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Ìîäóëÿöèÿ ôåíîòèïè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ ñòàðåíèÿ ñòâîëîâûõ ýíäîìåòðèàëüíûõ êëåòîê

Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ òêàíåñïåöèôè÷íûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê íåîáõîäè-
ìî áëîêèðîâàòü àêòèâíîñòü ñèãíàëüíûõ ïóòåé, ó÷àñòâóþùèõ â ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ. Â ðàáî-
òå èçó÷àëè ýôôåêòû ïåðìàíåíòíîãî èíãèáèðîâàíèÿ PI3K/Àkt/mTOR- è ERK-çàâèñèìûõ ïóòåé â êîíòåê-
ñòå âîññòàíîâëåíèÿ ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà è ìîäóëÿöèè ôåíîòèïà Í2Î2-îáðàáîòàííûõ ìåçåí-
õèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâåêà (ýÌÑÊ). Èíãèáèòîðíûé àíàëèç ïðîâîäèëè ñ
èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ ôàðìàêîëîãè÷åñêèõ èíãèáèòîðîâ êîìïëåêñà mTORÑ1, ÌÅÊ/ERK è
PI3K/Akt (ðàïàìèöèíà, U0126 è LY294002 ñîîòâåòñòâåííî). Ïîêàçàíî, ÷òî âñå èíãèáèòîðû ñïîñîáíû èç-
ìåíÿòü ñâîéñòâåííûå ñòàðûì êëåòêàì ôåíîòèïè÷åñêèå ïðèçíàêè, âêëþ÷àÿ ãèïåðòðîôèþ êëåòîê è óâåëè-
÷åííóþ àêòèâíîñòü b-ãàëàêòîçèäàçû, àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì (SA-b-Gal), à òàêæå ïîäàâëÿòü ãå-
íåðàöèþ âíóòðèêëåòî÷íûõ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ). Ðàïàìèöèí è LY294002 ýôôåêòèâíî ïðå-
ïÿòñòâîâàëè ãèïåðòðîôèè êëåòîê è ïîâûøåíèþ àêòèâíîñòè SA-b-Gal. Èíãèáèòîð U0126 ïî-ðàçíîìó
âëèÿë íà ôåíîòèïè÷åñêèå ïðèçíàêè ñòàðåíèÿ: ïðåïÿòñòâîâàë óâåëè÷åíèþ àêòèâíîñòè SA-b-Gal, íî íå
ïðåäîòâðàùàë ðàçâèòèÿ ãèïåðòðîôèè êëåòîê. Ýòè ðåçóëüòàòû ïðåäïîëàãàþò äîìèíèðóþùóþ ðîëü
PI3K/Akt/mTOR-ïóòè â êîíòðîëå íàä èçìåíåíèåì ôåíîòèïà ñòàðåíèÿ. Îáíàðóæåíî, ÷òî íè îäèí èç èíãè-
áèòîðîâ íå ïðåäîòâðàùàë Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî àðåñòà êëåòî÷íîãî öèêëà, êîòîðûé èìåë ïðîëîíãèðî-
âàííûé è íåîáðàòèìûé õàðàêòåð. Â ñòàðûõ êëåòêàõ ñóùåñòâóåò ñëîæíàÿ ñèñòåìà âçàèìíîé ðåãóëÿöèè
mTOR è ÌÀÐ-êèíàç: ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè êèíàç ð38 èëè ERK1/2 íå èçìåíÿëî ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâ-
íîñòè mTORÑ1-ïóòè, òîãäà êàê èíãèáèðîâàíèå ïîñëåäíåãî âûçûâàëî ñèëüíóþ àêòèâàöèþ êîìïîíåíòîâ
Raf/MEK/ERK/p90RSK, íî íå âëèÿëî íà p38/ÌK-2/Rb. Ñëåäîâàòåëüíî, mTORÑ1 ÿâëÿåòñÿ íåãàòèâíûì
ðåãóëÿòîðîì ERK-, íî íå ð38-çàâèñèìîãî ÌÀÐ-êèíàçíîãî ïóòè â ñòàðûõ ýÌÑÊ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: mTOR, MAP-êèíàçû, ðàïàìèöèí, ñòâîëîâûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ, ïðåæäåâðå-
ìåííîå ñòàðåíèå, îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ýÌÑÊ — ýíäîìåòðèàëüíûå ìå-
çåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà, 4E-BP1 — ñâÿçûâàþùèé áåëîê 1 ýóêàðèîòè÷åñêîãî ôàêòîðà
èíèöèàöèè òðàíñëÿöèè 4Å, ÌÀÐÊÀÐÊ-2 (èëè ÌÊ-2) — ïðîòåèíêèíàçà 2, àêòèâèðóåìàÿ ÌÀÐ-êèíàçîé,
PI3K — ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3 êèíàçà, PIP3 — ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3,4,5-òðèôîñôàò, RSK — p90-êè-
íàçà ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà S6, SA-b-Gal — b-ãàëàêòîçèäàçà, àññîöèèðîâàííàÿ ñ êëåòî÷íûì ñòàðåíèåì
(Senescence-Associated b-Galactosidase), S6K1 — ð70-êèíàçà 1 ðèáîñîìàëüíîãî áåëêà S6, SASP — àññî-
öèèðîâàííûé ñî ñòàðåíèåì ñåêðåòîðíûé ôåíîòèï (Senescence Associated Secretory Phenotype).

Â ïîñëåäíåå äåñÿòèëåòèå èñïîëüçîâàíèå ñòâîëîâûõ
êëåòîê ñòàëî îäíèì èç ïðèîðèòåòíûõ íàïðàâëåíèé ðàçâè-
òèÿ ñîâðåìåííîé ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíû. Íåñìîòðÿ íà
ìíîãîîáåùàþùèå ðåçóëüòàòû äîêëèíè÷åñêèõ è êëèíè÷å-
ñêèõ èññëåäîâàíèé, äî ñèõ ïîð îñòàåòñÿ ìíîãî âîïðîñîâ
îòíîñèòåëüíî ìåõàíèçìîâ ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ñòâîëîâûõ
êëåòîê ïðè òåðàïèè çàáîëåâàíèé, ñîïðîâîæäàþùèõñÿ ïî-
âûøåíèåì óðîâíÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ). Ïî-
çèòèâíóþ ðîëü â ëèêâèäàöèè «áåëûõ ïÿòåí» ìîæåò ñûã-
ðàòü èñïîëüçîâàíèå ìåçåíõèìíûõ òêàíåñïåöèôè÷íûõ
ñòâîëîâûõ êëåòîê ÷åëîâåêà äëÿ ìîäåëèðîâàíèÿ ïàòîëîãè-

÷åñêèõ ïðîöåññîâ, ñâÿçàííûõ ñ îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì.
Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè (ÌÑÊ), âûäåëåííûå èç
ðàçíûõ èñòî÷íèêîâ, â óñëîâèÿõ ñóáëåòàëüíîãî îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà ïîäâåðãàþòñÿ íåîáðàòèìîìó ïðåæäå-
âðåìåííîìó ñòàðåíèþ (Brandl et al., 2011; Kim et al., 2011;
Ko et al., 2012; Burova et al., 2013; Turinetto et al., 2016).
Êëåòî÷íîå ñòàðåíèå îïðåäåëÿåòñÿ êàê ïåðìàíåíòíûé
àðåñò ïðîëèôåðàöèè ÷åðåç òóìîð-ñóïðåññîðíûå ïóòè è
õàðàêòåðèçóåòñÿ èçìåíåííîé ìîðôîëîãèåé è ìåòàáîëèç-
ìîì, à òàêæå ñåêðåòîðíûì ôåíîòèïîì, àññîöèèðîâàííûì
ñî ñòàðåíèåì (SASP), êîòîðûé óñêîðÿåò ñòàðåíèå îêðóæà-
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þùèõ êëåòîê áëàãîäàðÿ ïðîâîñïàëèòåëüíûì ñâîéñòâàì
(L*opez-Otin et al., 2013; Malaquin et al., 2016). Äëÿ ýôôåê-
òèâíîãî êëèíè÷åñêîãî èñïîëüçîâàíèÿ ÌÑÊ íåîáõîäèìî
ðàçðàáàòûâàòü ñòðàòåãèþ ïðåäîòâðàùåíèÿ èõ ïðåæäåâðå-
ìåííîãî ñòàðåíèÿ, êîòîðîå ñîïðîâîæäàåòñÿ óòðàòîé ñïî-
ñîáíîñòè ðåãåíåðèðîâàòü òêàíè è ìîæåò ðåàëüíî îñëîæ-
íèòü ïðîöåññ òðàíñïëàíòàöèè ðåöèïèåíòàì ñ âîçðàñòíû-
ìè ïàòîëîãèÿìè, õàðàêòåðèçóþùèìèñÿ ïîâûøåííûì
óðîâíåì ÀÔÊ. Áëîêèðîâàíèå àêòèâíîñòè ñèãíàëüíûõ ïó-
òåé, ó÷àñòâóþùèõ â ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû ñòàðåíèÿ,
ìîæíî ðàññìàòðèâàòü â êà÷åñòâå îäíîãî èç ïîäõîäîâ äëÿ
ðåøåíèÿ ýòîé ïðîáëåìû.

Êèíàçà mTOR (mammalian target of rapamycin), ýâî-
ëþöèîííî êîíñåðâàòèâíàÿ ñåðèíòðåîíèíîâàÿ êèíàçà, èí-
òåãðèðóåò ðàçëè÷íûå âíå- è âíóòðèêëåòî÷íûå ñèãíàëû,
âêëþ÷àÿ ðîñòîâûå ôàêòîðû, ýíåðãèþ, ïèòàòåëüíûå âåùå-
ñòâà, è êîîðäèíèðóåò îñíîâíûå ïðîöåññû â êëåòêå — ñèí-
òåç áåëêà, ïðîëèôåðàöèþ, äèôôåðåíöèðîâêó, ìèòîõîíä-
ðèàëüíóþ àêòèâíîñòü, ìåòàáîëèçì è àóòîôàãèþ (Sarbas-
sov et al., 2005a; Wullschleger et al., 2006; Ma, Blenis, 2009;
Russel et al., 2011; Laplante, Sabatini, 2012).

Êèíàçà mTOR ôóíêöèîíèðóåò êàê êàòàëèòè÷åñêàÿ
ñóáúåäèíèöà â äâóõ ðàçëè÷íûõ ìóëüòèáåëêîâûõ êîìï-
ëåêñàõ, êîòîðûå êîíòðîëèðóþò â êëåòêå ðàçíûå ïðîãðàì-
ìû (Loewith et al., 2002). ×óâñòâèòåëüíûé ê ðàïàìèöèíó
(Rapa) êîìïëåêñ mTORC1 õàðàêòåðèçóåòñÿ ðåãóëÿòîðíîé
ñóáúåäèíèöåé Raptor (regulatory associated protein of
mTOR) è êîíòðîëèðóåò ñèíòåç áåëêà (ðàçìåð êëåòîê) ÷å-
ðåç ôîñôîðèëèðîâàíèå ýôôåêòîðîâ — ðèáîñîìíîé êèíà-
çû ð70S6K è áåëêà 4E-BP1, èíãèáèòîðà ôàêòîðà èíèöèà-
öèè ýëîíãàöèè. Ýòî ôîñôîðèëèðîâàíèå ñòèìóëèðóåò
òðàíñëÿöèþ ìÐÍÊ, ïðîëèôåðàöèþ è êëåòî÷íûé ðîñò
(Sarbassov et al., 2005a). Rapa, àëëîñòåðè÷åñêèé èíãèáè-
òîð mTORC1, ñïîñîáåí ïî-ðàçíîìó èíãèáèðîâàòü S6K è
4E-BP1 â çàâèñèìîñòè îò òèïà êëåòîê (Choo et al., 2008;
Choo, Blenis, 2009). Rapa-óñòîé÷èâûé êîìïëåêñ mTORC2,
ñîäåðæàùèé â ñîñòàâå àäàïòîðíûé áåëîê Rictor (rapamy-
cin-insensitive companion of mTOR), ðåãóëèðóåò àêòèâ-
íîñòü êèíàçû Akt/PKB ôîñôîðèëèðîâàíèåì ïî Ser473,
êîòîðîå íàðÿäó ñ PDK1-çàâèñèìûì ôîñôîðèëèðîâàíè-
åì Òhr308 íåîáõîäèìî äëÿ ïîëíîé àêòèâàöèè êèíàçû
Akt/PKB (Sarbassov et al., 2005b). Èíòåðåñíî îòìåòèòü
òîò ôàêò, ÷òî Rapa, âûñîêîñïåöèôè÷íûé èíãèáèòîð
mTORC1, ïðè ïðîëîíãèðîâàííîé îáðàáîòêå êëåòîê ìî-
æåò òàêæå ïðåïÿòñòâîâàòü ñáîðêå êîìïëåêñà mTORC2 è
èíãèáèðîâàòü ôîñôîðèëèðîâàíèå Akt/PKB (Sarbassov
et al., 2006).

Êèíàçà mTOR îòíîñèòñÿ ê ñåìåéñòâó ïðîòåèíêèíàç,
ðîäñòâåííûõ ôîñôàòèäèëèíîçèòîë-3-êèíàçå (PI3K), è ÿâ-
ëÿåòñÿ èíòåãðàëüíûì êîìïîíåíòîì ñèãíàëüíîãî ïóòè
Ras/PI3K/Akt/mTOR. PI3K/Akt-çàâèñèìàÿ ðåãóëÿöèÿ àê-
òèâíîñòè mTORÑ1 ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñëîæíûé ìíîãî-
ñòóïåí÷àòûé ïðîöåññ, ïîäðîáíî îïèñàííûé â ðÿäå îáçî-
ðîâ (Hay, Sonenberg, 2004; Sarbassov et al., 2005à, 2005â;
Huang, Manning, 2009; Steelman et al., 2011; Çóáîâà è äð.,
2012). Â îáùåì, ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ìîëåêóëÿðíûõ ñî-
áûòèé ñëåäóþùàÿ: ñâÿçûâàíèå ðîñòîâûõ ôàêòîðîâ ñ ñîîò-
âåòñòâóþùèìè ìåìáðàííûìè òèðîçèíêèíàçàìè èíäóöè-
ðóåò àêòèâàöèþ PI3K ñ ïîñëåäóþùèì ôîñôîðèëèðîâàíè-
åì PIP2 ñ îáðàçîâàíèåì PIP3, êîòîðûé àêòèâèðóåò Akt.
Â ñâîþ î÷åðåäü ïîñëåäíèé àêòèâèðóåò mTORC1 çà ñ÷åò
èíàêòèâàöèè ïóòåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êîìïëåêñà áåëêîâ
TSC1/TSC2, ãëàâíîãî ðåïðåññîðà mTORC1. Áåëîê TSC2
(òóáåðèí) äåéñòâóåò êàê ñåíñîð àêòèâàöèè PI3K/Akt- è
ÌÀÐ-êèíàçíûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé, êîòîðûå ðåãóëèðóþò

ôóíêöèþ mTORC1 (Manning et al., 2002; Ma et al., 2005;
Martelli et al., 2010). Ïðè èçó÷åíèè ìåõàíèçìà àêòèâàöèè
mTORC1 ñëåäóåò ó÷èòûâàòü ñóùåñòâîâàíèå ïåòëè íåãà-
òèâíîé ðåãóëÿöèè mTORC1/S6K1, êîòîðàÿ îïåðèðóåò ïî
êðàéíåé ìåðå â äâóõ íàïðàâëåíèÿõ, ñóïðåññèðóÿ PI3K è
mTORC2 (Foster, Fingar, 2010; Julien et al., 2010).

Â ìíîãî÷èñëåííûõ ðàáîòàõ ïîñëåäíèõ ëåò óáåäèòåëü-
íî ïîêàçàíà êëþ÷åâàÿ ðîëü mTOR-ïóòè â ðåãóëÿöèè ïðî-
ãðàììû êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ (Russell et al., 2011; Laplan-
te, Sabatini, 2012; Campisi, 2013; Gharibi et al., 2014; Xu
et al., 2014). Â ïðîöåññå êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ, â òîì ÷èñëå
ñòðåññèíäóöèðîâàííîãî, ïðîèñõîäèò ìîäóëÿöèÿ àêòèâíî-
ñòè êèíàçû mTOR çà ñ÷åò âçàèìîäåéñòâèÿ ñ áåëêàìè ñèã-
íàëüíûõ êàñêàäîâ, àêòèâèðóåìûõ â ñòðåññîâûõ óñëîâèÿõ.
Òàê, äëÿ êëåòîê ìíîãèõ òèïîâ îïèñàí ìîëåêóëÿðíûé ìå-
õàíèçì âçàèìíîãî âëèÿíèÿ êîìïîíåíòîâ ñèãíàëüíûõ ïó-
òåé PI3K/Akt/mTOR è Ras/Raf/MEK/ERK äëÿ êîíòðîëÿ
àêòèâíîñòè êèíàçû mTOR è åå ýôôåêòîðîâ, êðèòè÷íûõ
äëÿ ñòàáèëüíîñòè ìÐÍÊ è áåëêîâîé òðàíñëÿöèè (Carrace-
do et al., 2008; Demidenko et al., 2009a; Martelli et al., 2010;
Mendoza et al., 2011; Steelman et al., 2011). Ïîýòîìó ïîëà-
ãàþò, ÷òî èíãèáèðîâàíèå êîìïîíåíòîâ ýòèõ ïóòåé ìîæåò
ñïîñîáñòâîâàòü ïðåäîòâðàùåíèþ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ.
Äåéñòâèòåëüíî, îáðàáîòêà êëåòîê èíãèáèòîðàìè MEK,
PI3K èëè mTOR ïðèâîäèëà ê ñóïðåññèè èëè ïðåïÿòñòâî-
âàëà èíäóêöèè ñòàðåíèÿ (Blagosklonny, 2009; Demidenko
et al., 2009b; Chappell et al., 2011; Gharibi et al., 2014).

Ìåçåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâå-
êà (ýÌÑÊ), òðàäèöèîííûé îáúåêò íàøåãî èññëåäîâàíèÿ, â
óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ïîäâåðãàþòñÿ íåîáðà-
òèìîìó ïðåæäåâðåìåííîìó ñòàðåíèþ (Burova et al.,
2013). Ïðè èíèöèàöèè ñòàðåíèÿ êëåòêè àêòèâèðóþò
ÀÒÌ/ð53/p21- è ÌÀÐ-êèíàçíûå ñèãíàëüíûå ïóòè, âêëþ-
÷àÿ ð38, JNK è ERK (Borodkina et al., 2014). Äëÿ ðåàëèçà-
öèè ïðîãðàììû Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ íåîáõî-
äèìà âçàèìíàÿ íåãàòèâíàÿ ðåãóëÿöèÿ ìåæäó ÌÀÐ-êèíàç-
íûìè è ð53-çàâèñèìûìè ïóòÿìè (Äåðÿáèí è äð., 2015).
Èñïîëüçóÿ èíãèáèòîðíûé àíàëèç, ìû ïîêàçàëè êëþ÷åâóþ
ðîëü ÀÒÌ/ð53/p21 è ð38 ÌÀÐK â èíäóêöèè ïðåæäå-
âðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ (Borodkina et al., 2014; Áî-
ðîäêèíà è äð., 2016). Âêëàä ERK1/2 ÌÀÐ-êèíàçû, êàê è
PI3K/Àkt/mTOR-êàñêàäà, â ïðîöåññ ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ
äî ñèõ ïîð â ëèòåðàòóðå íå îïèñàí. Öåëü íàñòîÿùåé ðà-
áîòû çàêëþ÷àëàñü â èçó÷åíèè ìîëåêóëÿðíîãî ìåõàíèçìà
Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ è îöåíêå ýôôåê-
òèâíîñòè èíãèáèðîâàíèÿ PI3K/Àkt/mTOR- è ERK-çàâèñè-
ìûõ ñèãíàëüíûõ ïóòåé äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ èõ ïðåæäå-
âðåìåííîãî ñòàðåíèÿ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ê ó ë ü ò è â è ð î â à í è å ê ë å ò î ê. Èñïîëüçîâàëè ñòâî-
ëîâûå êëåòêè ýíäîìåòðèÿ (ýÌÑÊ) ÷åëîâåêà ëèíèè 2304,
ïîëó÷åííûå ñîòðóäíèêàìè Îòäåëà âíóòðèêëåòî÷íîé ñèã-
íàëèçàöèè è òðàíñïîðòà (Èíñòèòóò öèòîëîãèè ÐÀÍ,
Ñàíêò-Ïåòåðáóðã). ýÌÑÊ âûäåëÿëè èç äåñêâàìèðîâàííî-
ãî ýíäîìåòðèÿ ìåíñòðóàëüíîé êðîâè îò çäîðîâûõ äîíî-
ðîâ (Çåìåëüêî è äð., 2011) è êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå
DMEM/F12 (Gibco, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 % ýìáðèîíà-
ëüíîé ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ), 1 % ãåíòàìèöèíà è
1 % ãëóòàìàêñà, â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °Ñ âî ôëàêî-
íàõ 25 èëè 75 ñì2. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè ðàññåâàëè â
ïëîòíîñòè 15 òûñ. êë./ñì2 íà ÷àøêè äèàìåòðîì 35 ìì; èñ-
ïîëüçîâàëè êëåòêè 6—9 ïàññàæåé.

Ìîäóëÿöèÿ ôåíîòèïè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ ñòàðåíèÿ ñòâîëîâûõ ýíäîìåòðèàëüíûõ êëåòîê 411



Î á ð à á î ò ê à ê ë å ò î ê. Îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ âûçû-
âàëè äîáàâëåíèåì â áåññûâîðîòî÷íóþ ñðåäó Í2Î2 (êîíå÷-
íàÿ êîíöåíòðàöèÿ 200 ìêÌ), ðàñòâîð êîòîðîé ãîòîâèëè èç
30%-íîé Í2Î2 íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä èñïîëüçîâàíèåì.
Îáðàáîòêó êëåòîê ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 °Ñ â àò-
ìîñôåðå 5 % ÑÎ2, ïîñëå ÷åãî êëåòêè äâàæäû ïðîìûâàëè
ðàñòâîðîì PBS è äàëåå êóëüòèâèðîâàëè â ñâåæåé ðîñòî-
âîé ñðåäå èëè â ðîñòîâîé ñðåäå, ñîäåðæàùåé èíãèáèòîðû.
Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ôàðìàêîëîãè÷åñêèå èíãèáèòî-
ðû: Rapa (200 íÌ) — ñïåöèôè÷åñêèé èíãèáèòîð
mTORC1 (â êîìïëåêñå ñ áåëêîì FKBP12 Rapa èíãèáèðó-
åò êèíàçíóþ àêòèâíîñòü mTORC1); âåùåñòâî LY294002
(LY) (20 ìêM) — ñåëåêòèâíûé ñèíòåòè÷åñêèé èíãèáèòîð
PI-3K (èíàêòèâèðóåò Akt/PKB, áîëåå ñòàáèëåí â ðàñòâî-
ðàõ ïî ñðàâíåíèþ ñ âîðòìàííèíîì, äðóãèì èçâåñòíûì
èíãèáèòîðîì PI-3K); U0126 (10 ìêÌ) — âûñîêîñåëåêòèâ-
íûé èíãèáèòîð ÌÅK1/2-êèíàç, ðåãóëèðóþùèõ àêòèâ-
íîñòü ERK1/2. Îáðàáîòêó êëåòîê èíãèáèòîðàìè ïðîâîäè-
ëè ïî ñõåìå: 1) êëåòêè ïîäâåðãàëè îêèñëèòåëüíîìó ñòðåñ-
ñó, êàê îïèñàíî âûøå; 2) ïîñëå ïðîìûâêè êëåòêè
èíêóáèðîâàëè ïðè 37 °Ñ â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 â òå÷åíèå 3
èëè 5 ñóò â ñâåæåé ðîñòîâîé ñðåäå ïðè ïîñòîÿííîì ïðè-
ñóòñòâèè êàæäîãî èç èññëåäóåìûõ èíãèáèòîðîâ â óêàçàí-
íîé êîíöåíòðàöèè. Ñðåäó ìåíÿëè ÷åðåç êàæäûå 2 ñóò äëÿ
ïîääåðæàíèÿ ïîñòîÿííîé êîíöåíòðàöèè èíãèáèòîðîâ.
Â îòäåëüíûõ ñëó÷àÿõ êëåòêè ïîäâåðãàëè ñíà÷àëà äåéñò-
âèþ 20 ìêÌ LY â òå÷åíèå 40 ìèí, à çàòåì îêèñëèòåëüíî-
ìó ñòðåññó â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ.

Ý ë å ê ò ð î ô î ð å ç è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Êëåòêè
äâàæäû ïðîìûâàëè õîëîäíûì PBS è ëèçèðîâàëè â áóôå-
ðå, 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 èíãè-
áèòîðîâ ïðîòåàç (1 : 500 è Sigma, ÑØÀ), â òå÷åíèå 10 ìèí
íà ëüäó. Ïîñëå ëèçèñà êëåòêè ñîñêðåáàëè ñ ÷àøåê è öåíò-
ðèôóãèðîâàëè â òå÷åíèå 15 ìèí ïðè 15 000 g. Ê ñóïåðíà-
òàíòó äîáàâëÿëè 1/4 ÷àñòü áóôåðà äëÿ ýëåêòðîôîðåòè÷å-
ñêèõ ïðîá (40 ìÌ Òðèñ, ðÍ 6.8, 10 % SDS, 20 % 2-ìåðêàï-
òîýòàíîëà è 40 % ãëèöåðèíà) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
5 ìèí ïðè 100 °Ñ. Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ïî
ìåòîäó Áðåäôîðä, èñïîëüçóÿ îâàëüáóìèí äëÿ ïîñòðîåíèÿ
êàëèáðîâî÷íîé êðèâîé. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå
áåëêîâ ïðîâîäèëè ìåòîäîì SDS-ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàê-
ðèëàìèäíîì ãåëå ñ ïîñëåäóþùèì ïåðåíîñîì áåëêîâ íà
íèòðîöåëëþëîçíóþ ìåìáðàíó Hybond-C extra (Amersham
Pharmacia Biotech, Øâåöèÿ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè áåëêîâûõ
ïîëîñ èñïîëüçîâàëè Ponceau S (Sigma, ÑØÀ). Äëÿ ñïåöè-
ôè÷åñêîãî âûÿâëåíèÿ áåëêîâ èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëü-
íûå êðîëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ èíãèáèòîðà öèêëèíçàâè-
ñèìûõ êèíàç ð21Cip1/Waf1, ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäå-
ãèäðîãåíàçû (GAPDH, clone 14C10), ôîñôî-ÌÀÐKÀÐK-2
(Thr334), à òàêæå ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà
ïðîòèâ ôîñôî-Rb (Ser807/811), ôîñôî-ð53 (Ser15), ôîñ-
ôî-ð38 (Thr180/Tyr182), ôîñôî-ERK1/2 (Thr202/Tyr204),
ôîñôî-ñ-Raf (Ser338), ôîñôî-MEK1/2 (Ser217/221), ôîñ-
ôî-p90RSK (Ser380), ôîñôî-Akt (Thr308), ôîñôî-Akt
(Ser473), ôîñôî-p70S6K (Thr389), ôîñôî-S6 (Ser248/244)
è ôîñôî-4E-BP1 (Thr37/46). Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòè-
òåë ïðèìåíÿëè êîçüè àíòèòåëà, âûðàáîòàííûå ïðîòèâ èì-
ìóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñè-
äàçîé õðåíà (GAR-HRP). Âñå àíòèòåëà áûëè ïðèîáðåòåíû
â ôèðìå Cell Signaling (ÑØÀ). Äëÿ äåòåêöèè ïåðîêñèäàç-
íîé àêòèâíîñòè êîíúþãàòîâ GAR-HRP èñïîëüçîâàëè ðå-
àêöèþ óñèëåííîé õåìèëþìèíåñöåíöèè (ECL, Amersham,
Øâåöèÿ). Õåìèëþìèíåñöåíòíîå èçëó÷åíèå ðåãèñòðèðî-

âàëè ýêñïîíèðîâàíèåì íà ðåíòãåíîâñêóþ ïëåíêó CEA RP
NEW (CEA AB, Øâåöèÿ).

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ê ïîñëå îáðàáîòêè
èíãèáèòîðîì â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ îöåíèâàëè ìå-
òîäîì ÌÒÒ, îñíîâàííûì íà ýíçèìàòè÷åñêîì ïðåâðàùå-
íèè ÌÒÒ (3-(4,5-äèìåòèëòèàçîë-2-èë)-2,5-äèôåíèë-2Í-
òåòðàçîëèóì áðîìèä) â ôîðìàçàí â æèâûõ êëåòêàõ. Ïîñëå
óäàëåíèÿ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ê êëåòêàì äîáàâëÿëè ðàñ-
òâîð ÌÒÒ (0.715 ìã/ìë) â ðîñòîâîé ñðåäå. ×åðåç 2 ÷ ðàñ-
òâîð çàìåíÿëè íà DMSO äëÿ ðàñòâîðåíèÿ îáðàçîâàâøèõ-
ñÿ êðèñòàëëîâ ôîðìàçàíà è èíêóáèðîâàëè êëåòêè â òå÷å-
íèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî
èçìåðÿëè àáñîðáöèþ ðàñòâîðà ïðè 570 íì íà ïðèáîðå Flu-
orofot Charity (ÑØÀ).

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ô ë ó î ð è ì å ò ð è ÿ. Ïðèêðåïëåí-
íûå êëåòêè ñíèìàëè ñ ÷àøåê ñìåñüþ ðàñòâîðîâ òðèïñèíà
è Âåðñåíà (0.05 %), îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è
ïðîìûâàëè ðàñòâîðîì PBS. Äàëåå îáðàçåö îêðàøèâàëè
éîäèñòûì ïðîïèäèåì (PI; 50 ìêã/ìë) è àíàëèçèðîâàëè íà
öèòîôëóîðèìåòðàõ EPICS XL è CytoFlex (Beckman Coul-
ter, ÑØÀ). Èçìåíåíèå ðàçìåðà êëåòîê îöåíèâàëè ïî èçìå-
íåíèþ ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ æèâûõ êëåòîê (FSC). Äàí-
íûå ñîáèðàëè è îáðàáàòûâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàìì Win-
MDI (âåðñèÿ 2.8) è CytExpert (âåðñèÿ 1.2).

Ä ë ÿ î ö å í ê è â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í î ã î ó ð î â í ÿ
À Ô Ê èñïîëüçîâàëè 2,7-äèõëîðôëóîðåñöåèí äèàöåòàò
(H2DCF-DA) (Molecular Probes, ÑØÀ). Ïðèêðåïëåííûå ê
ïîâåðõíîñòè ÷àøêè êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå
20 ìèí ïðè 37 °Ñ â òåìíîòå â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè ñ äî-
áàâëåíèåì 10 ìêÌ ôëóîðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ. Ïîñëå
îêîí÷àíèÿ âðåìåíè èíêóáàöèè ñ êðàñèòåëåì êëåòêè ïðî-
ìûâàëè PBS, ïåðåâîäèëè â ñóñïåíçèîííîå ñîñòîÿíèå ïðè
ïîìîùè ñìåñè ðàñòâîðîâ òðèïñèíà è Âåðñåíà (0.05 %) è
àíàëèçèðîâàëè íà ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå Coulter EPICS
XL Flow Cytometer (Beckman Coulter). Â êàæäîì îáðàçöå
àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 10 òûñ. êëåòîê.

À ê ò è â í î ñ ò ü S A - b - G a l âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ
ôèðìåííîãî íàáîðà Senescence-galactosidase staining kit
(Cell Signaling, ÑØÀ). Âñå ïðîöåäóðû îñóùåñòâëÿëè â ñî-
îòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèåé ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Êëåòêè
íà ÷àøêàõ ïðîìûâàëè PBS, ôèêñèðîâàëè â òå÷åíèå
10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå 1-êðàòíûì ôèêñèðó-
þùèì ðàñòâîðîì, ïîñëå ÷åãî äâàæäû ïðîìûâàëè PBS è
îêðàøèâàëè â b-ãàëàêòîçèäàçíîì ðàñòâîðå ïðè 37 °Ñ â òå-
÷åíèå íî÷è. Îá àêòèâíîñòè SA-b-Gal ñóäèëè ïî ïîÿâëå-
íèþ ñèíèõ ãðàíóë â öèòîïëàçìå êëåòîê.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ä à í í û õ ïðîâî-
äèëè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîìïüþòåðíîé ïðîãðàììû Micro-
soft Excel (Microsoft Corporation, ÑØÀ). Ïðè óñòàíîâëå-
íèè äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èé äàííûõ, ïîä÷èíÿþùèõñÿ
íîðìàëüíîìó ðàñïðåäåëåíèþ, èñïîëüçîâàëè t-êðèòåðèé
Ñòüþäåíòà. Äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷å-
íèé è èõ ñòàíäàðòíûõ îòêëîíåíèé (N = 3).

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè íåîðãàíè÷åñêèå ñîëè è Í2Î2

ïðîèçâîäñòâà ôèðìû Sigma (ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Ä å é ñ ò â è å R a p a í à Í 2Î 2- ñ ò è ì ó ë è ð î â à í -
í û å ý Ì Ñ Ê. Ðàíåå ìû óñòàíîâèëè, ÷òî â îòâåò íà ñóáëå-
òàëüíûé îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, èíäóöèðîâàííûé äåéñò-
âèåì 200 ìêÌ Í2Î2, ýÌÑÊ ïîäâåðãàþòñÿ ïðåæäåâðåìåí-
íîìó ñòàðåíèþ, êîòîðîå ñîïðîâîæäàåòñÿ ìîäóëÿöèåé
ôåíîòèïà êëåòîê, âêëþ÷àÿ èçìåíåíèå ìîðôîëîãèè è óâå-

412 À. À. Ãðþêîâà è äð.



ëè÷åíèå àêòèâíîñòè SA-b-Gal, à òàêæå íåîáðàòèìûì àðå-
ñòîì êëåòî÷íîãî öèêëà (Burova et al., 2013). Äëÿ ïðîâåðêè
ïðåäïîëîæåíèÿ îá ó÷àñòèè mTOR-ïóòè â ðåãóëÿöèè ñòà-
ðåíèÿ ýÌÑÊ â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè ñïåöè-
ôè÷åñêèé èíãèáèòîð êîìïëåêñà mTORÑ1 — Rapa.

Äëÿ âûáîðà ðàáî÷åé êîíöåíòðàöèè Rapa ïðîâåëè
îöåíêó æèçíåñïîñîáíîñòè Í2Î2-îáðàáîòàííûõ êëåòîê ïî-
ñëå èõ êóëüòèâèðîâàíèÿ â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè ïîñòîÿííîì
ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà â êîíöåíòðàöèÿõ 50, 200 è
500 íÌ. Êàê ïîêàçàëè ðåçóëüòàòû ÌÒÒ-òåñòà, Rapa âî
âñåõ ïðîòåñòèðîâàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ îêàçûâàë ïðèìåð-
íî îäèíàêîâîå íåãàòèâíîå âëèÿíèå íà æèçíåñïîñîáíîñòü
Í2Î2-îáðàáîòàííûõ êëåòîê (ðèñ. 1, à).

Ïîñëåäóþùèå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè íà Í2Î2-îá-
ðàáîòàííûõ êëåòêàõ, êîòîðûå êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóò-
ñòâèè 200 íÌ Rapa â ñðåäå â òå÷åíèå ðàçíîãî âðåìåíè.
Âàðèàíò äëèòåëüíîé îáðàáîòêè êëåòîê èíãèáèòîðîì áûë
âûáðàí äëÿ ïðîâåðêè ïðåäïîëîæåíèÿ î âîçìîæíîñòè îá-
ðàùåíèÿ ïðîöåññà ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ,
êîòîðûé àêòèâèðóåòñÿ â êëåòêàõ óæå â òå÷åíèå ïåðâûõ

ìèíóò âîçäåéñòâèÿ Í2Î2 (Burova et al., 2013). Îòìåòèì,
÷òî ïðåäûäóùèå ïîïûòêè îáðàòèòü Í2Î2-èíäóöèðîâàí-
íîå ñòàðåíèå ýÌÑÊ èíãèáèòîðàìè ð38 ÌÀÐK —
SB203580 è BIRB796 — áûëè óñïåøíûìè (Borodkina
et al., 2014; Áîðîäêèíà è äð., 2016).

Äåéñòâèå 200 íÌ Rapa â òå÷åíèå 3 ñóò ïîñëå èíäóê-
öèè ñòàðåíèÿ ïðèâîäèëî ê ïîëíîìó èíãèáèðîâàíèþ ôîñ-
ôîðèëèðîâàíèÿ îñíîâíûõ ìèøåíåé mTORÑ1 — S6K è
S6 — ïðè çíà÷èòåëüíîì ñíèæåíèè óðîâíÿ ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ áåëêà 4E-BP1 ïî ñðàâíåíèþ è ñ êîíòðîëüíûìè, è ñ
Í2Î2-îáðàáîòàííûìè êëåòêàìè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
ïîäàâëåíèè àêòèâíîñòè mTORÑ1-ñèãíàëüíîãî ïóòè
(ðèñ. 1, â). Íàëè÷èå ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû áåëêà
4Å-ÂÐ1 â Rapa-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ ìîæíî îáúÿñíèòü
òåì îáñòîÿòåëüñòâîì, ÷òî â óñëîâèÿõ äëèòåëüíîé îáðà-
áîòêè êëåòîê èíãèáèòîðîì (â òå÷åíèå 3 ñóò) ïîÿâëÿåòñÿ
Rapa-óñòîé÷èâàÿ ôîðìà 4Å-ÂÐ1 (Choo et al., 2008).

Äëÿ âûÿâëåíèÿ ðîëè mTORÑ1 â ðàçâèòèè ñòàðåíèÿ
Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûõ ýÌÑÊ îöåíèâàëè âëèÿíèå Rapa
íà ìàðêåðû ñòàðåíèÿ. Êàê èçâåñòíî, îñíîâíûì ïðèçíàêîì
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Ðèñ. 1. Âëèÿíèå ðàïàìèöèíà (Rapa), ñïåöèôè÷åñêîãî èíãèáèòîðà êîìïëåêñà mTORC1, íà âûæèâàåìîñòü (à), ïðîëèôåðàöèþ (á) è
ñèãíàëüíûå ïóòè (â—ä) â H2O2-îáðàáîòàííûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ýíäîìåòðèÿ (ýÌÑÊ).

Êëåòêè ñòèìóëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ 200 ìêÌ H2O2 â òå÷åíèå 1 ÷, çàòåì êóëüòèâèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè 200 íÌ Rapa â òå÷åíèå óêàçàííîãî âðåìåíè.
Æèçíåñïîñîáíîñòü (à) êëåòîê îïðåäåëÿëè ìåòîäîì ÌÒÒ; ãèñòîãðàììà (á) îòðàæàåò äàííûå êðèâûõ ðîñòà; íà èììóíîáëîòàõ (â—ä) ñ ïîìîùüþ ñïåöè-
ôè÷åñêèõ àíòèòåë âûÿâëÿëè ôîñôîðèëèðîâàííûå áåëêè (óêàçàíû ñòðåëêàìè) ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ mTORC1, p53/p21/Rb è p38/Rb ñîîòâåòñòâåííî;
Ê — êîíòðîëü, GAPDH — ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçà (çäåñü è íà ðèñ. 3, 5, 6). Äàííûå ïðåäñòàâëåíû çäåñü è íà âñåõ ðèñóíêàõ â âèäå ñðåä-
íèõ çíà÷åíèé è èõ ñòàíäàðòíûõ îòêëîíåíèé (N = 3). Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.5 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (*) è ñ H2O2-îáðàáîòàííûìè êëåò-

êàìè (§).



ñòàðûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ áëîê êëåòî÷íîãî öèêëà è êàê
ñëåäñòâèå — îñòàíîâêà ïðîëèôåðàöèè, ÷òî áûëî ïðîäå-
ìîíñòðèðîâàíî â íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ â îò-
íîøåíèè Í2Î2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ (Burova et al., 2013).
Ýôôåêò Rapa íà ìîäóëÿöèþ ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèà-
ëà Í2Î2-îáðàáîòàííûõ êëåòîê, íàõîäÿùèõñÿ â ñîñòîÿíèè
àðåñòà êëåòî÷íîãî öèêëà, îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ ìåòîäà
ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Ïîñêîëüêó êðèâûå ðîñòà Í2Î2- è
(Í2Î2+Rapa)-îáðàáîòàííûõ êëåòîê â òå÷åíèå âñåãî ïåðèî-
äà íàáëþäåíèÿ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ñîâïàëè, äëÿ
áîëüøåé íàãëÿäíîñòè ðåçóëüòàòû ïðåäñòàâëåíû â âèäå
ãèñòîãðàììû (ðèñ. 1, á). Òàêèì îáðàçîì, ïåðìàíåíòíîå
èíãèáèðîâàíèå mTORÑ1 â òå÷åíèå 6 ñóò íå ïðèâîäèò ê
âîññòàíîâëåíèþ ïðîëèôåðàöèè Í2Î2-îáðàáîòàííûõ (ñòà-
ðûõ) ýÌÑÊ.

Ýòîò ôàêò ñîãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè èììóíî-
áëîòèíãà, ñîãëàñíî êîòîðûì óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâà-
íèÿ êîìïîíåíòîâ ñèãíàëüíûõ ïóòåé p53/p21/Rb è
p38/ÌK-2/Rb, îïîñðåäóþùèõ àðåñò êëåòî÷íîãî öèêëà â
ýÌÑÊ, íå èçìåíÿëñÿ ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå îêèñëèòåëüíîãî
ñòðåññà â ïðèñóòñòâèè Rapa ïî ñðàâíåíèþ ñ Í2Î2-ñòèìó-
ëèðîâàííûìè êëåòêàìè (ðèñ. 1, ã, ä). Â ñâÿçè ñ îòñóòñò-
âèåì âëèÿíèÿ Rapa íà àêòèâíîñòü êîìïîíåíòîâ ïóòåé
p53/p21/Rb è p38/ÌK-2/Rb ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî mTORÑ1
íå ó÷àñòâóåò â ðåãóëÿöèè èõ ôóíêöèîíàëüíîé àêòèâ-
íîñòè.

Íàðÿäó ñ àðåñòîì êëåòî÷íîãî öèêëà âàæíûì ïðèçíà-
êîì ñòàðûõ êëåòîê ÿâëÿåòñÿ èçìåíåíèå èõ ôåíîòèïè÷å-
ñêèõ õàðàêòåðèñòèê — óâåëè÷åíèå ðàçìåðà, óïëîùåíèå è

èçáûòî÷íàÿ âàêóîëèçàöèÿ êëåòîê, à òàêæå óñèëåíèå áèî-
ãåíåçà ëèçîñîì, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ àêòèâíîñòè
SA-b-Gal (Campisi, d’Adda di Fagagna, 2007). Ïðè êóëüòè-
âèðîâàíèè ýÌÑÊ ïîñëå îêèñëèòåëüíîãî âîçäåéñòâèÿ ìû
íàáëþäàëè òèïè÷íûå èçìåíåíèÿ ìîðôîëîãèè, êîòîðûå
âûðàæàëèñü â óâåëè÷åíèè ðàçìåðà è âàêóîëèçàöèè êëå-
òîê. Ñ öåëüþ îöåíêè âëèÿíèÿ Rapa íà ôåíîòèï ñòàðåíèÿ
Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûõ ýÌÑÊ ìû èññëåäîâàëè èçìåíå-
íèå ðàçìåðà êëåòîê è SA-b-Gal-îêðàøèâàíèÿ â óñëîâèÿõ
áëîêèðîâàíèÿ mTORÑ1-ïóòè. Âëèÿíèå Rapa íà ìîäóëÿ-
öèþ ðàçìåðà êëåòîê îöåíèâàëè ÷åðåç 2 è 6 ñóò ïîñëå îêèñ-
ëèòåëüíîãî ñòðåññà. Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ. 2, á, äåéñòâèå
Rapa ïðèâîäèëî ê ïðåäîòâðàùåíèþ óâåëè÷åíèÿ ðàçìåðà
Í2Î2-îáðàáîòàííûõ êëåòîê.

Óðîâåíü àêòèâíîñòè SA-b-Gal àíàëèçèðîâàëè ÷åðåç
5 ñóò â Í2Î2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ (ïîïóëÿöèÿ ñòàðûõ êëå-
òîê) è â (Í2Î2+Rapa)-îáðàáîòàííûõ êëåòêàõ. Íà ðèñ. 2, à
âèäíî, ÷òî èíãèáèðîâàíèå mTORÑ1 âûçâàëî çíà÷èòåëü-
íîå óìåíüøåíèå èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè è êîëè÷åñòâà
SA-b-Gal-îêðàøåííûõ êëåòîê â ïîïóëÿöèè. Ðåçóëüòàòû
ýêñïåðèìåíòîâ ïîçâîëÿþò óòâåðæäàòü, ÷òî mTORÑ1 âî-
âëåêàåòñÿ â ðåãóëÿöèþ ðàçâèòèÿ ôåíîòèïà ñòàðåíèÿ
Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûõ ýÌÑÊ.

Â ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ ìû óñòàíîâèëè, ÷òî
ïðîöåññ Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ ñîïðî-
âîæäàåòñÿ ïîâûøåííîé ãåíåðàöèåé ÀÔÊ. Áûëî èíòå-
ðåñíî âûÿñíèòü, êàêîå âëèÿíèå îêàçûâàåò Rapa íà óðî-
âåíü ýíäîãåííûõ ÀÔÊ â Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûõ êëåòêàõ.
Íà ðèñ. 2, â ïîêàçàíî, ÷òî â óñëîâèÿõ èíãèáèðîâàíèÿ

414 À. À. Ãðþêîâà è äð.

Ðèñ. 2. Ìîäóëÿöèÿ ïðèçíàêîâ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ â H2O2-ñòèìóëèðîâàííûõ ýÌÑÊ ïðè äåéñòâèè Rapa.

à — âûÿâëåíèå àêòèâíîñòè SA-b-Ga1 â êîíòðîëüíûõ, H2O2- è (H2O2 + Rapa)-îáðàáîòàííûõ êëåòêàõ. á — ñðåäíèé ðàçìåð êëåòîê, îïðåäåëåííûé ïî
ïðÿìîìó ñâåòîðàññåÿíèþ êëåòîê (FS, ïðîòî÷íàÿ öèòîìåòðèÿ). â — èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) ÀÔÊ-çàâèñèìîãî çîíäà H2-DCF-DA (ïðîòî÷-
íàÿ öèòîìåòðèÿ). Êëåòêè îáðàáàòûâàëè, êàê óêàçàíî â ïîäïèñè ê ðèñ. 1. Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.5 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (*) è ñ H2O2-îáðà-

áîòàííûìè êëåòêàìè (§).



mTORÑ1 ÷åðåç 3 è 5 ñóò ïîñëå èíäóêöèè ñòàðåíèÿ çà-
ìåòíî óìåíüøàåòñÿ ïðîäóêöèÿ ÀÔÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ
Í2Î2-îáðàáîòàííûìè êëåòêàìè. Ïîëó÷åííûå äàííûå óêà-
çûâàþò íà ó÷àñòèå mTORÑ1 â ðåãóëÿöèè ãåíåðàöèè ÀÔÊ
â ñòàðûõ ýÌÑÊ.

Ñóììèðóÿ ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòîâ ñ èñïîëüçîâà-
íèåì Rapa, ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ïðè óñëîâèè
äëèòåëüíîé îáðàáîòêè Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûõ êëåòîê
Rapa ìîäóëèðóåò êëåòî÷íûé ôåíîòèï, àññîöèèðîâàííûé
ñî ñòàðåíèåì, íî íå âîññòàíàâëèâàåò ïðîëèôåðàòèâíûé
ïîòåíöèàë ñòàðûõ ýÌÑÊ. Îïèñàííûå â ëèòåðàòóðå ýô-
ôåêòû Rapa â êîíòåêñòå ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ êëå-
òîê î÷åíü ñèëüíî âàðüèðóþò, â ïåðâóþ î÷åðåäü â çàâèñè-
ìîñòè îò òèïà êëåòîê, à òàêæå îò ìåòîäà èíäóêöèè ñòàðå-
íèÿ (Xu et al., 2014). Íàáëþäàåìûå ýôôåêòû Rapa:
óìåíüøåíèå àêòèâíîñòè SA-b-Gal è ïðåäîòâðàùåíèå
îñòàíîâêè ïðîëèôåðàöèè ïðè íåèçìåííîé ìîðôîëîãèè
(ýïèòåëèàëüíûå êëåòêè ARPE-19, Í2Î2) (Demidenko et al.,
2009b); óìåíüøåíèå òîëüêî àêòèâíîñòè SA-b-Gal (ôèáðî-
ñàðêîìà ÍÒ1080-ð21, IPTG) (Demidenko, Blagosklonny,

2008); ÷àñòè÷íîå ïðåäîòâðàùåíèå ïîÿâëåíèÿ ôåíîòèïà
ñòàðåíèÿ (ôèáðîáëàñòû ëåãêîãî WI-38, doxorubicin) (De-
midenko, Blagosklonny, 2008); ñóïðåññèÿ ýêñïðåññèè ð21 è
IL-8, ïðè íåñíèæàþùåéñÿ àêòèâíîñòè SA-b-Gal (ôèáðî-
áëàñòû êîæè BJ, ðåïëèêàòèâíîå ñòàðåíèå) (Kolesnichenko
et al., 2012).

Â ë è ÿ í è å m T O R í à E R K - ç à â è ñ è ì û é Ì À Ð -
ê è í à ç í û é ï ó ò ü. Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ïðîöåññ ñòà-
ðåíèÿ Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûõ ýÌÑÊ ñîïðîâîæäàåòñÿ âçà-
èìíîé íåãàòèâíîé ðåãóëÿöèåé ìåæäó ð53/ð21- è ÌÀÐ-êè-
íàçíûìè ñèãíàëüíûìè ïóòÿìè, â òîì ÷èñëå ERK (Äå-
ðÿáèí è äð., 2015). Íà ñëåäóþùåì ýòàïå ðàáîòû
èññëåäîâàëè âîçìîæíóþ ðîëü mTORÑ1 â ðåãóëÿöèè êàñ-
êàäà Raf/MEK/ERK/p90RSK â ñòàðûõ ýÌÑÊ. Äëÿ ýòîé
öåëè èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷åñêèå èíãèáèòîðû — Rapa
(200 íÌ) è U0126 (10 ìêÌ) — äëÿ ïîäàâëåíèÿ àêòèâíî-
ñòè êèíàç mTOR (â ñîñòàâå êîìïëåêñà mTORÑ1) è
ERK1/2 ñîîòâåòñòâåííî. Â êà÷åñòâå ïîëîæèòåëüíîãî êîí-
òðîëÿ ïðîâåðèëè âëèÿíèå U0126 íà óðîâåíü àêòèâàöèè
êàñêàäà Raf/MEK/ERK/p90RSK: èíãèáèòîð áëîêèðîâàë
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Ðèñ. 3. Âëèÿíèå Rapa (200 íÌ) è U0126 (U, 10 ìêÌ), ñïåöèôè÷åñêîãî èíãèáèòîðà êèíàç MEK1/2, íà mTORC1- è MEK/ERK-ïóòè
â ñòàðûõ ýÌÑÊ.

Ôîñôîðèëèðîâàííûå ôîðìû áåëêîâ (ïîêàçàíû ñòðåëêàìè) mTORC1- (à) è ERK-çàâèñèìûõ (á) ñèãíàëüíûõ êàñêàäîâ â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðîâ âû-
ÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë; â — ãèñòîãðàììà, îòðàæàþùàÿ äàííûå êðèâûõ ðîñòà êîíòðîëüíûõ, H2O2- è (H2O2 + U)-îáðàáîòàííûõ
êëåòîê. Ñòàðåíèå èíäóöèðîâàëè 1-÷àñîâûì äåéñòâèåì 200 ìêÌ H2O2. Ê — êîíòðîëü. Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.5 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (*).



ôîñôîðèëèðîâàíèå êèíàç ERK1/2 è p90RSK; ïðè ýòîì
óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êèíàç Raf è MEK1/2 ïîâû-
øàëñÿ â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðèíöèïîì îáðàòíîé ñâÿçè
(ðèñ. 3, á).

Ñîãëàñíî ðåçóëüòàòàì èììóíîáëîòèíãà, Rapa-çàâèñè-
ìîå èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè mTORC1 â H2O2-îáðàáî-
òàííûõ êëåòêàõ èíäóöèðîâàëî óñèëåíèå àêòèâàöèè âñåõ
ó÷àñòíèêîâ êàñêàäà Raf/MEK/ERK/p90RSK ÷åðåç 3 ñóò
ïîñëå èíäóêöèè ñòàðåíèÿ (ðèñ. 3, á). Ñëåäîâàòåëüíî,
mTORC1 ÿâëÿåòñÿ íåãàòèâíûì ðåãóëÿòîðîì ERK-çàâèñè-
ìîãî MAP-êèíàçíîãî ïóòè â ñòàðûõ ýÌÑÊ. Ýòà íàõîäêà
ïðåäñòàâëÿåòñÿ âïîëíå ëîãè÷íîé, ïîñêîëüêó ERK-çàâè-
ñèìûé ïóòü ïîçèöèîíèðóåòñÿ â íîðìàëüíûõ êëåòêàõ â
áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ êàê îïîñðåäóþùèé êëåòî÷íóþ
ïðîëèôåðàöèþ, à â ñòàðûõ êëåòêàõ ïðè àðåñòå êëåòî÷íîãî
öèêëà ýòîò ïóòü äîëæåí áûòü áëîêèðîâàí. Ïîäîáíûé ýô-
ôåêò Rapa, óñèëèâàþùèé àêòèâíîñòü ERK ÷åðåç
S6K/PI3K/Ras-çàâèñèìóþ ïåòëþ îáðàòíîé ñâÿçè, áûë îá-
íàðóæåí êàê â íîðìàëüíûõ, òàê è â ðàêîâûõ êëåòêàõ (Car-
racedo et al., 2008). Îäíàêî ïî äðóãèì äàííûì (Soares
et al., 2013), Rapa íå îêàçûâàë ñòèìóëèðóþùåãî ýôôåêòà
íà êèíàçû ERK1/2 â ðàêîâûõ êëåòêàõ. Íå èñêëþ÷åíî, ÷òî
òàêîå ïðîòèâîðå÷èå ñâÿçàíî ñî ñïåöèôè÷íîñòüþ èñïîëü-
çîâàííûõ ëèíèé êëåòîê.

Â ê ë à ä E R K 1 / 2 â ð å ã ó ë ÿ ö è þ m T O R - ï ó ò è.
×òîáû îöåíèòü âëèÿíèå MAP-êèíàçû ERK1/2 íà ôóíêöè-
îíàëüíóþ àêòèâíîñòü áåëêîâ mTORC1-êàñêàäà, H2O2-îá-
ðàáîòàííûå êëåòêè êóëüòèâèðîâàëè â ñðåäå, ñîäåðæàùåé
10 ìêÌ U0126. Êàê äåìîíñòðèðóþò ðåçóëüòàòû èììóíî-
áëîòèíãà, ÷åðåç 3 ñóò ïîñëå èíäóêöèè ñòàðåíèÿ óðîâåíü
ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêîâ S6 è 4E-BP1 ïî÷òè íå èçìåíÿ-

åòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ H2O2-îáðàáîòàííûìè êëåòêàìè, ïðè
ýòîì íàáëþäàåòñÿ ëèøü íåáîëüøîå ñíèæåíèå ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ îáåèõ ôîðì S6K — p85 è p70 (ðèñ. 3, à). Òàêèì
îáðàçîì, ïåðìàíåíòíîå ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ERK1/2
îêàçûâàåò î÷åíü ñëàáîå âëèÿíèå íà àêòèâíîñòü êîìïîíåí-
òîâ ñèãíàëüíîãî êàñêàäà mTORC1 â ñòàðûõ ýÌÑÊ. Ýòîò
ôàêò ïîêà íå âïèñûâàåòñÿ â ñîâðåìåííûå ïðåäñòàâëåíèÿ
î ïîçèòèâíîì âëèÿíèè MEK/ERK/p90RSK íà ñòàòóñ àêòè-
âàöèè mTOR (Martelli et al., 2010).

Êàê áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî âûøå, óâåëè÷åíèå
ðàçìåðà è àêòèâíîñòè SA-b-Ga1 ñòàðûõ ýÌÑÊ êîíòðîëè-
ðóåòñÿ ïîñðåäñòâîì mTORC1 (ðèñ. 2, à, á). Ïðè îòñóòñò-
âèè âëèÿíèÿ ERK1/2 íà àêòèâíîñòü mTOR-ïóòè (ðèñ. 3, à)
ìîæíî áûëî îæèäàòü, ÷òî áëîêèðîâàíèå àêòèâíîñòè
ERK1/2 íå îòðàçèòñÿ íà ðàçìåðå H2O2-îáðàáîòàííûõ
ýÌÑÊ, à òàêæå íà àêòèâíîñòè SA-b-Ga1 â ýòèõ êëåòêàõ.
Äåéñòâèòåëüíî, ìû íå íàáëþäàëè êàêîãî-ëèáî âëèÿíèÿ
U0126 íà èçìåíåíèå ðàçìåðà ñòàðûõ êëåòîê (ðèñ. 4, á).
Îäíàêî äîâîëüíî íåîæèäàííûì îêàçàëñÿ òîò ôàêò, ÷òî
êóëüòèâèðîâàíèå H2O2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ â ïðèñóò-
ñòâèè U0126 ïðèâîäèò ê çíà÷èòåëüíîìó óìåíüøåíèþ
÷èñëà SA-b-Ga1-îêðàøåííûõ êëåòîê ÷åðåç 5 ñóò ïîñëå
èíäóêöèè ñòàðåíèÿ (ðèñ. 4, à). Áîëåå òîãî, óðîâåíü ÀÔÊ â
ñòàðûõ êëåòêàõ òîæå ñíèæàëñÿ ïðè ïîäàâëåíèè àêòèâíî-
ñòè ERK (ðèñ. 4, â). Â ñâåòå ýòèõ äàííûõ ìîæíî ïðåäïî-
ëîæèòü, ÷òî îòäåëüíûå ôåíîòèïè÷åñêèå ïðèçíàêè ñòàðûõ
ýÌÑÊ, â ÷àñòíîñòè ïîâûøåííàÿ àêòèâíîñòü SA-b-Ga1,
êîððåëèðóþò ñ àêòèâíîñòüþ MAP-êèíàç ERK1/2.

Äàëåå ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè âëèÿíèå U0126 íà ïðîëè-
ôåðàòèâíóþ àêòèâíîñòü H2O2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ. Êàê
âèäíî íà ðèñ. 3, â, êðèâûå ðîñòà H2O2- è (H2O2 + U)-îáðà-

416 À. À. Ãðþêîâà è äð.

Ðèñ. 4. Èçìåíåíèå àêòèâíîñòè SA-b-Ga1 (à), ðàçìåðà êëåòîê (á) è óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ÀÔÊ (â) â H2O2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ
ïðè äåéñòâèè U0126 (U, 10 ìêÌ).

â — ñì. îáúÿñíåíèå â ïîäïèñè ê ðèñ. 2. Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.5 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (*) è ñ H2O2-îáðàáîòàííûìè êëåòêàìè (§).



áîòàííûõ êëåòîê ÷åðåç 6 ñóò ïîñëå èíäóêöèè ñòàðåíèÿ
ïîëíîñòüþ ñîâïàäàþò, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò îá îòñóòñò-
âèè ìîäóëèðóþùåãî âëèÿíèÿ èíãèáèòîðà íà ïðîëèôåðà-
öèþ H2O2-ñòèìóëèðîâàííûõ êëåòîê, êîòîðûå íàõîäÿòñÿ
â ñîñòîÿíèè àðåñòà êëåòî÷íîãî öèêëà. Òàêèì îáðàçîì, â
H2O2-ñòèìóëèðîâàííûõ êëåòêàõ ïðè äåàêòèâàöèè ERK1/2
íàáëþäàåòñÿ çíà÷èòåëüíîå ñíèæåíèå àêòèâíîñòè
SA-b-Ga1 è óðîâíÿ ïðîäóêöèè âíóòðèêëåòî÷íûõ ÀÔÊ,
íî ôóíêöèîíàëüíàÿ àêòèâíîñòü mTORC1-êàñêàäà, ðàç-
ìåð êëåòîê è ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë íå ïðåòåðïåâà-
þò èçìåíåíèé ïî ñðàâíåíèþ ñ H2O2-îáðàáîòàííûìè
ýÌÑÊ.

Â ê ë à ä P I 3 K / A k t â ð å ã ó ë ÿ ö è þ m T O R - ï ó ò è.
Â íîðìàëüíûõ è îïóõîëåâûõ êëåòêàõ ñèãíàëüíûé ïóòü
mTOR ðåãóëèðóåòñÿ ïî êðàéíåé ìåðå äâóìÿ êëþ÷åâûìè
êèíàçàìè — Akt/PKB è ERK1/2, ïðè÷åì ìîäóëÿöèÿ àê-
òèâíîñòè êàæäîé èç íèõ ìîæåò ïðèâåñòè ê èçìåíåíèÿì â
ôóíêöèîíèðîâàíèè mTOR-ïóòè â ïðîöåññå êàê ðåïëèêà-
òèâíîãî, òàê è ñòðåññèíäóöèðîâàííîãî êëåòî÷íîãî ñòàðå-
íèÿ, à òàêæå â õîäå êàíöåðîãåíåçà. Äëÿ ïðîâåðêè ïðåäïî-
ëîæåíèÿ îá ó÷àñòèè êèíàç mTOR-ïóòè Akt/PKB è ERK1/2
â ðåãóëÿöèè mTOR-ïóòè â ýÌÑÊ èñïîëüçîâàëè ôàðìàêî-
ëîãè÷åñêèå èíãèáèòîðû LY è U0126 â óñëîâèÿõ ïðîëîí-
ãèðîâàííîãî äåéñòâèÿ íà H2O2-îáðàáîòàííûå êëåòêè.
Ïðîàíàëèçèðîâàëè òàêæå äåéñòâèå êàæäîãî èç ýòèõ ñîå-
äèíåíèé íà ìàðêåðû êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ.

Êèíàçà Akt/PKB, áóäó÷è êîìïîíåíòîì PI3K/Akt/
mTOR-ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, ïðè äåéñòâèè âíåøíèõ ñòè-
ìóëîâ ôîñôîðèëèðóåòñÿ ïî Thr308 ïîñðåäñòâîì PI3K ñ
ïîñëåäóþùåé àêòèâàöèåé mTORC1 è (èëè) ôîñôîðèëè-
ðóåòñÿ ïî Ser473 mTORC2-çàâèñèìûì îáðàçîì, ÷òî òðå-
áóåòñÿ äëÿ ïîëíîé àêòèâàöèè Akt/PKB. Ïðåäîáðàáîòêà
ýÌÑÊ ñ ïîìîùüþ 20 ìêÌ LY âûçûâàëà ïîëíîå èíãèáè-
ðîâàíèå H2O2-èíäóöèðîâàííîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Akt
ïî Thr308 (ðèñ. 5, à), ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñïåöèôè÷íî-
ñòè äåéñòâèÿ èíãèáèòîðà â èñïîëüçîâàííîé êîíöåíòðà-
öèè. Äåéñòâèå èíãèáèòîðà â òå÷åíèå 3—5 ñóò ïîñëå èí-
äóêöèè ñòàðåíèÿ ïðèâîäèëî ê ïðàêòè÷åñêè ïîëíîé äåàê-
òèâàöèè ìèøåíåé mTORC1, S6K è S6, ïî ñðàâíåíèþ
êàê ñ êîíòðîëüíûìè, òàê è ñ H2O2-îáðàáîòàííûìè (ñòàðû-
ìè) êëåòêàìè (ðèñ. 6, á). Â ñâÿçè ñ ýòèì ìû ïðåäïîëîæè-
ëè, ÷òî êèíàçà Akt/PKB ÷åðåç mTOR-ïóòü ìîæåò îñóùå-
ñòâëÿòü êîíòðîëü íàä ôåíîòèïîì ñòàðûõ ýÌÑÊ. Àíàëèç
èçìåíåíèÿ ôåíîòèïè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ ïîêàçàë, ÷òî äëè-
òåëüíîå äåéñòâèå LY íà H2O2-îáðàáîòàííûå ýÌÑÊ
ïðåïÿòñòâóåò ðàçâèòèþ ãèïåðòðîôèè êëåòîê (ðèñ. 6, â)
è óâåëè÷åíèþ ÷èñëà êëåòîê, îêðàøåííûõ íà SA-b-Ga1
(ðèñ. 6, à). Îòìåòèì, ÷òî ýôôåêòèâíîñòü Rapa (ðèñ. 2, à, á)
è LY (ðèñ. 6, à, â) â îòíîøåíèè çàìåäëåíèÿ ðàçâèòèÿ
ôåíîòèïà ñòàðåíèÿ H2O2-ñòèìóëèðîâàííûõ ýÌÑÊ áûëà
èäåíòè÷íîé. Èíãèáèðîâàíèå àêòèâíîñòè Akt/PKB íå ñïà-
ñàëî H2O2-ñòèìóëèðîâàííûå êëåòêè îò íåîáðàòèìîãî àðå-

Ìîäóëÿöèÿ ôåíîòèïè÷åñêèõ ïðèçíàêîâ ñòàðåíèÿ ñòâîëîâûõ ýíäîìåòðèàëüíûõ êëåòîê 417

Ðèñ. 5. Èíãèáèðîâàíèå PI3K/Akt ñòèìóëèðóåò àêòèâàöèþ p53-çàâèñèìîãî ñèãíàëüíîãî ïóòè è íå âëèÿåò íà ïðîëèôåðàòèâíûé ïî-
òåíöèàë ñòàðûõ ýÌÑÊ.

à — óðîâåíü ôîñôîðèëèðîâàíèÿ êèíàçû Akt ïî Thr308 (èììóíîáëîò, ñòðåëêà) â êëåòêàõ, ñòèìóëèðîâàííûõ â òå÷åíèå 30 ìèí 200 ìêÌ H2O2 áåç è ñ
ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêîé LY294002 (LY, 20 ìêÌ). á — ôîñôîðèëèðîâàííûå áåëêè p53 è Rb (èììóíîáëîò, ñòðåëêè); äîðîæêè: 1 — êîíòðîëü,
2, 5 — H2O2 â òå÷åíèå 1 ÷, 3, 6 — 40 ìèí LY ïåðåä äîáàâëåíèåì H2O2 ñ ïîñëåäóþùèì åãî ïðèñóòñòâèåì â òå÷åíèå 3 èëè 5 ñóò ñîîòâåòñòâåííî, 4, 7 —
ïðèñóòñòâèå LY â ñðåäå ïîñëå 1-÷àñîâîãî äåéñòâèÿ H2O2 â òå÷åíèå 3 èëè 5 ñóò ñîîòâåòñòâåííî. â — êðèâàÿ ðîñòà êîíòðîëüíûõ, H2O2- è
(H2O2 + LY)-îáðàáîòàííûõ êëåòîê (LY ââîäèëè â ñðåäó ïîñëå 1-÷àñîâîãî äåéñòâèÿ H2O2). Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåðíû ïðè P < 0.5 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðî-

ëåì (*).



ñòà ïðîëèôåðàöèè, êàê ïîêàçûâàåò àíàëèç êðèâûõ ðîñòà
(ðèñ. 5, â). Â ýòîì ñëó÷àå ïåðìàíåíòíûé áëîê êëåòî÷íîãî
öèêëà áûë îáóñëîâëåí ïîâûøåííîé ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòüþ p53-çàâèñèìîãî ïóòè ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëüíûìè êëåòêàìè (ðèñ. 5, á), êàê è â ýêñïåðèìåíòàõ ñ
Rapa (ðèñ. 1, ã). Â ñèëó òîãî, ÷òî íè Rapa, íè LY íå óìåíü-
øàëè àêòèâíîñòü p53/p21/Rb â H2O2-îáðàáîòàííûõ êëåò-
êàõ, îíè áûëè íå ñïîñîáíû ìîäóëèðîâàòü èõ ïðîëèôåðà-
òèâíûé ñòàòóñ.

Îáîáùàÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ìû çàêëþ÷àåì, ÷òî
íè îäíî èç èçó÷åííûõ ñîåäèíåíèé (Rapa, U0126 è LY),
èíãèáèðóþùèõ mTOR-, ERK- è PI3K-îïîñðåäîâàííûå
ñèãíàëüíûå ïóòè â ýÌÑÊ, ïðè ïîñòîÿííîì ïðèñóòñòâèè
â ñðåäå íå ïðåäîòâðàùàåò H2O2-èíäóöèðîâàííîãî íåîáðà-
òèìîãî àðåñòà êëåòî÷íîãî öèêëà. Â ëèòåðàòóðå îïèñàí ôå-
íîìåí ÷àñòè÷íîãî âîññòàíîâëåíèÿ êëåòî÷íîé ïðîëèôåðà-
öèè ÷åðåç 10 ñóò ïîñëå óäàëåíèÿ Rapa èç èíêóáàöèîííîé
ñðåäû (Demidenko et al., 2009b), îäíàêî â íàøèõ ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûõ óñëîâèÿõ íå óäàëîñü äîñòè÷ü òàêîãî ýôôåêòà
â îòíîøåíèè ïðîëèôåðàòèâíîãî ñòàòóñà ýÌÑÊ.

Äëèòåëüíîå äåéñòâèå êàæäîãî èç èíãèáèòîðîâ (äëÿ
LY äàííûå íå ïîêàçàíû) ïðèâîäèëî ê ïîäàâëåíèþ ãåíå-
ðàöèè âíóòðèêëåòî÷íûõ ÀÔÊ, ÷òî óêàçûâàåò íà ó÷àñòèå
mTORC1, ERK è PI3K â ðåãóëÿöèè óðîâíÿ ÀÔÊ ïðè ñòà-
ðåíèè ýÌÑÊ. Ýòè íàõîäêè äîïîëíÿþò ðåçóëüòàòû íàøèõ
èññëåäîâàíèé, â êîòîðûõ áûëè äîêàçàíû íåîáõîäèìîñòü
ïîâûøåííîãî óðîâíÿ ÀÔÊ äëÿ ñòàáèëèçàöèè H2O2-èíäó-
öèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ è âàæíàÿ ðîëü p38MAPK â

êîíòðîëå ÀÔÊ-çàâèñèìîé àêòèâàöèè îòâåòà íà ïîâðåæäå-
íèå ÄÍÊ (Borodkina et al., 2014). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìû
ïðîäåìîíñòðèðîâàëè, ÷òî îñíîâíûå ôåíîòèïè÷åñêèå õà-
ðàêòåðèñòèêè, ñâÿçàííûå ñ êëåòî÷íûì ñòàðåíèåì (ðàçìåð
êëåòîê è àêòèâíîñòü SA-b-Ga1), ïîäâåðæåíû ìîäóëÿöèè â
çàâèñèìîñòè îò âëèÿíèÿ èíãèáèòîðîâ íà ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå ñèãíàëüíûå ïóòè. Rapa è LY, ýôôåêòèâíî èíãèáèðóÿ
ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü mTORC1, ïðåïÿòñòâîâàëè
ðàçâèòèþ êëåòî÷íîé ãèïåðòðîôèè è óâåëè÷åíèþ àêòèâíî-
ñòè SA-b-Ga1 â H2O2-îáðàáîòàííûõ êëåòêàõ. Òàêèå ôàêòû
îäíîçíà÷íî ñâèäåòåëüñòâóþò î âîâëå÷åííîñòè mTOR-ïó-
òè (íà óðîâíå êîíòðîëÿ ôåíîòèïà ñòàðåíèÿ) â ðåàëèçàöèþ
ïðîãðàììû ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ ïðè îêèñ-
ëèòåëüíîì ñòðåññå è ñîãëàñóþòñÿ ñ ìíîãî÷èñëåííûìè ëè-
òåðàòóðíûìè äàííûìè î êëþ÷åâîé ðîëè mTOR â ñòàðå-
íèè êëåòîê ðàçëè÷íûõ òèïîâ.

Ïðè îöåíêå âëèÿíèÿ ERK-çàâèñèìîãî MAPK-ïóòè íà
ôåíîòèïè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ áûë îá-
íàðóæåí íåîáû÷íûé ýôôåêò U0126, îòëè÷íûé îò ýôôåê-
òîâ Rapa è LY. Òàê, ñóïðåññèÿ àêòèâíîñòè ERK1/2 â
H2O2-îáðàáîòàííûõ êëåòêàõ íå âëèÿëà íà àêòèâíîñòü ìè-
øåíåé mTORC1, íå ïðåïÿòñòâîâàëà ïîÿâëåíèþ ãèïåð-
òðîôèè, íî íàðÿäó ñ ýòèì ïðèâîäèëà ê çíà÷èòåëüíîìó
óìåíüøåíèþ èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè íà SA-b-Ga1 è êî-
ëè÷åñòâà îêðàøåííûõ êëåòîê â ïîïóëÿöèè ïî ñðàâíåíèþ
ñ H2O2-ñòèìóëèðîâàííûìè ýÌÑÊ. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåä-
ïîëàãàòü ñóùåñòâîâàíèå êîððåëÿöèè ìåæäó àêòèâíîñòÿ-
ìè ëèçîñîì è ERK1/2 MAP-êèíàç. Íî â òàêîì ñëó÷àå âðÿä
ëè ìîæíî îáîñíîâàííî ãîâîðèòü îá ó÷àñòèè ERK-ïóòè
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Ðèñ. 6. Èíãèáèòîð LY óìåíüøàåò ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü SA-b-Ga1 (à) è mTORC1-ïóòè (á) â H2O2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ, à
òàêæå ðàçìåð êëåòîê (â).

Óñëîâèÿ îáðàáîòêè êëåòîê: à, â — LY ââîäèëè â ñðåäó ïîñëå 1-÷àñîâîãî äåéñòâèÿ H2O2; á — ñì. îáúÿñíåíèå â ïîäïèñè ê ðèñ. 5, á. Ðàçëè÷èÿ äîñòîâåð-
íû ïðè P < 0.5 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (*) è ñ H2O2-îáðàáîòàííûìè êëåòêàìè (§).



â êîíòðîëå ôåíîòèïà ñòàðåíèÿ ÷åðåç mTORC1. Òåì íå ìå-
íåå, åñëè ïðèíÿòü âî âíèìàíèå ñóùåñòâîâàíèå mTOR-
îïîñðåäîâàííîé íåãàòèâíîé ðåãóëÿöèè êàñêàäà
Raf/MEK/ERK/p90RSK, òåçèñ î âçàèìîäåéñòâèè ñèãíàëü-
íûõ ïóòåé mTOR è ERK1/2 MAPK â ñòàðûõ ýÌÑÊ îñòà-
åòñÿ íà ïîâåñòêå äíÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068).
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Human endometrium-derived mesenchymal stem cells (hMESCs) subjected to sublethal oxidative stress
enter the premature senescence. To prevent the premature senescence of cells, it is necessary to block the activi-
ty of signaling pathways involved in the senescence program. Here, we studied the effects of permanent inhibi-
tion of PI3K/Akt/mTOR and ERK1/2 ÌÀÐÊ pathways for the restoration of proliferative potential and modula-
tion of the senescence phenotype in H2O2-treated hMESCs. The specific pharmacological inhibitors of
mTORC1, MEK/ERK and PI3K/Akt (rapamycin, U0126 and LY294002, respectively) were used. It was found
that all inhibitors are able to change the senescence phenotype of stressed cells, including cell hypertrophy, inc-
reased both ROS level and activity of senescence-associated b-galactosidase (SA-b-Gal) but not to recommen-
ce the cell proliferation. In H2O2-treated cells, rapamycin and LY294002 effectively prevented cell hypertrophy
and an increase in SA-b-Gal activity, whereas U0126 also could prevent magnification of SA-b-Gal activity but
was not capable to rescue cells from hypertrophy. Under any inhibitor, the intracellular ROS levels elevated in
the senescent cells were suppressed. Of note, the long-term post-treatment with any inhibitor did not result in
the recovery proliferative potential in H2O2-stimulated cells. In senescent cells, there are the mutual links bet-
ween mTOR and MAP-kinases: p38 or ERK1/2 inhibition did not alter the functional activity of mTORC1 sig-
naling, whereas suppression of the latter caused a strong activation of components of Raf/MEK/ERK/p90RSK
pathway but had no effect on p38/MK-2/Rb. Thus, mTORC1 is a negative regulator ERK-, but not p38-depen-
dent MAP-kinase pathway in senescent hMESCs.

K e y w o r d s: mTOR, MAP-kinases, rapamycin, endometrial stem cells, premature senescence, oxidative
stress.
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