ëà ðàíåå óñòàíîâëåíà â íåñêîëüêèõ èññëåäîâàíèÿõ. Â ðà-
áîòå Àíèñèìîâà ñ ñîàâòîðàìè íà òðàíñãåííûõ ìûøàõ
HER-2/neu áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìåòôîðìèí óâåëè÷èâàåò
ñðåäíþþ ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè íà 8 %, ó 10 % íàè-
áîëåå äîëãîæèâóùèõ æèâîòíûõ — íà 13.1 %, è ìàêñè-
ìàëüíóþ ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè — íà 1 ìåñ (9.3 %)
(Anisimov et al., 2005a, 2005b). Â äðóãîé ðàáîòå òå æå àâ-
òîðû ïîêàçàëè, ÷òî äëèòåëüíîå ââåäåíèå ìåòôîðìèíà ìû-
øàì ëèíèè SHR óìåíüøàåò ó íèõ ìàññó òåëà è çàìåäëÿåò
ñâÿçàííîå ñî ñòàðåíèåì âûêëþ÷åíèå ýñòðàëüíîé ôóíê-
öèè. Ñðåäíÿÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè ýòèõ æèâîòíûõ
óâåëè÷èëàñü íà 37.8 %, â òî âðåìÿ êàê ó 10 % íàèáîëåå
äîëãîæèâóùèõ æèâîòíûõ — íà 20.8 %, à ìàêñèìàëüíàÿ
ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè — íà 2.8 ìåñ (10.3 %) ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëåì (Anisimov et al., 2008).

Äåéñòâèå ìåòôîðìèíà êàê ãåðîïðîòåêòîðà ñâÿçàíî íå
òîëüêî ñ mTOR-êèíàçîé. Ìåòôîðìèí îêàçûâàåò âëèÿíèå
íà àêòèâíîñòü òåõ æå ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ èçìåíÿ-
åòñÿ ïðè îãðàíè÷åíèè êàëîðèéíîñòè ïèòàíèÿ (Spindler,
2006). Ýòî ïðåæäå âñåãî ãåíû, ðåãóëèðóþùèå ìåòàáîëèçì
êñåíîáèîòèêîâ, êëåòî÷íûé ñòðåññ, ýíåðãåòè÷åñêèé îáìåí,
áèîñèíòåç, ïåðåäà÷ó ñèãíàëîâ è öèòîñêåëåò. Èìåþòñÿ
äàííûå îá àíòèîêèñëèòåëüíîì ýôôåêòå àíòèäèàáåòè÷å-
ñêèõ áèãóàíèäîâ, èõ ïðÿìîì äåéñòâèè íà ìèòîõîíäðèè è
èõ íåéðîïðîòåêòîðíîé àêòèâíîñòè (Àíèñèìîâ, 2008à,
2008á).

Íåñìîòðÿ íà ïðîãðåññ â èññëåäîâàíèè àíòèäèàáåòè÷å-
ñêèõ áèãóàíèäîâ, â ÷àñòíîñòè ìåòôîðìèíà, îñòàåòñÿ âñå
æå íåÿñíûì âîïðîñ î äåòàëüíîì ìåõàíèçìå èõ âëèÿíèÿ íà
ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè.

Çàäà÷åé íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ áûëî âûÿâèòü, êà-
êèå èçìåíåíèÿ íà êëåòî÷íîì óðîâíå (â êîëè÷åñòâå ìàðêå-
ðîâ ñòàðåíèÿ) ïðîèñõîäÿò â òå÷åíèå æèçíè æèâîòíûõ, ïî-
ëó÷àâøèõ ìåòôîðìèí äëèòåëüíîå âðåìÿ. Ìû âûäåëÿëè
ôèáðîáëàñòû èç êîæè ìûøåé ëèíèè SHR, ïîëó÷àâøèõ
ìåòôîðìèí â òå÷åíèå æèçíè, à òàêæå èç êîæè ìûøåé òîé
æå ëèíèè, íå ïîëó÷àâøèõ åãî è èñïîëüçîâàâøèõñÿ â êà-
÷åñòâå êîíòðîëÿ. Â ïîëó÷åííûõ ïåðâè÷íûõ êóëüòóðàõ
ôèáðîáëàñòîâ ìû èññëåäîâàëè ðàçëè÷íûå êëåòî÷íûå ìàð-
êåðû ñòàðåíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ êóëüòóðû ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ
èñïîëüçîâàëè êîí÷èêè õâîñòîâ ìûøåé ëèíèè SHR, êîòî-
ðûõ ñîäåðæàëè â ëàáîðàòîðèè êàíöåðîãåíåçà è ñòàðåíèÿ
ÍÈÈ îíêîëîãèè èì. Í. Í. Ïåòðîâà, äîáàâëÿÿ â ïèòüåâóþ
âîäó íà÷èíàÿ ñ âîçðàñòà 3 èëè 9 ìåñ â òå÷åíèå âñåé ïîñëå-
äóþùåé æèçíè ìåòôîðìèí â êîíöåíòðàöèè 100 ìã/êã.
Âñåãî áûëè èññëåäîâàíû îáðàçöû òêàíåé ìûøåé ÷åòûðåõ
âîçðàñòíûõ ãðóïï æèâîòíûõ — 11, 16, 19 è 23 ìåñ. Âñå
ìûøè áûëè ðàçäåëåíû íà òðè êàòåãîðèè: ïîëó÷àâøèå
ìåòôîðìèí ñ 3-ãî ìåñ æèçíè (ãðóïïà Ì1), ñ 9-ãî ìåñ æèç-
íè (ãðóïïà Ì2) è æèâîòíûå, êîòîðûå íå ïîëó÷àëè ìåò-

ôîðìèíà è èñïîëüçîâàëèñü â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ (ãðóï-
ïà Ê).

Ïîëó÷åííûå ñ ñîáëþäåíèåì ïðàâèë ñòåðèëüíîñòè
ôðàãìåíòû õâîñòîâ ïîìåùàëè ñíà÷àëà â ñòåðèëüíóþ ïðî-
áèðêó ñî ñðåäîé DMEM áåç ñûâîðîòêè, íî ñ äîáàâëåíèåì
àíòèáèîòèêîâ-àíòèìèêîòèêîâ (200 åä./ìë ïåíèöèëëèíà,
200 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà è 50 ìêã/ìë ôóíãèçîíà). Çàòåì
ôðàãìåíòû õâîñòîâ ïåðåíîñèëè â ÷àøêó Ïåòðè â òàêóþ
æå ïèòàòåëüíóþ ñðåäó è ìåõàíè÷åñêè èçìåëü÷àëè äî ïî-
ëó÷åíèÿ êàê ìîæíî áîëåå äèñïåðñíûõ ôðàãìåíòîâ. Ïîëó-
÷åííûå òàêèì îáðàçîì êîæíûå ôðàãìåíòû ïîìåùàëè ïîä
ïîêðîâíîå ñòåêëî â ÷àøêè Ïåòðè äèàìåòðîì 3 ñì (Nun-
clon, ÑØÀ) è äîáàâëÿëè ïîëíóþ ðîñòîâóþ ïèòàòåëüíóþ
ñðåäó DMEM ñ 16 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ,
100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà,
25 ìêã/ìë ôóíãèçîíà è 0.3 ìã/ìë L-ãëþòàìèíà. Ýêñïëàí-
òàò êîæè èíêóáèðîâàëè, ìåíÿÿ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ðàç â
4—7 äíåé, äî ïîÿâëåíèÿ äîñòàòî÷íîãî êîëè÷åñòâà ôèá-
ðîáëàñòîâ. Ïðè ïîëó÷åíèè ìîíîñëîÿ ôèáðîáëàñòîâ êëåò-
êè ñíèìàëè ñòàíäàðòíûì ñïîñîáîì ñ ïîìîùüþ ðàñòâîðà
Òðèïñèí—EDTA, ðàññåâàëè íà ÷àøêè Ïåòðè è êóëüòèâè-
ðîâàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ. Âûáðîñ ôèáðîáëàñòîâ
íà÷èíàëñÿ âî âñåõ âàðèàíòàõ îò 3 äî 5 ñóò ïîñëå ïîñåâà
êîæè õâîñòà. Ïðè ââåäåíèè ýòèõ êóëüòóð ìû íå èñïîëüçî-
âàëè íè òðàíñôîðìèðóþùèõ àãåíòîâ, íè äîïîëíèòåëüíûõ
ôàêòîðîâ ðîñòà.

Äëÿ îêðàøèâàíèÿ ïîëó÷åííûå êëåòêè ñàæàëè íà ïî-
âåðõíîñòü ïîêðîâíûõ ñòåêîë, ïîìåùåííûõ â ÷àøêè Ïåò-
ðè, çàòåì íå ìåíåå ÷åì ÷åðåç 1 ñóò, ïî âîçìîæíîñòè ïîñëå
äîñòèæåíèÿ êëåòêàìè ñóáêîíôëþýíòíîãî ñîñòîÿíèÿ, ïðî-
âîäèëè îêðàñêó íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ ñ ïîñëåäóþùèì
ïîìåùåíèåì èõ íà ïðåäìåòíûå ñòåêëà äëÿ ìèêðîñêîïèðî-
âàíèÿ.

Ì å ò î ä è ê à â è ç ó à ë è ç à ö è è ê ë å ò î ê ñ ï î -
ì î ù ü þ î ê ð à ñ ê è D A P I. Îòìûòûå îò ðîñòîâîé ñðåäû
êëåòêè ôèêñèðîâàëè 10 ìèí íà ëüäó 3.7%-íûì ðàñòâîðîì
ôîðìàëüäåãèäà â PBS. Ïîñëå îòìûâêè ïðîâîäèëè ïåðìå-
àáèëèçàöèþ 3%-íûì ðàñòâîðîì Triton X-100 â PBS. Îò-
ìûòûå êëåòêè îêðàøèâàëè 5 ìèí ðàñòâîðîì DAPI â PBS
(1 ìã/ìë) è çàêëþ÷àëè â àíòèôåéòèíã (ïðîïèëãàëëàò).

Î ê ð à ñ ê à X - G a l ä ë ÿ â è ç ó à ë è ç à ö è è ê ë å ò î ê ,
ñ î ä å ð æ à ù è õ S A - b - ã à ë à ê ò î ç è ä à ç ó. Îòìûòûå îò
ðîñòîâîé ñðåäû êëåòêè ôèêñèðîâàëè 10 ìèí íà ëüäó
3.7%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà â PBS. Ïîñëå îòìûâ-
êè èõ îêðàøèâàëè ðàñòâîðîì X-Gal (1 ìã íà 1 ìë áóôåðà
pH 6.0) â òå÷åíèå íî÷è ïðè 37 °Ñ. Ïîñëå îòìûâêè îáðàçöû
çàêëþ÷àëè â àíòèôåéòèíã.

Â è ç ó à ë è ç à ö è ÿ S A H F î ê ð à ñ ê î é D A P I â
í è ç ê î é ê î í ö å í ò ð à ö è è. Îòìûòûå îò ðîñòîâîé ñðåäû
êëåòêè ôèêñèðîâàëè 10 ìèí íà ëüäó 3.7%-íûì ðàñòâî-
ðîì ôîðìàëüäåãèäà â PBS. Ïîñëå îòìûâêè ïðîâîäèëè
ïåðìåàáèëèçàöèþ 3%-íûì ðàñòâîðîì Triton X-100 â PBS.
Îòìûòûå êëåòêè îêðàøèâàëè 2 ìèí ðàñòâîðîì DAPI â
PBS â êîíöåíòðàöèè 0.13 ìêã/ìë è çàêëþ÷àëè â àíòè-
ôåéòèíã.

Â è ç ó à ë è ç à ö è ÿ ô î ê ó ñ î â g - H 2 A X. Îòìûòûå îò
ðîñòîâîé ñðåäû êëåòêè ôèêñèðîâàëè 10 ìèí íà ëüäó
3.7%-íûì ðàñòâîðîì ôîðìàëüäåãèäà â PBS, îòìûâàëè îò
ôèêñàòîðà ðàñòâîðîì PBS â òå÷åíèå 30 ìèí íà êà÷àëêå è
ïåðìåàáèëèçîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí 3%-íûì ðàñòâîðîì
Triton X-100 íà PBS. Îòìûòûå êëåòêè èíêóáèðîâàëè îò
30 ìèí äî 12 ÷ â 1%-íîì ðàñòâîðå BSA íà PBS, êîòîðûé
òàêæå îòìûâàëè. Äëÿ âèçóàëèçàöèè ôîêóñîâ g-H2AX
ñòåêëà èíêóáèðîâàëè ïîñëåäîâàòåëüíî ñ ìûøèíûìè ìî-
íîêëîíàëüíûìè àíòèòåëàìè ïðîòèâ g-H2AX è êðîëè÷üè-
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ìè àíòèòåëàìè ê ìûøèíîìó IgG, êîíúþãèðîâàííûìè ñ
ôëóîðîôîðîì FITC.

Î ï ð å ä å ë å í è å ä î ë è ê ë å ò î ê , ó õ î ä ÿ ù è õ â
à ï î ï ò î ç ï î ñ ë å â î ç ä å é ñ ò â è ÿ ï å ð å ê è ñ è â î ä î -
ð îä à. Êëåòêè ñíèìàëè ñ ïîäëîæêè ðàñòâîðîì Òðèï-
ñèí—EDTA, äîâîäèëè äî êîíöåíòðàöèè 300 000 êë./ìë,
çàòåì îäíó ÷àñòü êëåòîê â òàêîé êîíöåíòðàöèè îñòàâëÿëè
áåç âîçäåéñòâèÿ, äðóãóþ îáðàáàòûâàëè ïåðåêèñüþ âîäî-
ðîäà â êîíöåíòðàöèÿõ 250 è 500 ìÌ. Îáå ãðóïïû êëåòîê
èíêóáèðîâàëè 1 ÷ â òåðìîñòàòå ïðè 37 °C, îêðàøèâàëè
ïðîïèäèåì èîäèäîì â êîíöåíòðàöèè 50 ìêã/ìë è îïðåäå-
ëÿëè êîëè÷åñòâî ìåðòâûõ/æèâûõ êëåòîê íà ïðîòî÷íîì
öèòîôëóîðèìåòðå Epics XL (ôèðìà BeckMan Coulter).

Î ö å í ê ó ï ë î ù à ä è ÿ ä å ð ô è á ð î á ë à ñ ò î â ïðî-
âîäèëè ïîñëå îêðàñêè êëåòîê êðàñèòåëåì DAPI ñ ïî-
ìîùüþ àíàëèçàòîðà èçîáðàæåíèé «Âèäåîòåñò», êîòîðûé
ñîñòîèò èç ìèêðîñêîïà AXIOPHOT (Carl Zeiss), âèäåîêà-
ìåðû Baumer Optonics, êîìïüþòåðà è ïðîãðàììû «Âèäåî-
òåñò — Ðàçìåð 5.0». Âñåãî äëÿ êàæäîãî æèâîòíîãî áûëî
ïðîàíàëèçèðîâàíî ïî 100 êëåòîê.

À í à ë è ç à ê ò è â í î ñ ò è S A - b - ã à ë à ê ò î ç è ä à ç û
è ï î ä ñ ÷ å ò ê î ë è ÷ å ñ ò â à S A H F â êëåòêàõ ïðîâîäèëè
ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïà AXIOSKOP, âèçóàëüíî îöåíèâàÿ
èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè è êîëè÷åñòâî ôîêóñîâ â ÿäðàõ ñî-
îòâåòñòâåííî. Äëÿ ïîëó÷åíèÿ ðåçóëüòàòîâ ïî êîëè÷åñòâó
SAHF â ÿäðàõ áûëî ïîäñ÷èòàíî êîëè÷åñòâî ôîêóñîâ â èí-
äèâèäóàëüíûõ ÿäðàõ êëåòîê ðàçëè÷íûõ ãðóïï (100 ÿäåð íà
âàðèàíò). Äëÿ àíàëèçà àêòèâíîñòè SA-b-ãàëàêòîçèäàçû òàê-
æå àíàëèçèðîâàëè ïî 100 êëåòîê äëÿ êàæäîãî æèâîòíîãî.

Ê î ë è ÷ å ñ ò â å í í û é à í à ë è ç ô î ê ó ñ î â g - H 2 A X
ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ, áûëî ïðîàíà-
ëèçèðîâàíî ïî 100 ÿäåð íà âàðèàíò è èçìåðåíà èíòåíñèâ-
íîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ). Ïåðåä ýòèì îêðàøåííûå
êëåòêè ñíèìàëè íà êàìåðó íà ìèêðîñêîïå AXIOSKOP.

Ï ð è ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê î é î á ð à á î ò ê å äàííûõ èñ-
ïîëüçîâàëè ïàêåò ïðîãðàìì Statistica 6.0.

Â ð à á î ò å è ñ ï î ë ü ç î â à í û ñðåäà DMEM (Gibco,
ÑØÀ), ñûâîðîòêà ýìáðèîíîâ êîðîâ (Gibco, ÑØÀ), ïåíè-
öèëëèí (Gibco, ÑØÀ), ñòðåïòîìèöèí (Gibco, ÑØÀ), ôóí-
ãèçîí (Gibco, ÑØÀ), L-ãëþòàìèí (Gibco, ÑØÀ), Òðèï-
ñèí—EDTA (Gibco, ÑØÀ), ôîðìàëüäåãèä (Sigma, ÑØÀ),
Triton X-100 (Áèîëîò, Ðîññèÿ), DAPI (Invitrogen, ÑØÀ),
ïðîïèëãàëëàò (Sigma, ÑØÀ), ðàñòâîð X-Gal (Sigma,
ÑØÀ), BSA (Sigma, ÑØÀ), ìûøèíûå ìîíîêëîíàëüíûå
àíòèòåëà ïðîòèâ ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû ãèñòîíà
H2AX (Abcam, ÑØÀ), êðîëè÷üè àíòèòåëà ê ìûøèíîìó
IgG, êîíúþãèðîâàííûå ñ ôëóîðîôîðîì FITC (Abcam,
ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Îäíèì èç íàèáîëåå ïîïóëÿðíûõ ìàðêåðîâ êëåòî÷íîãî
ñòàðåíèÿ ÿâëÿåòñÿ ïîêàçàòåëü ñâÿçàííîé ñî ñòàðåíèåì
b-ãàëàêòîçèäàçíîé (SA-b-gal) àêòèâíîñòè, êîòîðàÿ ôèêñè-
ðóåòñÿ ïðè ðÍ 6.0 â êëåòêàõ, íàõîäÿùèõñÿ â ñèòóàöèè ðåï-
ëèêàòèâíîãî èëè èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ, íî îòñóòñò-
âóåò â ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòêàõ (Dimri et al., 1995). Àê-
òèâíîñòü SA-b-gal îáû÷íî èçìåðÿåòñÿ in situ c ïîìîùüþ
õðîìîãåííîãî ñóáñòðàòà X-gal è òðàäèöèîííî èñïîëüçóåò-
ñÿ êàê îäèí èç íàèáîëåå íàäåæíûõ, ïðîñòî è áûñòðî îïðå-
äåëÿåìûõ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ (Itahana et al., 2007).

Ïðè àíàëèçå êëåòîê, îêðàøåííûõ íà SA-b-gal, èññëå-
äîâàëè ôèáðîáëàñòû, ïîëó÷åííûå èç 19-ìåñÿ÷íûõ ìû-
øåé. Ïðè ïîäñ÷åòå ÷èñëà ïîëîæèòåëüíûõ è îòðèöàòåëü-

íûõ êëåòîê ïî SA-b-gal íå áûëî ïîëó÷åíî äîñòîâåðíûõ
ðàçëè÷èé: îòðèöàòåëüíûå (–) è ïîëîæèòåëüíûå (+) êëåòêè,
Ê vs Ì1 ñîîòâåòñòâåííî 3.5 vs 5.5 % è 96.5 vs 94.5 %. Äëÿ
áîëåå ïîäðîáíîãî àíàëèçà ôèáðîáëàñòû áûëè ðàçäåëåíû
íà òðè ãðóïïû: îòðèöàòåëüíûå êëåòêè (–) ïî SA-b-gal (ýòè
êëåòêè âîîáùå íèêàê íå îêðàøèâàëèñü), îòðèöàòåëüíî/ïî-
ëîæèòåëüíûå êëåòêè (±) ïî SA-b-gal (êëåòêè ñî ñðåäíåé
èíòåíñèâíîñòüþ îêðàñêè) è ïîëîæèòåëüíûå êëåòêè (+) ïî
SA-b-gal (ê íèì ìû îòíîñèëè ÿðêî îêðàøåííûå çåëåíûì
êëåòêè). Â ðåçóëüòàòå â êëåòêàõ ìûøåé ãðóïïû Ì1 áûëî
âûÿâëåíî çíà÷èòåëüíî ìåíüøåå (ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-
ëåì òîãî æå âîçðàñòà) êîëè÷åñòâî (+)-êëåòîê (8.5 vs 22 %)
è áîëüøåå (±)-êëåòîê (74.5 vs 86 %), ò. å. ìåòôîðìèí ñäâè-
ãàåò ðàñïðåäåëåíèå âëåâî, óìåíüøàÿ äîëþ êëåòîê ñ áîëü-
øîé àêòèâíîñòüþ SA-b-gal (ðèñ. 1).

Äðóãèì ìàðêåðîì êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ ÿâëÿåòñÿ ôîñ-
ôîðèëèðîâàííàÿ ôîðìà ãèñòîíà Í2ÀÕ (g-H2AX). Ãèñòîí
Í2ÀÕ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç èçâåñòíûõ âàðèàíòîâ êîðîâîãî
ãèñòîíà Í2À, êîòîðûé â îòëè÷èå îò îñíîâíîãî Í2À è äðó-
ãèõ êîðîâûõ ãèñòîíîâ ìîæåò áûòü âñòðîåí â õðîìàòèí â
òå÷åíèå âñåõ ôàç êëåòî÷íîãî öèêëà, à íå òîëüêî âî âðåìÿ
S-ôàçû. Ïðè ïîâðåæäåíèè ÄÍÊ èëè ðåïëèêàòèâíîì ñòà-
ðåíèè ãèñòîí Í2ÀÕ ìîæåò áûòü ôîñôîðèëèðîâàí ïðîòå-
èíêèíàçîé ÀÒÌ ïî ëèçèíó â 139-ì ïîëîæåíèè. Òàê êàê
òàêîå ÿâëåíèå áûëî âïåðâûå îïèñàíî ïîñëå äåéñòâèÿ g-îá-
ëó÷åíèÿ, ôîñôîðèëèðîâàííàÿ ôîðìà ãèñòîíà Í2ÀÕ ïîëó-
÷èëà íàçâàíèå g-Í2ÀÕ. Ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè ñëîæèëèñü
ïðåäñòàâëåíèÿ î òîì, ÷òî g-Í2ÀÕ ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç âàæ-
íåéøèõ ìàðêåðîâ äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ è íàðóøå-
íèÿ êîíôîðìàöèè õðîìàòèíà ïðè ñòàðåíèè (Scaffidi, Mis-
teli, 2006).

Ïðè àíàëèçå êîëè÷åñòâà g-H2AX â ÿäðàõ ôèáðîáëà-
ñòîâ, ïîëó÷åííûõ îò 19-ìåñÿ÷íûõ ìûøåé, áûëî ïîêàçàíî,
÷òî ñðåäíÿÿ ÈÔ â ÿäðàõ ôèáðîáëàñòîâ ìûøåé Ì1 è Ì2
äîñòîâåðíî îòëè÷àåòñÿ îò êîíòðîëüíîé ãðóïïû (3272 vs
2857 vs 2676), îäíàêî ýòè ðàçëè÷èÿ íåâåëèêè. Äëÿ áîëåå
ïîäðîáíîãî àíàëèçà äàííîãî ìàðêåðà ñòàðåíèÿ áûëè ïî-
ñòðîåíû äèàãðàììû áîêñïëîò, êîòîðûå îòðàæàþò ðàçìàõ
èçìåíåíèÿ ÈÔ âíóòðè êàæäîé ãðóïïû æèâîòíûõ (ðèñ. 2).
Ãðàôèêè ïîêàçûâàþò, ÷òî â îáåèõ ïîäîïûòíûõ ãðóïïàõ
ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå, çíà÷åíèÿ 25 è 75 ïåðöåíòèëåé è
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Ðèñ. 1. Ðàñïðåäåëåíèå ñòåïåíè îêðàñêè ïðè âèçóàëèçàöèè êëå-
òîê, ñîäåðæàùèõ SA-â-gal.

Ôèáðîáëàñòû ïîëó÷åíû èç êîæè äâóõ ãðóïï 19-ìåñÿ÷íûõ ìûøåé: êîíò-
ðîëü (áåëûå ñòîëáöû) è ìûøè, ïîëó÷àâøèå ìåòôîðìèí ñ 3-ãî ìåñ æèçíè
(çàøòðèõîâàííûå ñòîëáöû). Âñå êëåòêè ïî ñòåïåíè îêðàñêè áûëè ðàçäå-
ëåíû íà òðè ãðóïïû: «–» — íåîêðàøåííûå êëåòêè, «±» — êëåòêè ñî ñðåä-
íåé èíòåíñèâíîñòüþ îêðàñêè, «+» — íàèáîëåå ÿðêî îêðàøåííûå êëåòêè.



ìåäèàíà çíà÷èòåëüíî íèæå, ÷åì â êîíòðîëå (ðèñ. 2, à, á).
Ìåòôîðìèí ñïîñîáñòâóåò íàêîïëåíèþ «óñðåäíåííûõ»
êëåòîê è ïðåïÿòñòâóåò ïîÿâëåíèþ êëåòîê ñ áîëüøèì êî-
ëè÷åñòâîì ôîêóñîâ g-H2AX. Ïðè÷åì â êëåòêàõ æèâîòíûõ
ãðóïïû Ì2 ýòî ÿâëåíèå âûðàæåíî çíà÷èòåëüíî ñèëüíåå,
÷åì â ãðóïïå Ì1 (ðèñ. 2, â). Ðàçëè÷èÿ ìåæäó ãðóïïàìè Ê è
Ì1, Ê è Ì2 è Ì1 è Ì2 ïîêàçàíû ñ ïîìîùüþ íåïàðàìåò-
ðè÷åñêèõ êðèòåðèåâ Êðóñêàëà—Óîëëèñà, Ìàííà—Óèòíè
è Ñìèðíîâà (P < 0.05).

Ìàðêåðîì ñòàðåíèÿ òàêæå ÿâëÿåòñÿ ôîðìèðîâàíèå â
ÿäðàõ ñòàðåþùèõ êëåòîê îñîáûõ ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ
ñòðóêòóð, íàçûâàåìûõ àññîöèèðîâàííûìè ñî ñòàðåíèåì
ãåòåðîõðîìàòèíîâûìè ôîêóñàìè — SAHF. Îáðàçîâàíèå
ýòèõ ñòðóêòóð ñâÿçàíî ñ íåîáðàòèìîé ãåòåðîõðîìàòèíèçà-
öèåé, âåäóùåé ê èíàêòèâàöèè ðàñïîëîæåííûõ íà ýòèõ
ó÷àñòêàõ ÄÍÊ ãåíîâ. SAHF ñîñòîÿò èç ïëîòíî óïàêîâàí-
íûõ ãåòåðîõðîìàòèíîâûõ íèòåé è âûÿâëÿþòñÿ â âèäå ÿðêî
îêðàøåííûõ ãëûáîê ÄÍÊ ïðè îêðàøèâàíèè êðàñèòåëåì
DAPI. Â íîðìàëüíûõ ôèáðîáëàñòàõ ÷åëîâåêà â ïðîöåññå
óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ SAHF áûëè âïåðâûå âûÿâëåíû è
îïèñàíû Íàðèòîé è ñîàâòîðàìè (Narita et al., 2003), ïîêà-
çàâøèìè, ÷òî èõ ôîðìèðîâàíèå ñîâïàäàåò ñ Rb-çàâèñèìîé
êîíñòèòóòèâíîé ðåïðåññèåé ãåíîâ-ìèøåíåé òðàíñêðèïöè-
îííûõ ôàêòîðîâ E2F.

Íàêîïëåíèå SAHF áûëî èçó÷åíî â ÿäðàõ ôèáðî-
áëàñòîâ 11, 16 è 19-ìåñÿ÷íûõ ìûøåé. Ó 11- è 16-ìåñÿ÷-

íûõ ìûøåé îöåíèâàëè êîëè÷åñòâî SAHF â ãðóïïàõ Ê è
Ì1, ó 19-ìåñÿ÷íûõ — â ãðóïïàõ Ê, Ì1 è Ì2.

Ïðè ñðàâíåíèè ñðåäíèõ àðèôìåòè÷åñêèõ çíà÷åíèé êî-
ëè÷åñòâà SAHF áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ñ âîçðàñòîì è â êîíò-
ðîëüíîé, è â ïîäîïûòíîé ãðóïïàõ ñîäåðæàíèå SAHF â ÿä-
ðàõ ôèáðîáëàñòîâ óâåëè÷èâàåòñÿ. Îäíàêî â êîíòðîëüíîé
ãðóïïå ïîñëå 16 ìåñ ñðåäíèé óðîâåíü SAHF â ÿäðàõ íå èç-
ìåíÿåòñÿ è ðàâåí 19 (ðèñ. 3, à). Â ïîäîïûòíîé ãðóïïå ïî-
ñëå 16 ìåñ ñðåäíåå êîëè÷åñòâî SAHF ïðîäîëæàåò óâå-
ëè÷èâàòüñÿ, íî òàê è íå äîñòèãàåò óðîâíÿ 19-ìåñÿ÷íûõ
ìûøåé êîíòðîëüíîé ãðóïïû (ðèñ. 3, á). Òàêæå áûëî ïî-
êàçàíî, ÷òî è â 11, è â 16, è â 19 ìåñ ñðåäíåå êîëè÷åñòâî
SAHF â ôèáðîáëàñòàõ êîíòðîëüíîé ãðóïïû äîñòîâåðíî
ìåíüøå, ÷åì â ôèáðîáëàñòàõ ïîäîïûòíîé ãðóïïû (ðèñ. 3,
à, á).

Äëÿ áîëåå ïîëíîãî ïðåäñòàâëåíèÿ äàííûõ áûëè ïî-
ñòðîåíû ãèñòîãðàììû, ïîêàçûâàþùèå ðàñïðåäåëåíèå
ôèáðîáëàñòîâ ïî êëàññàì â çàâèñèìîñòè îò êîëè÷åñòâà
SAHF â ÿäðàõ. Âèäíî, ÷òî ñ âîçðàñòîì âî âñåõ ãðóïïàõ ìå-
äèàíà ðàñïðåäåëåíèÿ ñäâèãàåòñÿ âïðàâî, à ðàñïðåäåëåíèå
ñòàíîâèòñÿ áîëåå ñèììåòðè÷íûì (ðèñ. 4, à, á). Îäíàêî â
êîíòðîëå (ðèñ. 4, à) ïîñëå 16 ìåñ æèçíè ìåäèàíà è ôîðìà
ðàñïðåäåëåíèÿ ïðàêòè÷åñêè íå ìåíÿþòñÿ (ìåäèàíû ïðè
11, 16 è 19 ìåñ ðàâíû ñîîòâåòñòâåííî 8, 19 è 18; êîýôôè-
öèåíòû àñèììåòðèè ïðè 11, 16 è 19 ìåñ ðàâíû 1.46, –0.07
è –0.05). Â ïîäîïûòíîé ãðóïïå (ðèñ. 4, á) ïîñëå 16 ìåñ è
ìåäèàíà, è ôîðìà ðàñïðåäåëåíèÿ ïðîäîëæàþò èçìåíÿòüñÿ
(ìåäèàíû â ãðóïïå Ì1 ðàâíû 6, 13, 16 è äëÿ Ì2, 19 ìåñ —
16; êîýôôèöèåíòû àñèììåòðèè â ãðóïïå Ì1 ðàâíû 1.19,
0.95, 0.46 è äëÿ Ì2, 19 ìåñ — 0.36). Ìåòôîðìèí çàìåäëÿ-
åò ñäâèã ðàñïðåäåëåíèÿ âïðàâî, â ñòîðîíó á*îëüøèõ çíà÷å-
íèé. Ýòî òàêæå ïîäòâåðæäàåò è ñðàâíåíèå çíà÷åíèé 25-ãî
è 75-ãî ïåðöåíòèëÿ: â ïîäîïûòíîé ãðóïïå â êàæäîé âîçðà-
ñòíîé êàòåãîðèè îíè íèæå, ÷åì â êîíòðîëå òîãî æå âîçðàñ-
òà (çíà÷åíèÿ 25 è 75 ïåðöåíòèëÿ, êîíòðîëü vs ìåòôîðìèí:
11 ìåñ — 6 vs 4 è 10 vs 8; 16 ìåñ — 15 vs 11 è 23 vs 16;
19 ìåñ: Ì1 — 14 vs 13 è 22 vs 20 è Ì2 — 14 vs 14 è 22 vs
19). Âîçìîæíî, äëÿ çàïóñêà ñòàðåíèÿ íà òêàíåâîì è îð-
ãàíèçìåííîì óðîâíÿõ íåîáõîäèìà îïðåäåëåííàÿ äîëÿ
«ñòàðûõ» êëåòîê. Â êîíòðîëå â 16 è 19 ìåñ äîëÿ êëåòîê ñ
êîëè÷åñòâîì SAHF áîëüøå 25 ðàâíà 12 %; âèäèìî, ýòîãî
äîñòàòî÷íî äëÿ ïîÿâëåíèÿ ñòàðåþùåãî ôåíîòèïà. Â ïîäî-
ïûòíûõ ãðóïïàõ äîëÿ êëåòîê ñ êîëè÷åñòâîì SAHF áîëüøå
25 â 16 ìåñ ðàâíà 3 %, â 19 ìåñ â ãðóïïå Ì1 — 8 %, à â
ãðóïïå Ì2 — 4 %. Ðàçëè÷èÿ âî âñåõ ïðèâåäåííûõ ñëó÷àÿõ
äîñòîâåðíû è ïîêàçàíû ñ ïîìîùüþ íåïàðàìåòðè÷åñêèõ
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Ðèñ. 2. ÈÔ ïðè îêðàñêå ôèáðîáëàñòîâ íà ã-H2AX.

à—â — ôèáðîáëàñòû ïîëó÷åíû èç êîæè òðåõ ãðóïï 19-ìåñÿ÷íûõ ìûøåé:
êîíòðîëü (Ê 19), ìûøè, ïîëó÷àâøèå ìåòôîðìèí ñ 3-ãî ìåñ æèçíè

(Ì1 19), è ìûøè, ïîëó÷àâøèå ìåòôîðìèí ñ 9-ãî ìåñ æèçíè (Ì2 19).

Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ñðåäíåãî êîëè÷åñòâà SAHF â çàâèñèìîñòè îò
âîçðàñòà âíóòðè êîíòðîëüíîé (à) è ïîäîïûòíîé ãðóïïû ìûøåé,

ïîëó÷àâøèõ ìåòôîðìèí ñ 3-ãî ìåñ æèçíè (á).

Òðè òî÷êè: 11 ìåñ (Ê 11, Î 11), 16 ìåñ (Ê 16, Î 16) è 19 ìåñ (Ê 19, Î 19).



êðèòåðèåâ Êðóñêàëà—Óîëëèñà, Ìàííà—Óèòíè è Ñìèð-
íîâà (P < 0.05).

Èçâåñòíî, ÷òî ïåðâè÷íûå íåòðàíñôîðìèðîâàííûå
êëåòî÷íûå êóëüòóðû èçìåíÿþòñÿ ñ êàæäûì ïàññàæåì.
Âðåìÿ óäâîåíèÿ ïîïóëÿöèè âîçðàñòàåò, ìîðôîëîãèÿ êëå-
òîê ìåíÿåòñÿ, íàêàïëèâàþòñÿ ðàçëè÷èÿ ìåæäó êëåòêàìè.
Åñëè íà ðàííèõ ïàññàæàõ êëåòêè áûëè äîñòàòî÷íî îäíî-
ðîäíûìè, èìåþùèìè âåðåòåíîîáðàçíóþ ôîðìó, òî ñ óâå-
ëè÷åíèåì ïðîäîëæèòåëüíîñòè êóëüòèâèðîâàíèÿ ïîÿâëÿ-
þòñÿ áîëåå êðóïíûå, ìåíåå âûòÿíóòûå îêðóãëûå êëåòêè,
êîòîðûå ïðèíÿòî ñ÷èòàòü áîëåå ñòàðûìè ïî ñðàâíåíèþ ñ
áîëåå ìåëêèìè ìîëîäûìè. Ïîñòåïåííî áîëåå êðóïíûõ
êëåòîê ñòàíîâèòñÿ âñå áîëüøå, äåëåíèå çàìåäëÿåòñÿ è
ïðàêòè÷åñêè îñòàíàâëèâàåòñÿ (ñì.: Ìèõåëüñîí, 1984; Lo-
renzini et al., 2005).

Ïîýòîìó íàðÿäó ñ èçó÷åíèåì áèîõèìè÷åñêèõ ïðèçíà-
êîâ è îïèñàíèåì èçìåíåíèÿ õðîìàòèíà ñ ïîìîùüþ ïðî-
ãðàììû «Âèäåîòåñò — Ðàçìåð 5.0» áûëè èçìåðåíû ïëîùà-
äè ÿäåð ôèáðîáëàñòîâ, ïîëó÷åííûõ îò ýêñïåðèìåíòàëüíûõ

æèâîòíûõ. Ïîêàçàíî, ÷òî â êîíòðîëüíîé ãðóïïå âî âñåõ
âîçðàñòíûõ êàòåãîðèÿõ ìàêñèìàëüíîå çíà÷åíèå ïëîùàäè
ÿäåð ñóùåñòâåííî áîëüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ æèâîòíûìè, ïî-
ëó÷àâøèìè ìåòôîðìèí. Â âîçðàñòå 11, 16 è 19 ìåñ ýòè çíà-
÷åíèÿ Ê vs Ì1 ñîîòâåòñòâåííî ñîñòàâèëè 890 vs 448, 1530
vs 963, 958 vs 411 è äëÿ Ì2, 19 ìåñ — 958 vs 1065. Â êîíò-
ðîëüíîé ãðóïïå æèâîòíûõ ìåæêâàðòèëüíûé èíòåðâàë è
çíà÷åíèå 75-ãî ïåðöåíòèëÿ áîëüøå ïî ñðàâíåíèþ ñ ïîäî-
ïûòíîé ãðóïïîé òîãî æå âîçðàñòà (çíà÷åíèÿ 75-ãî ïåðöåí-
òèëÿ: 267 vs 185, 364 vs 248, 445 vs 218 è 445 vs 277 (Ì2, 19
ìåñ)), ïðè÷åì â êîíòðîëå ñ óâåëè÷åíèåì âîçðàñòà çíà÷åíèå
75-ãî ïåðöåíòèëÿ âîçðàñòàåò, òîãäà êàê â îïûòå ïðàêòè÷å-
ñêè íå èçìåíÿåòñÿ (ðèñ. 5). Ýòî òàêæå ñâèäåòåëüñòâóåò î
òîì, ÷òî ïîä âëèÿíèåì ìåòôîðìèíà çàìåäëÿåòñÿ ñäâèã ðàñ-
ïðåäåëåíèÿ âïðàâî, â ñòîðîíó á*îëüøèõ çíà÷åíèé. Â êîíò-
ðîëüíîé ãðóïïå íà ãèñòîãðàììàõ ìîæíî âûäåëèòü äâà ïèêà
(âòîðîé ïèê — ÿäðà ñ ïëîùàäüþ áîëüøå 500 ìêì), òîãäà
êàê â ïîäîïûòíîé ãðóïïå âèäåí òîëüêî îäèí ïèê (ðèñ. 6).
Äîëÿ ÿäåð ñ ïëîùàäüþ áîëåå 500 ìêì â êîíòðîëüíîé ãðóï-

170 À. Â. Àðêàäüåâà, À. À. Ìàìîíîâ è äð.

Ðèñ. 4. Ãèñòîãðàììà ðàñïðåäåëåíèÿ ôèáðîáëàñòîâ ïî êëàññàì â çàâèñèìîñòè îò êîëè÷åñòâà SAHF â ÿäðàõ êîíòðîëüíîé (à) è ïîäî-
ïûòíîé (á) ãðóïïàõ ìûøåé, ïîëó÷àâøèõ ìåòôîðìèí ñ 3-ãî ìåñ æèçíè.

Áåëûå ñòîëáöû — 11 ìåñ, ñâåòëûå ñòîëáöû — 16 ìåñ è òåìíûå ñòîëáöû — 19 ìåñ.

Ðèñ. 5. Äèàãðàììû box-plot (à—ã) ïî êîëè÷åñòâó SAHF â ÿäðàõ ôèáðîáëàñòîâ â êîíòðîëüíîé ãðóïïå ìûøåé (Ê) è â ïîäîïûòíîé
ãðóïïå ìûøåé (Ì1 — ïîëó÷àâøèõ ìåòôîðìèí ñ 3-ãî ìåñ æèçíè è Ì2 — ïîëó÷àâøèõ ìåòôîðìèí ñ 9-ãî ìåñ æèçíè), â 11 ìåñ (11 Ê,

11 Ì1), 16 ìåñ (16 Ê, 16 Ì1) è 19 ìåñ (19 Ê, 19 Ì1 è 19 Ì2).



ïå óâåëè÷èâàåòñÿ ñ âîçðàñòîì è âàðüèðóåò îò 4 äî 12 %. Â
ìåòôîðìèíîâîé ãðóïïå òàêèå ÿäðà òîæå ïðèñóòñòâóþò, íî
èõ êîëè÷åñòâî íåçíà÷èòåëüíî.

Óñòàíîâëåíî, ÷òî ñ âîçðàñòîì èçìåíÿåòñÿ óñòîé÷è-
âîñòü êëåòîê ê äåéñòâèþ ïîâðåæäàþùèõ àãåíòîâ, â ïåð-
âóþ î÷åðåäü ïåðåêèñè âîäîðîäà (Chen et al., 1998; Ryter et
al., 2007). Íà êóëüòóðå ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ 23-ìå-
ñÿ÷íûõ ìûøåé áûëà îïðåäåëåíà äîëÿ êëåòîê, óõîäÿùèõ â
àïîïòîç ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ïåðåêèñè âîäîðîäà â äâóõ êîí-
öåíòðàöèÿõ — 250 è 500 ìM. Ïðè âîçäåéñòâèè 500 ìM
ïåðåêèñè âîäîðîäà â ãðóïïå Ì1 îòìå÷åíà òåíäåíöèÿ ê
óìåíüøåíèþ äîëè êëåòîê, óõîäÿùèõ â àïîïòîç, ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ êîíòðîëüíîé ãðóïïîé (22 % vs 27.85 %), îäíàêî
äàííûå ðàçëè÷èÿ íåäîñòîâåðíû (ðèñ. 7).

Îáñóæäåíèå

Ïî ñðåäíèì çíà÷åíèÿì èçó÷åííûõ â íàøèõ îïûòàõ
êëåòî÷íûõ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà æèâîò-
íûõ îòëè÷àåòñÿ îò ïîäîïûòíîé ãðóïïû, íî ýòè ðàçëè÷èÿ
íåâåëèêè è íå ìîãóò îáúÿñíèòü âûðàæåííûé ãåðîïðîòåê-
òîðíûé ýôôåêò ìåòôîðìèíà, ïîêàçàííûé ðàíåå íà ìûøàõ

ëèíèè SHR: óâåëè÷åíèå ñðåäíåé ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèç-
íè íà 37.8 %, à ìàêñèìàëüíîé — íà 2.8 ìåñ (10.3 %) ïî
ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (Anisimov et al., 2008).

Èíòåðåñíî, ÷òî ìåòôîðìèí ïðåïÿòñòâóåò ïîÿâëåíèþ
êëåòîê ñ êîëè÷åñòâîì SAHF, ðåçêî ïðåâûøàþùèì ñðåäíèé
óðîâåíü, è ïðåïÿòñòâóåò ïîÿâëåíèþ êëåòîê ñ ñèëüíî óâåëè-
÷åííîé ïëîùàäüþ ÿäåð (ïðåäïîëîæèòåëüíî ïîëèïëîèä-
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Ðèñ. 6. Ïëîùàäü ÿäåð ôèáðîáëàñòîâ â êîíòðîëüíîé è ïîäîïûòíîé ãðóïïàõ ìûøåé (áåëûå ñòîëáöû — êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà, ñâåò-
ëûå ñòîëáöû — ãðóïïà ìûøåé, ïîëó÷àâøèõ ìåòôîðìèí ñ 3-ãî ìåñ æèçíè, òåìíûå ñòîëáöû — ãðóïïà ìûøåé, ïîëó÷àâøèõ ìåò-

ôîðìèí ñ 9-ãî ìåñ æèçíè), â 11 ìåñ (à), 16 ìåñ (á ) è 19 ìåñ (â).

Ðèñ. 7. Âëèÿíèå H2O2 íà äîëþ êëåòîê, âñòóïèâøèõ â àïîïòîç.

Áåëûå ñòîëáöû — êîíòðîëüíàÿ ãðóïïà æèâîòíûõ, òåìíûå ñòîëáöû —
ãðóïïà Ì1 (æèâîòíûå, ïîëó÷àâøèå ìåòôîðìèí ñ 3-ãî ìåñ æèçíè).



íûõ). Òàêîé æå âûâîä ìîæíî ñäåëàòü è ïî èíòåíñèâíîñòè
ôëóîðåñöåíöèè g-H2AX, è ïî èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè
SA-b-gal. Âèäèìî, èìåííî ïîÿâëåíèå â êëåòêå áîëüøîãî
÷èñëà ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ âûçûâàåò íåîáðàòèìûé áëîê
êëåòî÷íîãî öèêëà è óõîä êëåòêè â ñòàðåíèå, à ìåòôîðìèí
òîðìîçèò ýòîò ïðîöåññ, ïðîäëåâàÿ ìîëîäîñòü êëåòêè.

Âûçûâàåò èíòåðåñ è òîò ôàêò, ÷òî ñêîðîñòè èçìåíåíèÿ
ñ âîçðàñòîì êîëè÷åñòâà SAHF â êîíòðîëå è îïûòå ñóùåñò-
âåííî ðàçëè÷àþòñÿ. Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äëÿ çàïóñ-
êà ïðîöåññà òêàíåâîãî è îðãàíèçìåííîãî ñòàðåíèÿ äîñòà-
òî÷íî íåáîëüøîé (íå áîëåå 10—12 %) ïîïóëÿöèè ñòàðûõ
(ò. å. íåñóùèõ áîëüøîå êîëè÷åñòâî ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ è,
âåðîÿòíî, óæå íå ñïîñîáíûõ äåëèòüñÿ) êëåòîê. Òàêèì îá-
ðàçîì, òî, ÷òî ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ (â ÷à-
ñòíîñòè, êîëè÷åñòâî SAHF) íå íàìíîãî ðàçëè÷àþòñÿ â
ôèáðîáëàñòàõ ïîäîïûòíûõ è êîíòðîëüíûõ æèâîòíûõ, íå
ÿâëÿåòñÿ êðèòè÷íûì. Èìåííî ïðè íàêîïëåíèè ïîðîãîâîãî
êîëè÷åñòâà «ñòàðûõ» êëåòîê íàðóøàåòñÿ ôóíêöèîíèðîâà-
íèå îïðåäåëåííîé òêàíè, îðãàíà, à çàòåì è öåëîãî îðãà-
íèçìà, à ìåòôîðìèí òîðìîçèò íàêîïëåíèå ïîðîãîâîãî
÷èñëà «ñòàðûõ» êëåòîê.

Óêàçàíèÿ íà òî, ÷òî ïðîöåññ ñòàðåíèÿ íà òêàíåâîì
óðîâíå ñâÿçàí ñ íåáîëüøîé ïîïóëÿöèåé êëåòîê, âñòðå÷à-
þòñÿ è â äðóãèõ ðàáîòàõ. Ðåçóëüòàòû, ïîëó÷åííûå ïðè èñ-
ïîëüçîâàíèè òàêèõ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ, êàê ð16 è SA-b-gal,
ïîêàçàëè, ÷òî êëåòêè ñ èõ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì íàêàïëè-
âàþòñÿ ñ âîçðàñòîì â ðàçëè÷íûõ òêàíÿõ ãðûçóíîâ è ÷åëî-
âåêà. Áîëåå òîãî, ýòè êëåòêè ïðèñóòñòâóþò ïðè íåêîòîðûõ
ñâÿçàííûõ ñî ñòàðåíèåì çàáîëåâàíèÿõ, òàêèõ êàê àòåðî-
ñêëåðîç, òðîôè÷åñêèå ÿçâû, àðòðèò, à òàêæå â äîáðîêà÷å-
ñòâåííûõ è çëîêà÷åñòâåííûõ îïóõîëÿõ ïðåäñòàòåëüíîé
æåëåçû è ïå÷åíè (Krtolica, Campisi, 2002).

Êàêèì îáðàçîì ñòàðåþùèå êëåòêè ìîãóò âûçûâàòü
ñòàð÷åñêèé ôåíîòèï èëè ñâÿçàííûå ñ âîçðàñòîì çàáîëåâà-
íèÿ? Íàêîïëåíèå íåäåëÿùèõñÿ êëåòîê ìîæåò íàðóøàòü
îáíîâëåíèå è ðåïàðàöèþ òêàíè. Â òî æå âðåìÿ ìíîãèå èç
ãåíîâ, ñâÿçàííûõ ñî ñòàðåíèåì, êîäèðóþò ñåêðåòîðíûå
áåëêè è ìîãóò èçìåíÿòü òêàíåâîå ìèêðîîêðóæåíèå, èçìå-
íÿÿ òàêèì îáðàçîì ñòðóêòóðó è ôóíêöèþ òêàíè (Shelton et
al., 1999; Chang et al., 2000; Zhang et al., 2003). Îáå ãèïîòå-
çû èìåþò ïðàâî íà ñóùåñòâîâàíèå, íî äîêàçàòåëüñòâà â
ïîëüçó ïîñëåäíåé ïðåäñòàâëÿþòñÿ áîëåå óáåäèòåëüíûìè
(Campisi, 2005).

Ôàêòîðû, ñåêðåòèðóåìûå ñòàðåþùèìè êëåòêàìè, ðàç-
ëè÷àþòñÿ â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê. Òàê, ñòàðåþùèå
ôèáðîáëàñòû ñåêðåòèðóþò âûñîêèé óðîâåíü íåêîòîðûõ
ìàòðèêñíûõ ìåòàëëîïðîòåàç, ýïèòåëèàëüíûõ ôàêòîðîâ
ðîñòà è âîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ (Krtolica, Campisi,
2002). Ñòàðåþùèå êëåòêè ìîãóò âûçûâàòü õðîíè÷åñêîå
ëîêàëüíîå âîñïàëåíèå è (èëè) äðóãèå èçìåíåíèÿ ñòðóêòó-
ðû è ôóíêöèè òêàíè è òàêèì îáðàçîì âíîñèòü ñâîé âêëàä
â ðàçâèòèå ñâÿçàííûõ ñî ñòàðåíèåì çàáîëåâàíèé. Òàêæå
ñòàðåþùèå êëåòêè, âîçìîæíî, ñòèìóëèðóþò äåëåíèå êëå-
òîê, íåñóùèõ ïðåäîïóõîëåâûå ìóòàöèè (Campisi, 2005).

Ïîêàçàííîå Àíèñèìîâûì è ñîàâòîðàìè (Anisimov et
al., 2008) óâåëè÷åíèå ñðåäíåé è ìàêñèìàëüíîé ïðîäîëæè-
òåëüíîñòè æèçíè ìûøåé, ïîëó÷àâøèõ ìåòôîðìèí, õîðî-
øî ïîääàåòñÿ îáúÿñíåíèþ ñ ïîìîùüþ òåîðèè «íàêîïëå-
íèÿ ïîðîãîâîãî êîëè÷åñòâà „ñòàðûõ” êëåòîê». Â íàøèõ
îïûòàõ ïîêàçàíî, ÷òî ìåòôîðìèí çàìåäëÿåò ïîÿâëåíèå
ïîïóëÿöèè «ñòàðûõ» êëåòîê, ÷òî, âåðîÿòíî, òîðìîçèò ðàç-
âèòèå ïðîöåññîâ ñòàðåíèÿ íà òêàíåâîì óðîâíå è â ðåçóëü-
òàòå ïðèâîäèò ê óâåëè÷åíèþ ñðåäíåé è ìàêñèìàëüíîé
ïðîäîëæèòåëüíîñòè æèçíè ìûøåé, êàê áû ïðîäëåâàÿ ìî-
ëîäîñòü æèâîòíûõ.

Íà îðãàíèçìåííîì óðîâíå âëèÿíèå ìåòôîðìèíà íà
ïðîöåññû ñòàðåíèÿ ïîõîæå íà âëèÿíèå îãðàíè÷åíèÿ êàëî-
ðèéíîñòè ïèòàíèÿ — ïðîèñõîäèò ñíèæåíèå èíòåíñèâíî-
ñòè îáìåíà âåùåñòâ. Ïðè îãðàíè÷åíèè êàëîðèéíîñòè ïè-
òàíèÿ íàáëþäàåòñÿ ñòîéêîå ñíèæåíèå óðîâíÿ ãëþêîçû è
èíñóëèíà â ïëàçìå êðîâè, à òàêæå ìíîãèõ äðóãèõ ãîðìî-
íîâ (ñì.: Àíèñèìîâ, 2008à), ÷òî ïîçâîëèëî íàçâàòü ýòîò
ìåòîä «ïñåâäîãèïîôèçýêòîìèåé» èç-çà ñõîæåñòè âûçû-
âàåìûõ ýôôåêòîâ (Everitt et al., 1980). Ìåòôîðìèí óìåíü-
øàåò ãèïåðãëèêåìèþ, óëó÷øàåò óòèëèçàöèþ ãëþêîçû,
óìåíüøàåò óòèëèçàöèþ ñâîáîäíûõ æèðíûõ êèñëîò, ñíè-
æàåò óðîâåíü ñûâîðîòî÷íûõ ëèïèäîâ, èíñóëèíà è IGF-1 â
êðîâè, à òàêæå óìåíüøàåò ìàññó òåëà ó ëþäåé è ó ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ (Àíèñèìîâ, 2008à, 2008á).

Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî äåéñòâèå ìåòôîðìèíà êàê
ãåðîïðîòåêòîðà îáóñëîâëåíî åãî ñèñòåìíûì ýôôåêòîì è
åãî âëèÿíèåì íà ñíèæåíèå èíòåíñèâíîñòè îáìåíà âå-
ùåñòâ. Îäèí èç âîçìîæíûõ ìåõàíèçìîâ åãî ãåðîïðîòåê-
òîðíîãî äåéñòâèÿ ìîæåò çàêëþ÷àòüñÿ â çàìåäëåíèè èì
êëåòî÷íîé ïðîëèôåðàöèè è ñîîòâåòñòâåííî âëèÿíèè íà
ñêîðîñòü óêîðî÷åíèÿ òåëîìåð (Mikhelson, Gamaley, 2008;
Ìèõåëüñîí, Ãàìàëåé, 2010), ÷òî ìû ïëàíèðóåì ïðîàíàëè-
çèðîâàòü â ïîñëåäóþùèõ èññëåäîâàíèÿõ.
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METFORMIN SLOWS DOWN AGEING PROCESSES AT THE CELLULAR LEVEL IN SHR MICE
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It has been shown recently that metformin, the indirect mTOR-kinase inhibitor, significantly increases me-
dium (by 37.8 %) and maximum (by 10.3 %) life span of SHR mice (Anisimov et al., 2008). We obtained fib-
roblasts from skin of 11-, 16-, 19- and 23-months-old SHR mice treated with metformin since the third and ninth
day of life. We studied markers of cellular senescence in these fibroblasts. Significant differences were observed
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between the average number of senescence-associated heterochromatic foci (SAHF), the average of area nuclei
and fluorescence intensity of nucleus after staining for ã-H2AX in control and experimental animals. Also, we
showed that metformin prevented the accumulation of fibroblasts with large area of nuclei; high activity of se-
nescence-associated â-galactosidase (SA-â-gal), and high fluorescence intensity after staining for ã-H2AX.
It appears that accumulation of large quantity of senescence markers within a cell triggers it to enter the aging
process. It appears that the increase of «old» cell population above the threshold disrupts the normal function of
certain tissues, organs, and finally, the whole organism. It appears that metformin delays the «old» cells accu-
mulation and prolongs the organism youth.

K e y w o r d s: metformin, cellular senescence, rapamycin, mTOR-kinase, geroprotectors.
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