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À. Â. Áîðîäêèíà è äð.
Çàùèòíûå ìåõàíèçìû ýìáðèîíàëüíûõ è òêàíåñïåöèôè÷íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà

Èçâåñòíî, ÷òî îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ìîæåò âûçûâàòü â êëåòêàõ ðàçëè÷íûõ òèïîâ êàê àïîïòîç, òàê è
ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå (stress-induced premature senescence, SIPS). Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì èññëåäîâà-
íèé ïîñëåäíèõ ëåò, ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà îáëàäàþò âûñîêîé óñòîé÷èâîñòüþ ê îêèñëèòåëüíîìó
ñòðåññó, îäíàêî äàííûå ðàçíûõ àâòîðîâ ÷àñòî ïðîòèâîðå÷èâû. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èçó÷àëè ðåàêöèè
ñòâîëîâûõ êëåòîê ðàçëè÷íîãî ïðîèñõîæäåíèÿ íà ñòðåññ, èíäóöèðîâàííûé äåéñòâèåì ïåðåêèñè âîäîðîäà
(Í2Î2). Â êà÷åñòâå îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ýìáðèîíàëüíûå (ÝÑÊ) è âçðîñëûå, âûäåëåííûå
èç ýíäîìåòðèÿ (ÑÊÝ), ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà îöåíèâàëè ìåòîäîì ÌÒÒ. Îáíàðóæåíî, ÷òî ÑÊÝ íàèáîëåå óñòîé÷èâû ê òîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ
Í2Î2: çíà÷åíèÿ êîíöåíòðàöèé Í2Î2, ïðè êîòîðûõ ÷åðåç 24 ÷ âûæèâàëî 50 % êëåòîê (LD50), íàõîäèëèñü â
äèàïàçîíàõ 300—350, 370—400 è 600—700 ìêÌ äëÿ ÝÑÊ, ôèáðîáëàñòîâ è ÑÊÝ ñîîòâåòñòâåííî. Âïåð-
âûå ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî â îòâåò íà äåéñòâèå Í2Î2 â ïîïóëÿöèè ÑÊÝ àíàëîãè÷íî ôèáðîáëàñòàì ñî
âðåìåíåì ðàçâèâàåòñÿ èíäóöèðîâàííîå ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå, êîòîðîå õàðàêòåðèçóåòñÿ ñóùåñò-
âåííûì óñèëåíèåì ýêñïðåññèè èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç p21Waf1/Cip1, íåîáðàòèìûì áëîêîì
êëåòî÷íîãî öèêëà è ïîäàâëåíèåì ïðîëèôåðàöèè, ãèïåðòðîôèåé êëåòîê è ïîÿâëåíèåì àññîöèèðîâàííîé
ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçèäàçíîé àêòèâíîñòè. Ñóáëåòàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ Í2Î2 (200 ìêÌ) èíäóöèðîâàëà
â ÑÊÝ òîëüêî SIPS, òîãäà êàê áîëåå âûñîêèå êîíöåíòðàöèè Í2Î2 çàïóñêàëè â íåáîëüøîé ÷àñòè êëåòî÷-
íîé ïîïóëÿöèè òàêæå àïîïòîç. Íàïðîòèâ, ÝÑÊ ÷åëîâåêà ïðè äåéñòâèè Í2Î2 â øèðîêîì äèàïàçîíå òåñòè-
ðîâàííûõ êîíöåíòðàöèé (îò 50 äî 500 ìêÌ) áûñòðî ïîäâåðãàëèñü àïîïòîçó, êîòîðûé áûë åäèíñòâåííîé
ñèëüíî âûðàæåííîé ðåàêöèåé ýòèõ êëåòîê íà îêèñëèòåëüíîå ïîâðåæäåíèå. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâè-
äåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà ðàçëè÷íîé ïðèðîäû â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà èñïîëüçóþò ðàçíûå çàùèòíûå ìåõàíèçìû: ÝÑÊ áûñòðî è ýôôåêòèâíî ýëèìèíèðóþò ïîâðåæäåí-
íûå êëåòêè ïóòåì àïîïòîçà, òîãäà êàê ÑÊÝ ïîäâåðãàþòñÿ ïðåæäåâðåìåííîìó ñòàðåíèþ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñòâîëîâûå êëåòêè, îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå, àïîï-
òîç.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: í. ï. — íóêëåîòèäíûå ïàðû, ÑÊÝ — ñòâîëîâûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ,
ÝÑÊ — ýìáðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, SIPS (stress-induced premature senescence) — ïðåæäåâðåìåí-
íîå ñòàðåíèå, âûçâàííîå ñòðåññîì.

Â ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå èíòåíñèâíî èññëåäóþòñÿ
ðåàêöèè ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà, êàê ýìáðèîíàëüíûõ,
òàê è òêàíåñïåöèôè÷íûõ ìåçåíõèìíîé ïðèðîäû, íà ðàç-
ëè÷íûå ñòðåññîâûå âîçäåéñòâèÿ, âêëþ÷àÿ ÓÔ- è g-èçëó-
÷åíèå, òåïëîâîé øîê è îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ñ öåëüþ
ðàçðàáîòêè ñòðàòåãèè óñïåøíîãî èñïîëüçîâàíèÿ ýòèõ êëå-
òîê â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå (Otto, Wright, 2011). Ïðè
ýòîì âñå áîëüøåå ïðåäïî÷òåíèå îòäàåòñÿ òêàíåñïåöèôè÷-
íûì ñòâîëîâûì êëåòêàì, îáåñïå÷èâàþùèì âîçìîæíîñòü
òðàíñïëàíòàöèè àóòîëîãè÷íûõ êëåòîê, ÷òî ïîçâîëÿåò ðå-
øèòü ðÿä ýòè÷åñêèõ ïðîáëåì, âîçíèêàþùèõ ïðè ïðèìåíå-
íèè ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Ñïåöèôè÷åñêèå
îòâåòû ýòèõ êëåòîê íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ ìîãóò èã-
ðàòü êðèòè÷åñêóþ ðîëü â ðåãóëÿöèè òêàíåâîãî ãîìåîñòà-
çà, à òàêæå â ðåãåíåðàöèè îðãàíîâ ïîñëå îêèñëèòåëüíîãî
ïîâðåæäåíèÿ. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â ëèòåðàòóðå ñóùåñòâó-

åò ïðåîáëàäàþùàÿ òî÷êà çðåíèÿ î òîì, ÷òî ñòâîëîâûå
êëåòêè, â îáùåì, áîëåå óñòîé÷èâû ê îêèñëèòåëüíîìó
ñòðåññó, ÷åì äèôôåðåíöèðîâàííûå êëåòêè (Chen et al.,
2006; George et al., 2009; Guo et al., 2010; Valle-Prieto,
Conget, 2010; Brandl et al., 2011). Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýìá-
ðèîíàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà (ÝÑÊ) îáëàäàþò
ïîâûøåííîé óñòîé÷èâîñòüþ ê äåéñòâèþ ïåðåêèñè âîäî-
ðîäà (Í2Î2) ïî ñðàâíåíèþ ñ èõ äèôôåðåíöèðîâàííûìè
ïîòîìêàìè (George et al., 2009). Ñóùåñòâóþò ïðîòèâîïî-
ëîæíûå äàííûå îòíîñèòåëüíî ÷óâñòâèòåëüíîñòè ê Í2Î2

ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê, ÿâëÿþùèõñÿ òèïîì
âçðîñëûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê. Òàê, â ìåçåíõèìíûõ ñòâîëî-
âûõ êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà, ðàçíûå ãðóï-
ïû àâòîðîâ íàáëþäàëè ðàçëè÷íóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê
Í2Î2, êîòîðàÿ ðàçëè÷àëàñü ïðèáëèçèòåëüíî â 15 ðàç (Chen
et al., 2006; Valle-Prieto, Conget, 2010). Òåì íå ìåíåå â
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îáîèõ ñëó÷àÿõ ýòè êëåòêè ðàññìàòðèâàëèñü êàê óñòîé-
÷èâûå ê ñòðåññó. Ñ äðóãîé ñòîðîíû, ñîîáùàëîñü, ÷òî ìå-
çåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè èç êîæè è ïóïîâèííîé êðî-
âè ÷åëîâåêà îòëè÷àþòñÿ ïîíèæåííîé óñòîé÷èâîñòüþ ê
îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó (Ko et al., 2012). Âîñïðèèì÷è-
âîñòü ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûõ èç äåñêâàìèðîâàííîãî ýí-
äîìåòðèÿ ìåíñòðóàëüíîé êðîâè (ÑÊÝ), ïîêà îñòàåòñÿ íå-
èçâåñòíîé.

Â ìíîãî÷èñëåííûõ ðàáîòàõ áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðî-
ëèôåðèðóþùèå êëåòêè â óñëîâèÿõ ñóáöèòîòîêñè÷åñêîãî
ñòðåññà ìîãóò âõîäèòü â ñîñòîÿíèå ïðåæäåâðåìåííîãî
ñòàðåíèÿ ïîñëå ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ (ÓÔ- è g-èçëó÷åíèå)
(Medrano et al., 1995; Toussaint et al., 2000; Oh et al., 2001),
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà (Chen et al., 1998; Dumont et al.,
2000; Toussaint et al., 2000; Duan et al., 2005; Brandl et al.,
2011) èëè ïîñëå îáðàáîòêè èíãèáèòîðàìè ãèñòîí-äåàöå-
òèëàçû (Ogryzko et al., 1996; Demidenko et al., 2009). Êàê è
êëåòêè ÷åëîâåêà ðàçíûõ òèïîâ, âêëþ÷àÿ äèïëîèäíûå
ôèáðîáëàñòû êîæè è ëåãêîãî, ìåëàíîöèòû, ýíäîòåëèàëü-
íûå è ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè, ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè ïðè ñóáöèòîòîêñè÷åñêîì ñòðåññå in vitro òîæå ìî-
ãóò ïîäâåðãàòüñÿ èíäóöèðîâàííîìó ïðåæäåâðåìåííîìó
ñòàðåíèþ (Wang, Jang, 2009; Brandl et al., 2011; Kim et al.,
2011; Cmielova et al., 2012; Larsen et al., 2012). Ñëåäóåò
òàêæå îòìåòèòü, ÷òî ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè íå
èììîðòàëüíû è ïîäâåðãàþòñÿ ðåïëèêàòèâíîìó ñòàðåíèþ.
Ïðè äëèòåëüíîì êóëüòèâèðîâàíèè ïîïóëÿöèÿ ýòèõ êëåòîê
õàðàêòåðèçóåòñÿ óêîðî÷åíèåì òåëîìåð (Banfi et al., 2002),
ëèìèòîì Õåéôëèêà (Banfi et al., 2002; Stenderup et al.,
2003), ïîâûøåíèåì b-ãàëàêòîçèäàçíîé àêòèâíîñòè
(SA-b-Gal) (Stenderup et al., 2003) è ïðåêðàùåíèåì äèô-
ôåðåíöèðîâêè (Digirolamo et al., 1999). Îñíîâíûå ïðèçíà-
êè ðåïëèêàòèâíîãî è èíäóöèðîâàííîãî ñòðåññîì ñòàðåíèÿ
ïîäîáíû è âêëþ÷àþò â ñåáÿ õàðàêòåðíûå ôåíîòèïè÷å-
ñêèå èçìåíåíèÿ êëåòîê (óâåëè÷åíèå ðàçìåðîâ è óïëîùå-
íèå), íàêîïëåíèå â ïîïóëÿöèè SA-b-Gal-ïîçèòèâíûõ êëå-
òîê, ïîòåðþ ðåãåíåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà (Blagosklonny,
2012). Èçâåñòíî, ÷òî ñòâîëîâûå êëåòêè ñïîñîáíû ðåãåíå-
ðèðîâàòü â îðãàíèçìå òêàíè, ïîâðåæäåííûå ñòðåññîì,
òîãäà êàê ñòàðåþùèå êëåòêè íå ìîãóò äåëèòüñÿ è ïîýòîìó
òåðÿþò ñïîñîáíîñòü ðåãåíåðèðîâàòü òêàíè.

Â íàñòîÿùåé ñòàòüå ìû èññëåäîâàëè ðåàêöèþ íà
ñòðåññ, èíäóöèðîâàííûé Í2Î2, âçðîñëûõ ìóëüòèïîòåíò-
íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÑÊÝ) è ÝÑÊ ÷åëîâåêà ñ öåëüþ
ñðàâíèòü óñòîé÷èâîñòü ñòâîëîâûõ êëåòîê ðàçíîé ïðèðî-
äû ê ðàçëè÷íûì óðîâíÿì îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, à òàêæå
âûÿâèòü ñïåöèôè÷íîñòü èõ îòâåòîâ íà ñòðåññ. Êðîìå òîãî,
ìû ïðîâåðèëè íàøó ãèïîòåçó î òîì, ÷òî Í2Î2 â ñóáëåòàëü-
íûõ äîçàõ ìîæåò èíäóöèðîâàòü â ÑÊÝ ïðåæäåâðåìåííîå
ñòàðåíèå. Ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî íîðìàëüíûå äèïëîèä-
íûå ôèáðîáëàñòû ìîãóò ïîäâåðãàòüñÿ ïðåæäåâðåìåííîìó
ñòàðåíèþ â îòâåò íà íèçêèå äîçû Í2Î2 (Bladier et al., 1997;
Chen et al., 2000; Frippiat et al., 2001), ìû âûáðàëè ýòè
êëåòêè äëÿ ñðàâíåíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ë å ò î ÷ í û å ë è í è è è î á ð à á î ò ê à ê ë å ò î ê. Èñ-
ïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ëèíèè êëåòîê: ÑÊÝ (ëèíèÿ 2304)
(Çåìåëüêî è äð., 2011) è ÝÑÊ (ëèíèÿ Ñ910) (Alekseenko
et al., 2012), ïîëó÷åííûå ñîòðóäíèêàìè Îòäåëà âíóòðè-
êëåòî÷íîé ñèãíàëèçàöèè è òðàíñïîðòà (Èíñòèòóò öèòîëî-
ãèè ÐÀÍ, Ñàíêò-Ïåòåðáóðã), è ýìáðèîíàëüíûå ôèáðîáëà-

ñòû ëåãêîãî ÷åëîâåêà (ëèíèÿ FRL-9505), ïîëó÷åííûå èç
ÔÃÁÓ ÍÈÈ ãðèïïà ÌÇ è ÑÐ ÐÔ. Ôèáðîáëàñòû è ÑÊÝ
êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå DMEM/F12 (Gibco, ÑØÀ), ñî-
äåðæàùåé 10 % ýìáðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (HyClone,
ÑØÀ), 1 % ãåíòàìèöèíà è 1 % ãëóòàìàêñà (Gibco, ÑØÀ),
ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2. ÝÑÊ êóëüòèâèðîâàëè â
ñðåäå mTeSR1 (Stem Cell Techol, ÑØÀ) íà ÷àøêàõ Ïåòðè
ñ ôèäåðíûì ñëîåì èç ÑÊÝ, îáðàáîòàííûõ ìèòîìèöèíîì.
Ïåðåä ýêñïåðèìåíòàìè ÝÑÊ ïåðåñåâàëè íà Ìatrigel mat-
rix (BD Biosciences, ÑØÀ).

Î ê è ñ ë è ò å ë ü í û é ñ ò ð å ñ ñ âûçûâàëè äîáàâëåíèåì
íà 1 ÷ â áåññûâîðîòî÷íóþ ðîñòîâóþ ñðåäó Í2Î2, ðàñòâîð
êîòîðîé ãîòîâèëè èç 30%-íîé Í2Î2 íåïîñðåäñòâåííî ïå-
ðåä èñïîëüçîâàíèåì. Îáðàáîòêó êëåòîê ïðîâîäèëè ïðè
37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2, ïîñëå ÷åãî êëåòêè äâàæäû
ïðîìûâàëè áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäîé è äàëåå èíêóáèðîâà-
ëè â ñâåæåé ðîñòîâîé ñðåäå. Êîíå÷íóþ êîíöåíòðàöèþ
Í2Î2 âàðüèðîâàëè â äèàïàçîíå îò 200 äî 2000 ìêÌ.

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ê ïîñëå îáðàáîòêè
Í2Î2 îöåíèâàëè ìåòîäîì ÌÒÒ, îñíîâàííûì íà ýíçèìàòè-
÷åñêîì ïðåâðàùåíèè ÌÒÒ (3-(4,5-äèìåòèëòèàçîë-2-èë)-
2,5-äèôåíèë-2Í-òåòðàçîëèóì áðîìèä) â ôîðìàçàí â æè-
âûõ êëåòêàõ. Ïîñëå óäàëåíèÿ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ê
êëåòêàì äîáàâëÿëè ðàñòâîð ÌÒÒ (0.715 ìã/ìë) â ðîñòîâîé
ñðåäå. ×åðåç 2 ÷ ðàñòâîð çàìåíÿëè íà DMSO äëÿ ðàñòâî-
ðåíèÿ îáðàçîâàâøèõñÿ êðèñòàëëîâ ôîðìàçàíà è èíêóáè-
ðîâàëè êëåòêè â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå, ïîñëå ÷åãî èçìåðÿëè àáñîðáöèþ ðàñòâîðà ïðè
570 íì íà ïðèáîðå Fluorofot «Charity».

Ð à ñ ï ð å ä å ë å í è å ê ë å ò î ê ï î ô à ç à ì ê ë å ò î ÷ -
í î ã î ö è ê ë à è è ç ì å í å í è å è õ ð à ç ì å ð à îöåíèâàëè
ñ ïîìîùüþ ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Êëåòêè ñíèìàëè ñ ÷à-
øåê ñìåñüþ ðàñòâîðîâ òðèïñèíà è Âåðñåíà (0.05 %),
îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ïðîìûâàëè ôîñôàò-
íî-ñîëåâûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì (PBS). Îäíó ÷àñòü êàæ-
äîãî îáðàçöà èñïîëüçîâàëè äëÿ îêðàøèâàíèÿ éîäèñòûì
ïðîïèäèåì (PI; 50 ìêã/ìë) ñ ïîñëåäóþùèì àíàëèçîì ïî
ïðîòîêîëó «æèâûå/ìåðòâûå êëåòêè», äðóãóþ ÷àñòü — äëÿ
àíàëèçà ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà. Êëåò-
êè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí â 300 ìêë PBS, ñîäåð-
æàùåãî 200 ìêã/ìë ñàïîíèíà, 250 ìêã/ìë ÐÍÊàçû è
50 ìêã/ìë PI, ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è àíàëèçèðîâà-
ëè íà öèòîìåòðå Coulter EPICS XL Flow Cytometer (Back-
man Coulter). Ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû WinMDI,
âåðñèÿ 2.8. Èçìåíåíèå ðàçìåðà êëåòîê îöåíèâàëè ñ ïîìî-
ùüþ ìåòîäà ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ íà îáðàçöàõ, îêðà-
øåííûõ PI, èñïîëüçîâàííûõ äëÿ àíàëèçà ðàñïðåäåëåíèÿ
êëåòîê ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà.

Î ê ð à ø è â à í è å ê ë å ò î ê ñ ï î ì î ù ü þ à í í å ê -
ñ è í à V è PI ïðîâîäèëè ñëåäóþùèì îáðàçîì. Êëåòêè
äâàæäû ïðîìûâàëè õîëîäíûì PBS, ðåñóñïåíäèðîâàëè â
1-êðàòíîì ñâÿçûâàþùåì áóôåðå, ïðèãîòîâëåííîì èç
10-êðàòíîãî èñõîäíîãî ðàñòâîðà (0.1 Ì HEPES/NaOH,
pH 7.4, 1.4 M NaCl è 25 ìM CaCl2) è èíêóáèðîâàëè ñ
5 ìêë àííåêñèíà V, ìå÷åííîãî ÔÈÒÖ (BD Biosciences,
ÑØÀ), è 5 ìêë PI ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â òåìíîòå.
Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä àíàëèçîì äîáàâëÿëè ê êàæäîìó
îáðàçöó 400 ìêë 1-êðàòíîãî ñâÿçûâàþùåãî áóôåðà. Àí-
íåêñèí V, îáëàäàÿ âûñîêèì ñðîäñòâîì ê îñòàòêàì ôîñôà-
òèäèëñåðèíà, êîòîðûå â àïîïòîòè÷åñêèõ êëåòêàõ ýêñïî-
íèðîâàíû íà âíåøíþþ ñòîðîíó ìåìáðàíû, øèðîêî èñ-
ïîëüçóåòñÿ êàê èíäèêàòîð ðàííåãî àïîïòîçà. PI â ñâîþ
î÷åðåäü êðàñèò òîëüêî ìåðòâûå êëåòêè. Áëàãîäàðÿ ýòèì
ñâîéñòâàì ñîâìåñòíîå îêðàøèâàíèå àííåêñèíîì V è PI

518 À. Â. Áîðîäêèíà è äð.



ïîçâîëÿåò ðàçäåëÿòü ðàííå-, ïîçäíåàïîïòîòè÷åñêèå è íå-
êðîòè÷åñêèå êëåòêè.

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Êëåòêè äâàæäû ïðîìûâàëè õî-
ëîäíûì PBS è ëèçèðîâàëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 50 ìÌ
Òðèñ-HCl, 150 ìÌ NaCl, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ ÝÃÒÀ, 10 %
ãëèöåðèíà, 1 % Òðèòîíà Õ-100, 1 ìÌ Na3VO4, 1 ìÌ NaF,
0.5 ìÌ PMSF è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç (1 : 500,
Sigma, ÑØÀ), â òå÷åíèå 10 ìèí íà ëüäó. Ïîñëå ëèçèñà
êëåòêè ñîñêðåáàëè ñ ÷àøåê è öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷å-
íèå 15 ìèí ïðè 15 000 g. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ýêñïðåññèè àê-
òèâíîé êàñïàçû-3 îòêðåïèâøèåñÿ êëåòêè ïðåäâàðèòåëüíî
ñîáèðàëè è ëèçèðîâàëè çàòåì âìåñòå ñ êëåòêàìè, ñîáðàí-
íûìè ñ ÷àøåê. Ê ñóïåðíàòàíòó äîáàâëÿëè 1/4 ÷àñòü áóôå-
ðà äëÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïðîá (40 ìÌ Òðèñ, ðÍ 6.8,
10 % SDS, 20 % 2-ìåðêàïòîýòàíîëà è 40 % ãëèöåðèíà) è
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 100 °Ñ. Êîíöåíòðà-
öèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Áðåäôîðä, èñïîëüçóÿ
îâàëüáóìèí äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé.
Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâîäèëè ìå-
òîäîì SDS-ýëåêòðîôîðåçà â 12%-íîì ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå ñ ïîñëåäóþùèì ïåðåíîñîì áåëêîâ íà íèòðîöåëëþ-
ëîçíóþ ìåìáðàíó Hybond-C extra (Amersham Pharmacia
Biotech, Øâåöèÿ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè áåëêîâûõ ïîëîñ èñ-
ïîëüçîâàëè Ponceau S (Sigma, ÑØÀ). Äëÿ ñïåöèôè÷åñêî-
ãî âûÿâëåíèÿ áåëêîâ èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå êðî-
ëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ èíãèáèòîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êè-
íàç ð21Waf1/Cip1, ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà
ïðîòèâ àêòèâíîé êàñïàçû-3 (ðàñùåïëåííîé ïî Asp175) è
ìîíîêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ ãëèöåðàëüäå-
ãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû (GAPDH, clone 14C10). Â êà-
÷åñòâå âòîðûõ àíòèòåë ïðèìåíÿëè êîçüè àíòèòåëà, âûðà-
áîòàííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà, êîíúþãè-
ðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (GAR-HRP). Âñå
àíòèòåëà áûëè ïðèîáðåòåíû â ôèðìå Cell Signaling
(ÑØÀ). Äëÿ äåòåêöèè ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè êîíúþ-
ãàòîâ GAR-HRP èñïîëüçîâàëè ðåàêöèþ óñèëåííîé õåìè-
ëþìèíåñöåíöèè (ECL, Amersham, Øâåöèÿ). Õåìèëþ-
ìèíåñöåíòíîå èçëó÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè ýêñïîíèðîâàíè-
åì íà ðåíòãåíîâñêóþ ïëåíêó CEA RP NEW (CEA AB,
Øâåöèÿ).

Ä ë ÿ à í à ë è ç à ó ð î â í ÿ ý ê ñ ï ð å ñ ñ è è ã å í î â îá-
ùóþ ÐÍÊ ýêñòðàãèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîììåð÷å-
ñêîãî íàáîðà RNeasy Micro Kit (Qiagen, ÑØÀ), ñëåäóÿ èí-
ñòðóêöèè èçãîòîâèòåëÿ. êÄÍÊ ïîëó÷àëè ïðè îòæèãå 1 ìêã
îáùåé ÐÍÊ ñ èñïîëüçîâàíèåì ôèðìåííîãî íàáîðà Revert-
Aid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas,
Ëèòâà) â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì ôèðìû-ïðîèçâîäèòå-
ëÿ. Àìïëèôèêàöèþ èññëåäóåìûõ ãåíîâ ïðîâîäèëè ïðè
ïîìîùè Taq-ïîëèìåðàçû (Fermentas, Ëèòâà) â àìïëèôè-
êàòîðå Cyclo Temp. Ñòàäèè ÏÖÐ èìåëè ñëåäóþùèå ïàðà-
ìåòðû: äåíàòóðàöèÿ ïðè 93 °Ñ â òå÷åíèå 3 ìèí, 2 ìèí îò-
æèã ïðàéìåðîâ â äèàïàçîíå òåìïåðàòóð îò 50 äî 70 °Ñ è
1 ìèí 30 ñ ýëîíãàöèè ïðè 72 °Ñ. Îáùåå ÷èñëî öèêëîâ âà-
ðüèðîâàëî îò 25 äî 27 ïðè ñîõðàíåíèè âñåõ ïàðàìåòðîâ,
êðîìå äëèòåëüíîñòè äåíàòóðàöèè, êîòîðàÿ äàëåå ñîñòàâ-
ëÿëà 45 ñ. Ïîñëå îêîí÷àíèÿ âñåõ öèêëîâ ïðîáû èíêóáèðî-
âàëè äîïîëíèòåëüíî 10 ìèí ïðè 72 °Ñ.

Äëÿ ïðîâåäåíèÿ ÎÒ-ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå
ñïåöèôè÷åñêèå ïðàéìåðû: äëÿ p21Waf1/Cip1: ïðÿìîé 5R CCA-
CATGGTCTTCCTCTGCTG 3R è îáðàòíûé 5R GATGTCC-
GTCAGAACCCATG 3R, òåìïåðàòóðà îòæèãà 55 °C
(316 í. ï.); äëÿ ß-àêòèíà: ïðÿìîé 5R GCCGAGCGGGAA-
ATCGTGCGT 3R è îáðàòíûé 5R CGGTGGACGATGGA-
GGGGCCG 3R, òåìïåðàòóðà îòæèãà 70 °C (507 í. ï.). Àíà-
ëèç ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ïðîâîäèëè â ãîðèçîíòàëüíîé óñòà-

íîâêå äëÿ ýëåêòðîôîðåçà, èñïîëüçóÿ äëÿ ðàçäåëåíèÿ
2%-íûé àãàðîçíûé ãåëü, ïðèãîòîâëåííûé íà Òðèñ-àöåòàò-
íîì áóôåðå (ðÍ 7.6) (40 ìÌ Tðèñ, 1 ìÌ ÝÄÒÀ è 5.7 % óê-
ñóñíîé êèñëîòû), ñîäåðæàùåì áðîìèñòûé ýòèäèé â êîí-
öåíòðàöèè 0.5 ìêã/ìë. Äëÿ èäåíòèôèêàöèè ïîëó÷åííûõ
ÏÖÐ-ïðîäóêòîâ èñïîëüçîâàëè ìàðêåð ìîëåêóëÿðíîé ìàñ-
ñû ÄÍÊ 100 í.ï. (Fermentas, Ëèòâà). Ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà
ÄÍÊ â ãåëå âèçóàëèçèðîâàëè íà òðàíñèëëþìèíàòîðå ïðè
302 íì.

À ê ò è â í î ñ ò ü S A - b - G a l âûÿâëÿëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ôèðìåííîãî íàáîðà «Senescence-galactosidase stai-
ning kit» (Cell Signalling Technology, ÑØÀ) â ñîîòâåòñò-
âèè ñ èíñòðóêöèåé ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Êëåòêè íà
÷àøêàõ ïðîìûâàëè PBS, ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå 10 ìèí
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå 1-êðàòíûì ôèêñèðóþùèì
ðàñòâîðîì, ïîñëå ÷åãî äâàæäû ïðîìûâàëè PBS è îêðàøè-
âàëè â b-ãàëàêòîçèäàçíîì ðàñòâîðå ïðè 37 °Ñ â òå÷åíèå
íî÷è. Îá àêòèâíîñòè SA-b-Gal ñóäèëè ïî ïîÿâëåíèþ ñè-
íèõ ãðàíóë â öèòîïëàçìå êëåòîê.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè íåîðãàíè÷åñêèå ñîëè è ïåðå-
êèñü âîäîðîäà ïðîèçâîäñòâà ôèðìû Sigma (ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè äëèòåëüíîì âîç-
äåéñòâèè Í2Î2 (â òå÷åíèå 24 ÷) ÑÊÝ îáëàäàëè áîëåå âû-
ñîêîé óñòîé÷èâîñòüþ ïî ñðàâíåíèþ ñ äèïëîèäíûìè ôèá-
ðîáëàñòàìè ÷åëîâåêà (Áóðîâà è äð., 2012). Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ âûçûâàëè êðàòêîâðåìåí-
íûì (â òå÷åíèå 1 ÷) äåéñòâèåì íà êëåòêè Í2Î2 â êîíöåíò-
ðàöèè îò 200 ìêÌ äî 2 ìÌ. Äèàïàçîíû çíà÷åíèé LD50, îò-
ðàæàþùèå êîíöåíòðàöèþ Í2Î2 â ðîñòîâîé ñðåäå, ïðè
êîòîðîé ÷åðåç 24 ÷ âûæèâàåò 50 % êëåòîê, ñîîòâåòñòâîâà-
ëè 600—700, 370—400 è 300—350 ìêÌ Í2Î2 äëÿ ÑÊÝ,
ôèáðîáëàñòîâ è ÝÑÊ ñîîòâåòñòâåííî (ðèñ. 1). Îäíàêî
ýòè ðåçóëüòàòû íå ñîãëàñîâûâàëèñü ñ âèçóàëüíûìè íà-
áëþäåíèÿìè: â êóëüòóðàõ ÝÑÊ è ôèáðîáëàñòîâ ÷èñëî
êëåòîê, îòêðåïèâøèõñÿ è ïëàâàþùèõ â ðîñòîâîé ñðåäå
ïîñëå ñòðåññà, ñóùåñòâåííî ðàçëè÷àëîñü. Ïîýòîìó äëÿ òå-
ñòèðîâàíèÿ öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà Í2Î2 ìû ïðèìåíè-
ëè ïîäõîä, îïèñàííûé ðàíåå â ðÿäå ðàáîò (Spitz et al.,
1987; Wiese et al., 1995; Chen et al., 2000), è îöåíèâàëè íå
ìîëÿðíóþ êîíöåíòðàöèþ, à óäåëüíîå êîëè÷åñòâî Í2Î2,
ò. å. êîëè÷åñòâî Í2Î2 íà 1 êëåòêó (ïìîëü/êë.). Òîãäà çíà-
÷åíèÿ LD50 ñîñòàâèëè 15.0—17.5, 3.5—4.0 è 1.8—
2.1 ïìîëü/êë. äëÿ ÑÊÝ, ôèáðîáëàñòîâ è ÝÑÊ ñîîòâåòñò-
âåííî. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ìîæíî çà-
êëþ÷èòü, ÷òî ÑÊÝ ÿâëÿþòñÿ ñàìûìè óñòîé÷èâûìè, òîãäà
êàê ÝÑÊ — íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ê îêèñëèòåëüíî-
ìó ñòðåññó.

Äëÿ ïðîâåðêè âîçìîæíîñòè èíäóêöèè ïðåæäåâðåìåí-
íîãî ñòàðåíèÿ â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ íîð-
ìàëüíûå äèïëîèäíûå ôèáðîáëàñòû îáðàáàòûâàëè H2O2 â
ñóáëåòàëüíîé êîíöåíòðàöèè (200 ìêÌ) â òå÷åíèå 1 ÷ è çà-
òåì àíàëèçèðîâàëè îñíîâíûå ïîêàçàòåëè, õàðàêòåðíûå
äëÿ èíäóöèðîâàííîãî ñòðåññîì ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðå-
íèÿ. Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî ìû èñïîëüçîâàëè ôèáðî-
áëàñòû òîëüêî íà ðàííèõ ïàññàæàõ, ÷òîáû èçáåæàòü íåæå-
ëàòåëüíîãî ðåïëèêàòèâíîãî ñòàðåíèÿ êëåòîê, ïîñêîëüêó
îñíîâíûå ÷åðòû èíäóöèðîâàííîãî ñòðåññîì è ðåïëèêà-
òèâíîãî ñòàðåíèÿ ñîâïàäàþò (Toussaint et al., 2000; Frippi-
at et al., 2001). Íàáëþäåíèÿ çà Í2Î2-îáðàáîòàííûìè êëåò-
êàìè âûÿâèëè òèïè÷íóþ äëÿ ñòàðåþùèõ êëåòîê ìîðôîëî-
ãèþ: êëåòêè ñòàíîâèëèñü áîëåå ïëîñêèìè è óêðóïíÿëèñü

Çàùèòíûå ìåõàíèçìû ýìáðèîíàëüíûõ è òêàíåñïåöèôè÷íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà 519



(÷åðåç 5 ñóò ðàçìåð êëåòîê óâåëè÷èâàëñÿ ïî÷òè â 2 ðàçà;
ðèñ. 2, á), à òàêæå óâåëè÷èâàëîñü ÷èñëî SA-b-Gal-ïîçè-
òèâíûõ êëåòîê (ðèñ. 2, à). Õàðàêòåð ðàñïðåäåëåíèÿ ïî ôà-
çàì êëåòî÷íîãî öèêëà ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü íåîáðàòè-
ìûé àðåñò îáðàáîòàííûõ êëåòîê âî âñåõ ôàçàõ öèêëà ïî
êðàéíåé ìåðå â òå÷åíèå 5 ñóò ïîñëå äåéñòâèÿ Í2Î2 (ðèñ. 2,
â). Ñîâîêóïíîñòü ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ïîäòâåðæäàåò,
÷òî ñóáëåòàëüíûå äîçû Í2Î2 äåéñòâèòåëüíî èíèöèèðóþò
â ôèáðîáëàñòàõ ñîñòîÿíèå ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ.

Ôåíîìåí èíäóöèðîâàííîãî ñòðåññîì ïðåæäåâðåìåí-
íîãî ñòàðåíèÿ â ÑÊÝ äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè íå áûë èñ-
ñëåäîâàí. Â ñâÿçè ñ ýòèì áûëî èíòåðåñíî âûÿñíèòü, ìîãóò
ëè ÑÊÝ ïîäîáíî ôèáðîáëàñòàì ïîäâåðãàòüñÿ ïðåæäåâðå-
ìåííîìó ñòàðåíèþ â îòâåò íà Í2Î2 â ñóáëåòàëüíîé êîí-
öåíòðàöèè (200 ìêÌ). Îáðàáîòêà Í2Î2 â òå÷åíèå 1 ÷ óæå
÷åðåç 2 ñóò ïðèâîäèëà ê ðàçâèòèþ ñïåöèôè÷íîé äëÿ ñòà-
ðåíèÿ ìîðôîëîãèè — ðàçìåð êëåòîê óâåëè÷èâàëñÿ, êëåò-
êè ñòàíîâèëèñü ïëîñêèìè è çåðíèñòûìè. Êàê ïîêàçàíî
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Ðèñ. 1. Æèçíåñïîñîáíîñòü êëåòîê ðàçëè÷íûõ òèïîâ â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè H2O2.

Äîëþ æèâûõ êëåòîê ïîñëå îáðàáîòêè H2O2 â òå÷åíèå 1 ÷ îöåíèâàëè ÷åðåç 24 ÷ ìåòîäîì ÌÒÒ.

Ðèñ. 2. Îöåíêà îñíîâíûõ õàðàêòåðèñòèê ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ôèáðîáëàñòîâ ïîñëå îáðàáîòêè H2O2 â ñóáëåòàëüíîé êîíöåí-
òðàöèè (200 ìêÌ) â òå÷åíèå 1 ÷.

à — ïîÿâëåíèå àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçèäàçíîé àêòèâíîñòè (òåìíîå ìå÷åíèå); á — èçìåíåíèå ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ (FS)
PI-îêðàøåííûõ êëåòîê â çàâèñèìîñòè îò ðàçìåðà ó êîíòðîëüíûõ êëåòîê (êðèâàÿ 1) è ÷åðåç 5 ñóò ïîñëå îáðàáîòêè H2O2 (êðèâàÿ 2), ïî âåðòèêàëè — ÷èñ-

ëî ñîáûòèé, óñë. åä.; â — ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà.



ìåòîäîì ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ êëåòîê, îêðàøåííûõ PI,
÷åðåç 5 ñóò Í2Î2 èíäóöèðîâàëà ïðèáëèçèòåëüíî 2-êðàòíîå
óâåëè÷åíèå ðàçìåðà ÑÊÝ, êàê è â ôèáðîáëàñòàõ (ðèñ. 3,
á), ÷òî ñîïðîâîæäàëîñü íàêîïëåíèåì êîëè÷åñòâà îáùåãî
áåëêà, îïðåäåëÿåìîãî â ëèçàòàõ êëåòîê ìåòîäîì Áðåä-
ôîðä. Êðîìå òîãî, â îáðàáîòàííûõ êëåòêàõ ïîñòåïåííî
óâåëè÷èâàëàñü îêðàñêà íà SA-b-Gal, êîòîðàÿ ÷åðåç 7 ñóò
ñòàíîâèëàñü ìàêñèìàëüíîé (ðèñ. 3, à), òîãäà êàê ýêñïî-
íåíöèàëüíî ðàñòóùèå êîíòðîëüíûå êëåòêè ïðîÿâëÿëè
åäâà çàìåòíîå óâåëè÷åíèå îêðàøèâàíèÿ íà SA-b-Gal.

Îáîáùàÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî
ìîðôîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ôèáðîáëàñòîâ è ÑÊÝ ñõîä-
íû ïðè èíäóêöèè êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ.

Äàëåå ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè ïðîëèôåðàòèâíûé ïî-
òåíöèàë è ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà
ÑÊÝ ïîñëå èíäóêöèè îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Õàðàêòåð
êðèâîé ðîñòà ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñòâèè óâåëè÷åíèÿ
÷èñëà êëåòîê, îáðàáîòàííûõ Í2Î2, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëüíûìè ïðîëèôåðèðóþùèìè êëåòêàìè (ðèñ. 4, à), ÷òî
ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ëèáî ñ ãèáåëüþ îáðàáîòàííûõ êëå-
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Ðèñ. 3. Èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè ÑÊÝ ïðè âîçäåéñòâèè H2O2 â ñóáëåòàëüíîé êîíöåíòðàöèè (200 ìêÌ) â òå÷åíèå 1 ÷.

à — ðàçâèòèå îêðàñêè SA-b-Gal ïîñëå îáðàáîòêè ÑÊÝ; á — äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ (FS) îò ðàçìåðà PI-îêðàøåííûõ êëåòîê â êîí-
òðîëå (êðèâàÿ 1) è ïîñëå îáðàáîòêè H2O2 (êðèâàÿ 2).

Ðèñ. 4. Êðèâûå ðîñòà êîíòðîëüíûõ (1) è îáðàáîòàííûõ H2O2 â êîíöåíòðàöèè 200 ìêÌ (2) ÑÊÝ (à) è ðàñïðåäåëåíèå ýòèõ êëåòîê ïî
ôàçàì êëåòî÷íîãî öèêëà (á, â).

á, â: ïî âåðòèêàëè — äîëÿ êëåòîê (%) â ðàçíûõ ôàçàõ êëåòî÷íîãî öèêëà.



òîê, ëèáî ñ áëîêîì êëåòî÷íîãî öèêëà. Ïîñêîëüêó ìû íà-
áëþäàëè ëèøü íåçíà÷èòåëüíóþ ãèáåëü ïðè îáðàáîòêå
êëåòîê Í2Î2 â êîíöåíòðàöèè 200 ìêÌ (ðèñ. 1), äàëåå ïðî-
àíàëèçèðîâàëè ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî öèê-
ëà. Êàê âèäíî íà ðèñ. 4, á, äåéñòâèå Í2Î2 âûçûâàåò äëè-
òåëüíóþ îñòàíîâêó êëåòî÷íîãî öèêëà âî âñåõ ôàçàõ ÑÊÝ
â îòëè÷èå îò êîíòðîëüíûõ êëåòîê. Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ íå-
îáðàòèìîñòè ïîòåðè ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà îñòà-
íîâëåííûå êëåòêè ïåðåñåâàëè è äîïîëíèòåëüíî êóëüòèâè-
ðîâàëè â òå÷åíèå 3 ñóò. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 4, â, ïåðåñå-
ÿííûå êëåòêè ïî-ïðåæíåìó íàõîäÿòñÿ â ñîñòîÿíèè àðåñòà
è èìåþò òàêîå æå ðàñïðåäåëåíèå ïî ôàçàì êëåòî÷íîãî
öèêëà, êàê è äî ïåðåñåâà. Òàêèì îáðàçîì, Í2Î2-èíäóöèðî-
âàííîå ñòàðåíèå ÑÊÝ, êàê è ôèáðîáëàñòîâ, ðàçâèâàåòñÿ

âñëåäñòâèå íåîáðàòèìîé îñòàíîâêè ïðîëèôåðàöèè êëå-
òîê.

Ïðåæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå, âûçâàííîå Í2Î2, â ìåçåí-
õèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ êîñòíîãî ìîçãà ÷åëîâåêà ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ óñèëåíèåì ñèíòåçà áåëêà ð21Waf1/Cip1 (Brandl
et al., 2011; Kim et al., 2011). Ïîâûøåííûé óðîâåíü ýòîãî
áåëêà ìîæåò îïîñðåäîâàòü áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà â ðåçóëü-
òàòå ïîäàâëåíèÿ àêòèâíîñòè öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç,
ñïîñîáñòâóþùèõ ïðîõîæäåíèþ êëåòîê ïî ôàçàì öèêëà
(Chen et al., 1998; Toussaint et al., 2000). Äëÿ âûÿñíåíèÿ
âîçìîæíîãî ó÷àñòèÿ ð21Waf1/Cip1 â ðåãóëÿöèè ïðåæäåâðå-
ìåííîãî ñòàðåíèÿ ÑÊÝ ìû îïðåäåëèëè êîëè÷åñòâî ýòîãî
áåëêà è óðîâåíü ýêñïðåññèè åãî ãåíà. Í2Î2 â êîíöåíò-
ðàöèè 200 ìêÌ óæå ÷åðåç 7 ÷ ïîñëå îáðàáîòêè âûçûâàåò
çíà÷èòåëüíîå óâåëè÷åíèå óðîâíåé ìÐÍÊ è áåëêà
ð21Waf1/Cip1 (ðèñ. 5, á è à). Ìàêñèìàëüíîå íàêîïëåíèå áåëêà
ð21Waf1/Cip1 íàáëþäàëè ÷åðåç 7 ÷, óðîâåíü êîòîðîãî ÷åðåç
2 ñóò çíà÷èòåëüíî ñíèæàëñÿ, íî íå äî êîíòðîëüíîãî çíà-
÷åíèÿ. Íåñìîòðÿ íà ñíèæåíèå óðîâíÿ áåëêà ð21Waf1/Cip1,
îñòàíîâëåííûå êëåòêè íå ìîãëè âîçîáíîâèòü ïðîëèôåðà-
öèþ (ðèñ. 4, à) è èìåëè ìîðôîëîãèþ, õàðàêòåðíóþ äëÿ
ñòàðûõ êëåòîê (ðèñ. 3, à). Ýòè äàííûå äåìîíñòðèðóþò,
÷òî ïîâûøåíèå óðîâíÿ ýêñïðåññèè ð21Waf1/Cip1 íåîáõîäèìî
äëÿ çàïóñêà ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ â ÑÊÝ â îòâåò íà
îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ.

Â íàøèõ ïðåäâàðèòåëüíûõ ýêñïåðèìåíòàõ áûëî ïîêà-
çàíî, ÷òî Í2Î2 â ñóáëåòàëüíûõ êîíöåíòðàöèÿõ, â òîì ÷èñ-
ëå 200 ìêÌ, èíäóöèðîâàëà àïîïòîç â ÝÑÊ. Ó÷èòûâàÿ çà-
âèñèìîñòü æèçíåñïîñîáíîñòè ýòèõ êëåòîê îò äîçû Í2Î2

(ðèñ. 1), ëîãè÷íî áûëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî è ïðè áîëåå âû-
ñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ÝÑÊ áóäóò ïîãèáàòü ïóòåì àïîïòî-
çà. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ ìû îöåíèëè öèòî-
òîêñè÷åñêîå âëèÿíèå Í2Î2 â êîíöåíòðàöèè 500 ìêÌ íà
õàðàêòåð ãèáåëè ÝÑÊ. Äëÿ äåòåêöèè àïîïòîçà èñïîëüçî-
âàëè äâîéíîå îêðàøèâàíèå êëåòîê ñ ïîìîùüþ àííåêñè-
íàV è PI. Îêàçàëîñü, ÷òî â ïîïóëÿöèè ÝÑÊ, îáðàáîòàí-
íûõ 500 ìêÌ Í2Î2, ïðîèñõîäÿò áûñòðîå (÷åðåç 5 ÷) óâåëè-
÷åíèå äî 40 % ÷èñëà ðàííåàïîïòîòè÷åñêèõ êëåòîê (AnV+)
è îäíîâðåìåííîå ñíèæåíèå äîëè æèâûõ êëåòîê äî 47.2 %.
Ïðè ýòîì â êîíòðîëå ñîõðàíÿëîñü 84.7 % æèâûõ êëåòîê
(ðèñ. 6). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî â êîíòðîëüíûõ ÝÑÊ íà-
áëþäàëè îòíîñèòåëüíî âûñîêèé óðîâåíü ñïîíòàííîãî
àïîïòîçà (5.6 % AnV+-êëåòîê), ÷òî õàðàêòåðíî äëÿ ÝÑÊ
(Qin et al., 2007).
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Ðèñ. 5. Äèíàìèêà èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ áåëêà (à) è ìÐÍÊ (á)
ãåíà p21Waf1/Cip1 â êîíòðîëüíûõ è H2O2-îáðàáîòàííûõ ÑÊÝ.

Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ðàâíîìåðíîñòè íàíåñåíèÿ èñïîëüçîâàëè GAPDH è
áåòà-àêòèí.

Ðèñ. 6. Ðàñïðåäåëåíèå ÝÑÊ, ìå÷åííûõ AnV/FITC è PI, ïîñëå äåéñòâèÿ H2O2 â êîíöåíòðàöèè 500 ìêÌ.

Âèäíî, ÷òî ïðè äåéñòâèè H2O2 óâåëè÷èâàåòñÿ äîëÿ ðàííåàïîïòîòè÷åñêèõ (AnV+) êëåòîê (ïðàâûé íèæíèé êâàäðàò).



Íà ñëåäóþùåì ýòàïå èññëåäîâàíèé ìû ïðîâåðèëè,
ìîãóò ëè âûñîêèå êîíöåíòðàöèè Í2Î2 âûçûâàòü àïîïòîç â
ÑÊÝ â íàøèõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ. Êàê âèäíî íà
ðèñ. 7 (âåðõíÿÿ ïàíåëü), ïîñëå îáðàáîòêè êëåòîê 900 ìêÌ
Í2Î2 ÷åðåç 24 ÷ íàáëþäàåòñÿ ëèøü íåáîëüøîå óâåëè÷å-
íèå (äî 4.3 %) ÷èñëà AnV+-êëåòîê, êîòîðîå ïî÷òè íå èçìå-
íÿåòñÿ ÷åðåç 48 ÷, òîãäà êàê äîëÿ AnV+/PI+-êëåòîê çàìåòíî
âîçðàñòàåò (23.2 % ïðîòèâ 5.8 % â êîíòðîëå). Ýòè äàííûå
ïîçâîëÿþò ãîâîðèòü î íàëè÷èè ìåäëåííî ðàçâèâàþùåãîñÿ
àïîïòîçà â ÑÊÝ. Êàê ìû è îæèäàëè, Í2Î2 â áîëåå âûñîêîé
êîíöåíòðàöèè (3 ìÌ) òàêæå âûçûâàëà àïîïòîç ÑÊÝ, íî
çíà÷èòåëüíî áîëåå ñèëüíûé è áûñòðûé: óæå ÷åðåç 24 ÷

äîëÿ AnV+-êëåòîê óâåëè÷èëàñü äî 11.5 %, òîãäà êàê äîëÿ
AnV+/PI+-êëåòîê — äî 79.1 % (ðèñ. 7). Äëÿ âûÿñíåíèÿ ìå-
õàíèçìà Í2Î2-èíäóöèðîâàííîé ãèáåëè ÑÊÝ è ÝÑÊ îïðå-
äåëÿëè àêòèâíîñòü êàñïàçû-3 ìåòîäîì Âåñòåðí-áëîòèíãà.
Â Í2Î2-îáðàáîòàííûõ ÝÑÊ ÷åðåç 4 ÷ äåòåêòèðîâàëè ìàê-
ñèìàëüíûé óðîâåíü àêòèâíîé (ðàñùåïëåííîé) êàñïàçû-3,
êîòîðûé óìåíüøàëñÿ äî êîíòðîëüíîãî çíà÷åíèÿ ÷åðåç
24 ÷ (ðèñ. 8). Â ñâîþ î÷åðåäü, â ÑÊÝ ëèøü ÷åðåç 24 ÷ íà-
áëþäàëè ýêñïðåññèþ àêòèâíîé êàñïàçû-3 íà çàìåòíîì, íî
çíà÷èòåëüíî áîëåå íèçêîì, ÷åì â ÝÑÊ, óðîâíå. Òàêèì îá-
ðàçîì, äëÿ îáåèõ ëèíèé êëåòîê àêòèâàöèÿ êàñïàçû-3 ñîâ-
ïàäàåò ïî âðåìåíè ñ ïîÿâëåíèåì AnV+-êëåòîê. Ïîëó÷åí-
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Ðèñ. 7. Ðàñïðåäåëåíèå ÝÑÊ, ìå÷åííûõ AnV/FITC è PI, ïîñëå äåéñòâèÿ H2O2 â êîíöåíòðàöèè 900 ìêÌ èëè 3 ìÌ.

Ðèñ. 8. Âûÿâëåíèå êàñïàçû-3 â ëèçàòàõ ÑÊÝ è ÝÑÊ ïîñëå äåéñòâèÿ H2O2.

Èììóíîáëîòèíã ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ïðîòèâ àêòèâíîé (ðàñùåïëåííîé ïî àñïàðàãèíó 175) êàñïàçû-3. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ðàâíîìåð-
íîñòè íàíåñåíèÿ áåëêà èñïîëüçîâàëè GAPDH.



íûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëàãàòü âîâëå÷åíèå êàñ-
ïàçû-3 â Í2Î2-èíäóöèðîâàííûé àïîïòîç êàê â ÝÑÊ, òàê è
â ÑÊÝ.

Îáñóæäåíèå

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû ïðîâåëè ñðàâíèòåëüíûé àíà-
ëèç ñïåöèôè÷åñêèõ îòâåòîâ íà îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ
ÝÑÊ è ÑÊÝ. Ïðèíèìàÿ âî âíèìàíèå ïðîòèâîðå÷èâîñòü
ëèòåðàòóðíûõ äàííûõ î õàðàêòåðå îòâåòà ñòâîëîâûõ êëå-
òîê ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ íà ñòðåññ, à òàêæå îòñóòñòâèå
ñâåäåíèé î õàðàêòåðå ïîâåäåíèÿ ÑÊÝ â óñëîâèÿõ îêèñ-
ëèòåëüíîãî ñòðåññà, òàêîå èññëåäîâàíèå ïðåäñòàâëÿëîñü
âåñüìà àêòóàëüíûì.

Íåñìîòðÿ íà ðàñòóùåå ÷èñëî ðàáîò (Chen et al., 2006;
Valle-Prieto, Conget, 2010; Brandl et al., 2011), äåìîíñòðè-
ðóþùèõ âûñîêóþ óñòîé÷èâîñòü ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåñ-
ñó ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà èç ðàçíûõ
èñòî÷íèêîâ, ïðÿìîå ñðàâíåíèå ðåçóëüòàòîâ, ïðåäñòàâëåí-
íûõ ðàçëè÷íûìè àâòîðàìè, ÷àñòî çàòðóäíåíî èç-çà ðàç-
íûõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ óñëîâèé è ïîäõîäîâ. Ê òîìó æå
èçó÷åíèå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ïî ðÿäó ïðè÷èí îêàçû-
âàåòñÿ äîâîëüíî ñëîæíûì. Â òîì ñëó÷àå, êîãäà îêèñëèòåëü-
íûé ñòðåññ ìîäåëèðóåòñÿ äåéñòâèåì ýêçîãåííîé Í2Î2, íà
óñòîé÷èâîñòü êëåòîê âëèÿåò áîëüøîå ÷èñëî ôàêòîðîâ, êî-
òîðûå ñëåäóåò ó÷èòûâàòü: êîíöåíòðàöèÿ è îáúåì ðàñòâî-
ðà Í2Î2, äëèòåëüíîñòü îáðàáîòêè, óðîâåíü ìåòàáîëèçìà
Í2Î2, ñïåöèôè÷íûé äëÿ êàæäîãî òèïà êëåòîê. Êàê ïîêà-
çûâàåò àíàëèç ëèòåðàòóðû, äëÿ áîëüøèíñòâà ðàáîò ïî
îöåíêå öèòîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà Í2Î2 íà êëåòêè õàðàê-
òåðíî èñïîëüçîâàíèå ìîëÿðíîé êîíöåíòðàöèè Í2Î2. Îä-
íàêî äëÿ áîëåå êîððåêòíîé è àäåêâàòíîé îöåíêè öèòîòîê-
ñè÷íîñòè áûëî ïðåäëîæåíî èñïîëüçîâàòü óäåëüíîå êîëè-
÷åñòâî Í2Î2, èçìåðÿåìîå â ïèêîìîëÿõ íà 1 êëåòêó
(ïìîëü/êë.; Spitz et al., 1987; Wiese et al., 1995; Chen et al.,
2000); òàêîé ïîäõîä ìû ïðèìåíèëè è â íàøåé ðàáîòå.

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè íåïðåðûâíîì
äåéñòâèè Í2Î2 â òå÷åíèå 24 ÷ óñòîé÷èâîñòü ÑÊÝ áûëà â 3
ðàçà âûøå, ÷åì ó ýìáðèîíàëüíûõ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà
(Áóðîâà è äð., 2012). Â ðàìêàõ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ
ìû ñðàâíèëè ÷óâñòâèòåëüíîñòü òðåõ ëèíèé êëåòîê —
ÝÑÊ, ôèáðîáëàñòîâ è ÑÊÝ — â óñëîâèÿõ îáðàáîòêè Í2Î2

â òå÷åíèå 1 ÷. Êàê è â ïðåäûäóùåé ðàáîòå, ÑÊÝ îêàçàëèñü
ãîðàçäî áîëåå óñòîé÷èâûìè ê äåéñòâèþ Í2Î2 ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ôèáðîáëàñòàìè. Ýòî ñëåäóåò èç äèàïàçîíîâ çíà÷å-
íèé LD50, ñîñòàâëÿþùèõ 1.8—2.1, 3.5—4.0 è 15.0—
17.5 ïìîëü/êë. äëÿ ÝÑÊ, ôèáðîáëàñòîâ è ÑÊÝ ñîîòâåòñò-
âåííî. Ïî íàøèì ïðåäâàðèòåëüíûì äàííûì, â Í2Î2-îáðà-
áîòàííûõ ÑÊÝ ïîâûøåí óðîâåíü ôåðìåíòîâ àíòèîêñè-
äàíòíîé çàùèòû, òàêèõ êàê ñóïåðîêñèääèñìóòàçà, êàòàëà-
çà è ãëóòàòèîíïåðîêñèäàçà, ÷òî ìîæåò áûòü îäíîé èç
îñíîâíûõ ïðè÷èí òîëåðàíòíîñòè ÑÊÝ ê ñòðåññó. Ýòè íà-
áëþäåíèÿ õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ ñîîáùåíèÿìè î âûñîêîé
óñòîé÷èâîñòè ê îêèñëèòåëüíîìó ñòðåññó ìåçåíõèìíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê ñïèííîãî ìîçãà ÷åëîâåêà, êîòîðàÿ áûëà
ñâÿçàíà ñ âûñîêèì áàçàëüíûì óðîâíåì àíòèîêñèäàíòíîé
çàùèòû êëåòîê (Valle-Prieto, Conget, 2010; Brandl et al.,
2011). Â òî æå âðåìÿ îòíîñèòåëüíî âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëü-
íîñòü ê äåéñòâèþ Í2Î2 ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
÷åëîâåêà èç ïóïîâèííîé êðîâè êîððåëèðîâàëà ñ íèçêèìè
óðîâíÿìè àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ àíòèîêñèäàíòíîé çàùè-
òû (Ko et al., 2012).

Ìû ïîêàçàëè, ÷òî ÝÑÊ ÷ðåçâû÷àéíî ÷óâñòâèòåëüíû ê
äåéñòâèþ Í2Î2, êîòîðàÿ èíäóöèðîâàëà â êëåòêàõ íàñòîëü-

êî ñèëüíûé àïîïòîç, ÷òî óæå ÷åðåç 4 ÷ ïîñëå ñòðåññà äîëÿ
AnV+-êëåòîê âîçðàñòàëà ïî÷òè â 7 ðàç. Òåì íå ìåíåå ïîñ-
ëå ýëèìèíàöèè òàêèì ïóòåì ïîâðåæäåííûõ êëåòîê â ïî-
ïóëÿöèè ÝÑÊ ÷åðåç 48 ÷ âîçîáíîâëÿëàñü íîðìàëüíàÿ ïðî-
ëèôåðàöèÿ. Ýòè íàáëþäåíèÿ ñîãëàñóþòñÿ ñ õîðîøî èçâå-
ñòíûìè ôàêòàìè î çíà÷èòåëüíîé ñêëîííîñòè ÝÑÊ ê
àïîïòîçó ïðè óâåëè÷åíèè òåìïåðàòóðû (Alekseenko et al.,
2012), à òàêæå ïðè äåéñòâèè àãåíòîâ, ïîâðåæäàþùèõ
ÄÍÊ, òàêèõ êàê èîíèçèðóþùàÿ ðàäèàöèÿ (Filion et al.,
2009; Luo et al., 2012) èëè ýòîïîçèä (Grandela et al., 2007).
Ïðåäïîëàãàþò, ÷òî â ÝÑÊ äëÿ ïîääåðæàíèÿ ãåíîìíîé
ñòàáèëüíîñòè äîëæíû áûòü õîðîøî ðàçâèòû ìåõàíèçìû,
îáåñïå÷èâàþùèå ðåïàðàöèþ ÄÍÊ è (èëè) ýëèìèíàöèþ
ïîâðåæäåííûõ êëåòîê èç ïîïóëÿöèè. Êàê áûëî îáíàðó-
æåíî, âûñîêàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ÝÑÊ ê ðàçëè÷íûì ñòðåñ-
ñîâûì âîçäåéñòâèÿì êîððåëèðóåò ñ áîëåå ýôôåêòèâíîé
ðàáîòîé ñèñòåì ðåïàðàöèè ÄÍÊ, ÷åì â ñîìàòè÷åñêèõ
êëåòêàõ (Maynard et al., 2008; Luo et al., 2012). Íàøè ðå-
çóëüòàòû, äåìîíñòðèðóþùèå áûñòðóþ è ìàññîâóþ ãèáåëü
ÝÑÊ â îòâåò íà äåéñòâèå Í2Î2, ñâèäåòåëüñòâóþò â ïîëüçó
òîãî, ÷òî Í2Î2-èíäóöèðîâàííûé àïîïòîç ñëóæèò çàùèò-
íûì ìåõàíèçìîì îò ñòðåññà, áëàãîäàðÿ êîòîðîìó ïîâðåæ-
äåííûå êëåòêè ýôôåêòèâíî ýëèìèíèðóþòñÿ èç êëåòî÷íîé
ïîïóëÿöèè ñ öåëüþ ñîõðàíåíèÿ ãåíîìíîé ñòàáèëüíîñòè
ÝÑÊ (Stambrook, Tichy, 2010).

Ñîâåðøåííî äðóãàÿ ñèòóàöèÿ õàðàêòåðíà äëÿ ÑÊÝ: â
ñîîòâåòñòâèè ñ âûñîêîé óñòîé÷èâîñòüþ ýòèõ êëåòîê ê
òîêñè÷åñêîìó äåéñòâèþ Í2Î2 àïîïòîç ìåäëåííî ðàçâè-
âàëñÿ ëèøü ïðè äåéñòâèè âûñîêèõ êîíöåíòðàöèé Í2Î2.
Òàê, ïðè äåéñòâèè 900 ìêÌ Í2Î2 ìû äåòåêòèðîâàëè ïîâû-
øåííûé óðîâåíü àïîïòîçà â ÷àñòè ïîïóëÿöèè êëåòîê òîëü-
êî ÷åðåç 1 ñóò, â òî âðåìÿ êàê áîëüøàÿ ÷àñòü êëåòîê ïîñòå-
ïåííî âõîäèëà â ñîñòîÿíèå èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ.
Ïðè áîëåå âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ Í2Î2 (3 ìÌ) àïîïòîç
ñòàíîâèëñÿ ïðåèìóùåñòâåííûì îòâåòîì ÑÊÝ íà ñòðåññ.
Çàâèñèìîñòü ãèáåëè ïîâðåæäåííûõ ïðè îêèñëèòåëüíîì
ñòðåññå êëåòîê (ÝÑÊ è ÑÊÝ) îò àêòèâíîñòè êàñïàçû-3, íå-
ñìîòðÿ íà ðàçëè÷íóþ äèíàìèêó àêòèâàöèè ýòîé ýôôåê-
òîðíîé êàñïàçû, ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî îñíîâíûå
÷åðòû àïîïòîçà ñõîäíû â îáîèõ òèïàõ ñòâîëîâûõ êëåòîê,
îäíàêî äëÿ äåòàëüíîãî âûÿñíåíèÿ ìåõàíèçìà íåîáõîäè-
ìû äàëüíåéøèå èññëåäîâàíèÿ.

Íàèáîëåå èíòåðåñíàÿ íàõîäêà íàøåé ðàáîòû çàêëþ-
÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ÑÊÝ ïîäîáíî ôèáðîáëàñòàì ìîãóò ïîä-
âåðãàòüñÿ èíäóöèðîâàííîìó ïðåæäåâðåìåííîìó ñòàðå-
íèþ â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Ïðîöåññ ñòàðå-
íèÿ â îòâåò íà äåéñòâèå Í2Î2 â ñóáëåòàëüíûõ äîçàõ
ðàçâèâàëñÿ â ïîïóëÿöèè ÑÊÝ ïîñòåïåííî è õàðàêòåðèçî-
âàëñÿ ñóùåñòâåííûì óñèëåíèåì ýêñïðåññèè ãåíà èíãèáè-
òîðà öèêëèíçàâèñèìûõ êèíàç ð21Waf1/Cip1 è óâåëè÷åíèåì
ñèíòåçà åãî áåëêà, íåîáðàòèìûì áëîêîì êëåòî÷íîãî öèê-
ëà è ïîäàâëåíèåì ïðîëèôåðàöèè, ãèïåðòðîôèåé êëåòîê è
ïîÿâëåíèåì àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçè-
äàçíîé àêòèâíîñòè.

Ïðîáëåìà ñòàðåíèÿ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
÷åëîâåêà âûçûâàåò îñîáûé èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé â òå-
÷åíèå ïîñëåäíèõ íåñêîëüêèõ ëåò. Îäíàêî ñ 2009 ã., êîãäà
â ëèòåðàòóðå âïåðâûå áûë îïèñàí ôåíîìåí èíäóöèðîâàí-
íîãî ñòðåññîì ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ìåçåíõèìíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê, ïîÿâèëîñü ëèøü íåñêîëüêî ñîîáùåíèé
î ñòàðåíèè â ðåçóëüòàòå îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ñòâîëî-
âûõ êëåòîê ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûõ èç êîñòíîãî ìîçãà
(Brandl et al., 2011; Kim et al., 2011) è ïóïîâèííîé êðîâè
(Ko et al., 2012). Â îòëè÷èå îò óïîìÿíóòûõ êëåòîê, èíâà-
çèâíîå ïîëó÷åíèå êîòîðûõ ñâÿçàíî ñ îïðåäåëåííûì ðèñ-
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êîì äëÿ ïàöèåíòà, ÑÊÝ äàþò óíèêàëüíóþ âîçìîæíîñòü
èçó÷åíèÿ ìåõàíèçìà Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ â
êëåòêàõ ÷åëîâåêà, ïîëó÷åííûõ ïðîñòûì íåèíâàçèâíûì
ìåòîäîì (Çåìåëüêî è äð., 2011). Îòìåòèì, ÷òî õîòÿ îñíîâ-
íûå ïðèçíàêè ïðîöåññà ñòàðåíèÿ â ìåçåíõèìíûõ êëåòêàõ
ðàçíîãî ïðîèñõîæäåíèÿ áûëè ïîõîæè, äèíàìèêà àêêóìó-
ëÿöèè ð21Waf1/Cip1 è óìåíüøåíèÿ ñêîðîñòè ïðîëèôåðàöèè
êëåòîê ñóùåñòâåííûì îáðàçîì ðàçëè÷àëàñü â çàâèñèìî-
ñòè îò êëåòî÷íîãî êîíòåêñòà (Brandl et al., 2011; Kim et al.,
2011). Ðåçóëüòàòû íàøåãî èññëåäîâàíèÿ â ñîâîêóïíîñòè ñ
èçâåñòíûìè äàííûìè ëèòåðàòóðû ïîçâîëÿþò ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî èíäóêöèÿ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ÿâëÿåòñÿ
îáùèì ôèçèîëîãè÷åñêèì îòâåòîì íà ñòðåññ ìåçåíõèìíûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê ëþáîãî ïðîèñõîæäåíèÿ. Ìîæíî ïîëà-
ãàòü, ÷òî âçðîñëûå ñòâîëîâûå êëåòêè ìåçåíõèìíîé ïðèðî-
äû èìåííî òàêèì îáðàçîì çàùèùàþò ñåáÿ îò ðàçëè÷íûõ
ïîâðåæäàþùèõ âîçäåéñòâèé, ÷òîáû èçáåæàòü çëîêà÷åñò-
âåííîé òðàíñôîðìàöèè.

Òàêèì îáðàçîì, ïîëó÷åííûå äàííûå äîêàçûâàþò, ÷òî
ïðèíöèïèàëüíî ðàçíûå îòâåòû ÑÊÝ è ÝÑÊ íà îêèñëèòå-
ëüíûé ñòðåññ ðåãóëèðóþòñÿ ðàçëè÷íûìè âíóòðèêëåòî÷-
íûìè ìåõàíèçìàìè: ÝÑÊ ïîñëå âîçäåéñòâèÿ Í2Î2 áûñòðî
ýëèìèíèðóþò ïîâðåæäåííûå êëåòêè ÷åðåç àïîïòîç, òîãäà
êàê ÑÊÝ àíàëîãè÷íî ôèáðîáëàñòàì ïðè ñóáëåòàëüíûõ
êîíöåíòðàöèÿõ Í2Î2 ïîäâåðãàþòñÿ ïðåæäåâðåìåííîìó
ñòàðåíèþ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðî-
åêò 11-04-01581-à).
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DIFFERENCES IN DEFENSE MECHANISMS AGAINST OXIDATIVE STRESS

IN BOTH HUMAN EMBRYONIC AND ENDOMETRIUM-DERIVED MESENCHYMAL STEM CELLS

A. V. Borodkina,1 A. N. Shatrova, N. A. Pugovkina, V. I. Zemelko,
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Oxidative stress has been shown to induce either apoptosis or stress-induced premature senescence (SIPS)
in different cell types. At present, it is generally accepted that stem cells have high resistance to oxidative
stress; however data reported by various authors are controversial. In this study, we investigated stress respon-
ses of human embryonic stem cells (hESC) and human mesenchymal stem cells (hMESC) derived from desqua-
mated endometrium to hydrogen peroxide (H2O2). Cell viability was evaluated by MTT assay. LD50 were deter-
mined as 300—350, 350—400 and 600—700 mM for hESC, human embryonic fibroblasts and hMESC, respec-
tively. Thus, among the cell lines studied, hMESC demonstrated the most resistance to increased H2O2

concentration. We have found for the first time that sub-lethal doses of H2O2 induce premature senescence phe-
notype in hMESC, like in HEF, which is characterized by increased expression of cyclin-dependent kinase inhi-
bitor p21Waf1/Cip1, an irreversible cell cycle arrest, the permanent loss of proliferative potential, cell hypertrophy
and SA-b-Ga1 staining. While a sub-lethal H2O2 dose (200 mM) promoted in hMESC only SIPS, the higher
H2O2 doses induced also apoptosis in the part of the cell population. On the contrary, in hESC, H2O2 regardless
of the doses tested (from 50 to 500 mM) triggered apoptosis, that was the only pronounced response of these
cells to oxidative damage. The data obtained demonstrate that stem cells of various origins under oxidative
stress utilize the different defense mechanisms: hESC rapidly eliminate damaged cells through apoptosis, whe-
reas hMESC may enter SIPS.
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