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Ï. À. Ñëèæîâ è äð.
Ìàðêåðû ñòàðåíèÿ â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà. Îáùèå è èíäèâèäóàëüíûå ðàçëè÷èÿ

Ñèíäðîì Êîêêåéíà — ðåäêîå àóòîñîìíî-ðåöåññèâíîå çàáîëåâàíèå, îïèñàííîå â 1930-õ ãîäàõ
Ý. À. Êîêêåéíîì. Áîëüíûå ñòðàäàþò êàõåêñè÷åñêîé êàðëèêîâîñòüþ (êîãäà âåñ ïî ñðàâíåíèþ ñ íîðìîé
ñíèæåí åùå ñèëüíåå, ÷åì ðîñò), ôîòî÷óâñòâèòåëüíîñòüþ, ãëóõîòîé è ðàçëè÷íûìè íàðóøåíèÿìè çðåíèÿ
(àòðîôèåé çðèòåëüíîãî íåðâà, êàòàðàêòîé, äåãåíåðàöèåé ýïèòåëèÿ ðîãîâèöû è ïîâðåæäåíèÿìè ñåò÷àò-
êè). Ñðåäíÿÿ ïðîäîëæèòåëüíîñòü æèçíè áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà — 12 ëåò. Â êëåòêàõ áîëüíûõ íà-
ðóøåí ïðîöåññ ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè íóêëåîòèäîâ (nucleotide excision repair — NER), åå âåòâü, ñïà-
ðåííàÿ ñ òðàíñêðèïöèåé (transcription coupled repair — TCR) (TC-NER). Ïðè èññëåäîâàíèè ïàíåëè ìàð-
êåðîâ ñòàðåíèÿ (SA-b-gal, g-H2AX, 53BP1, HP1-g, SIRT1, SIRT6, 3meH3K9 è 3meH3K27), à òàêæå
íàðóøåíèÿ ñòðîåíèÿ ÿäåðíîé ëàìèíû è óêîðî÷åíèÿ òåëîìåð áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êëåòêè áîëüíûõ ñèíä-
ðîìîì Êîêêåéíà îáëàäàþò âûðàæåííûìè ïðèçíàêàìè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ ïî âñåì èññëåäîâàííûì
ìàðêåðàì. Ýòî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ñèíäðîì Êîêêåéíà èñòèííîé ïðîãåðèåé è èñïîëüçîâàòü êëåòî÷íûå ëè-
íèè, ïîëó÷åííûå îò áîëüíûõ, êàê ìîäåëüíûå îáúåêòû äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ ñòàðåíèÿ è òåñòèðîâàíèÿ
ãåðîïðîòåêòîðîâ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ñèíäðîì Êîêêåéíà, ïðåäæäåâðåìåííîå ñòàðåíèå, ñåãìåíòàðíàÿ ïðîãåðèÿ, ìàð-
êåðû ñòàðåíèÿ, òåëîìåðû.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ï. í. — ïàðà íóêëåîòèäîâ, SA-b-gal — àññîöèèðîâàííàÿ ñî ñòàðåíèåì
b-ãàëàêòîçèäàçà, êÏÖÐ — êîëè÷åñòâåííàÿ ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ.

Ñóùåñòâóåò ãðóïïà ðåäêèõ çàáîëåâàíèé ÷åëîâåêà, â
ñèìïòîìàòèêó êîòîðûõ âõîäèò óñêîðåííîå ñòàðåíèå îðãà-
íèçìà. Ïî ðîëè ïðîöåññîâ óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ â îïè-
ñàííîé ñèìïòîìàòèêå ýòè áîëåçíè äåëÿò íà èñòèííûå
ïðîãåðèè è ñåãìåíòàðíûå ïðîãåðèè, èëè ïðîãåðîèäíûå
ñèíäðîìû. Ê èñòèííûì ïðîãåðèÿì îòíîñÿò ñèíäðîì Õàò-
÷èíñîíà—Ãèëôîðäà (ïðîãåðèÿ äåòåé) è ñèíäðîì Âåðíåðà
(ïðîãåðèÿ âçðîñëûõ), à ê ñåãìåíòàðíûì ïðîãåðèÿì —
ñèíäðîì Ëóè—Áàðð (àòàêñèÿ-òåëåàíãèýêòàçèÿ), ñèíäðîì
Ñåêêåëÿ, ïèãìåíòíóþ êñåðîäåðìó, òðèõîòèîäèñòðîôèþ,
àíåìèþ Ôàíêîíè, ñèíäðîì Êîêêåéíà è íåêîòîðûå äðóãèå
(ïðèçíàêè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ, íàïðèìåð, îïèñàíû ïðè
ñèíäðîìå Äàóíà). Âñå ýòè áîëåçíè îáúåäèíÿþò ñíèæåí-
íûé ïðîëèôåðàòèâíûé ïîòåíöèàë êëåòîê, âûñîêèé ïðî-
öåíò êëåòîê ñ âûðàæåííûìè ïðèçíàêàìè êëåòî÷íîãî
ñòàðåíèÿ, à òàêæå ïîâûøåííûé ðèñê ðàííåãî ðàçâèòèÿ çà-
áîëåâàíèé, òðàäèöèîííî ñ÷èòàþùèõñÿ âîçðàñòíûìè (êàð-
äèîëîãè÷åñêèå, íåéðîäåãåíåðàòèâíûå, îíêîëîãè÷åñêèå è
ò. ï.). Êëåòêè, ïîëó÷åííûå îò áîëüíûõ ñ ïðîãåðèÿìè, ìî-
ãóò ñëóæèòü ìîäåëüþ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ïðîöåññîâ ñòàðå-
íèÿ. Äëÿ ýòîãî áîëüíûå äîëæíû áûòü ïðåäâàðèòåëüíî äå-

òàëüíî èçó÷åíû, â ïåðâóþ î÷åðåäü ñ òî÷êè çðåíèÿ èõ
áèîëîãè÷åñêîãî âîçðàñòà.

Ñèíäðîì Êîêêåéíà òðàäèöèîííî ðàññìàòðèâàåòñÿ êàê
îäíà èç ñåãìåíòàðíûõ ïðîãåðèé, âíåøíå íàèáîëåå ñõîæàÿ
ñ èñòèííîé ïðîãåðèåé — ñèíäðîìîì Õàò÷èíñîíà—Ãèë-
ôîðäà, òàê êàê äëÿ îáîèõ ýòèõ ñèíäðîìîâ õàðàêòåðíà êà-
õåêñè÷åñêàÿ êàðëèêîâîñòü. Ïðè ñèíäðîìå Êîêêåéíà íàðó-
øåíà ñèñòåìà ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèè ÄÍÊ, ñïàðåííîé ñ
òðàíñêðèïöèåé (TC-NER), â ðåçóëüòàòå ìóòàöèé â ãåíàõ
ñèíäðîìà Êîêêåéíà ãðóïïû A CSA è B (CSB), à òàêæå â
ãåíàõ ãðóïïû êîìïëåìåíòàöèè ïèãìåíòíîé êñåðîäåðìû
XPB, XPD è XPG. Ïðèçíàêè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ íà êëå-
òî÷íîì óðîâíå ïðè ñèíäðîìå Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà
áûëè ïîäðîáíî îïèñàíû â 2006 ã. (Scaffidi, Misteli, 2006),
â òî æå âðåìÿ ïîäðîáíîãî îïèñàíèÿ ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ
ïðè ñèíäðîìå Êîêêåéíà äî íàñòîÿùåãî âðåìåíè ñäåëàíî
íå áûëî.

Çàäà÷à íàñòîÿùåé ðàáîòû — èçó÷èòü ìàðêåðû ñòàðå-
íèÿ â êëåòêàõ ïàöèåíòîâ ñ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà è ñðàâ-
íèòü èõ ñ àíàëîãè÷íûìè ïîêàçàòåëÿìè ïðè àòàêñèè-òåëå-
àíãèýêòàçèè è ñèíäðîìå Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà.
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Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ë è í è è ï å ð â è ÷ í û õ ô è á ð î á ë à ñ ò î â ñëóæèëè
ìàòåðèàëîì äëÿ ïðîâåäåíèÿ ðàáîòû. Èñïîëüçîâàëè ëèíèè
îò òðåõ çäîðîâûõ äîíîðîâ ìóæñêîãî ïîëà — 8SP (19 ëåò),
9SP (32 ãîäà) è 10SP (75 ëåò), êîòîðûå âûñòóïàëè â êà÷å-
ñòâå êîíòðîëÿ, è îò äâóõ ìàëü÷èêîâ ïðîáàíäîâ ñ êëèíè÷å-
ñêèì äèàãíîçîì ñèíäðîì Êîêêåéíà íåóñòàíîâëåííîé
ãðóïïû êîìïëåìåíòàöèè — Cs3SP (7 ëåò) è Cs4SP
(13 ëåò).

Ïîëó÷åíèå ïåðâè÷íîé êóëüòóðû ôèáðîáëàñòîâ êîæè
ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîé ìåòîäèêå. Áèîïòàò êîæè
5�5 ìì èç îáëàñòè ïðåäïëå÷üÿ äîíîðà ìåõàíè÷åñêè äèñ-
ïåðãèðîâàëè. Ïîëó÷åííûå ôðàãìåíòû êîæè ïîìåùàëè â
÷àøêó Ïåòðè ïîä ïîêðîâíîå ñòåêëî â ïîëíóþ ðîñòîâóþ
ïèòàòåëüíóþ ñðåäó ÌÅÌ (Sigma, ÑØÀ), ñîäåðæàùóþ
16 % ñûâîðîòêè ýìáðèîíîâ êîðîâ (Sigma, ÑØÀ),
100 åä./ìë ïåíèöèëëèíà, 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (Gib-
ñî, ÑØÀ), 25 ìêã/ìë ôóíãèçîíà è 0.3 ìã/ìë L-ãëóòàìèíà.
Ìàòåðèàë êóëüòèâèðîâàëè, ìåíÿÿ ïèòàòåëüíóþ ñðåäó
1 ðàç â 4—7 ñóò, äî äîñòàòî÷íîé êîíôëþýíöèè ôèáðîáëà-
ñòîâ. Ïðè äîñòèæåíèè íåîáõîäèìîãî ìîíîñëîÿ êëåòêè
ñíèìàëè ñ ïîäëîæêè ñ ïîìîùüþ 0.25%-íîãî ðàñòâîðà
òðèïñèí—ÝÄÒÀ (Gibñî, ÑØÀ) è êóëüòèâèðîâàëè â ïëàñ-
òèêîâûõ ôëàêîíàõ è íà ÷àøêàõ Ïåòðè (Nunclon, ÑØÀ) â
ñðåäå MEM, ñîäåðæàùåé 12 % ôåòàëüíîé ñûâîðîòêè
êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà (Sigma, ÑØÀ), 100 åä./ìë ïåíè-
öèëëèíà è 100 ìêã/ìë ñòðåïòîìèöèíà (Gibco, ÑØÀ), ïðè
37 °C â àòìîñôåðå 5 % ÑO2. Â êà÷åñòâå ìàðêåðîâ ñòàðå-
íèÿ èñïîëüçîâàëè óæå òðàäèöèîííóþ îïèñàííóþ ïàíåëü
(Ñïèâàê è äð., 2015; Bernadotte at al., 2016.)

À ê ò è â í î ñ ò ü S A - b - G a l âûÿâëÿëè ñ èñïîëüçîâà-
íèåì ôèðìåííîãî íàáîðà Senescence-galactosidase staining
kit (Cell Signalling Thecnology, ÑØÀ) â ñîîòâåòñòâèè ñ èí-
ñòðóêöèåé ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Îá àêòèâíîñòè
SA-b-Gal ñóäèëè âèçóàëüíî ïî ïîÿâëåíèþ ñèíèõ ãðàíóë â
öèòîïëàçìå êëåòîê, ïîñëå ÷åãî ïðîâîäèëè ïîäñ÷åò äîëè
êëåòîê ñ âûñîêèì óðîâíåì àêòèâíîñòè SA-b-Gal.

Í å ï ð ÿ ì à ÿ è ì ì ó í î ô ë ó î ð å ñ ö å í ö è ÿ. Êëåòêè,
âûðàùåííûå â ÷àøêàõ Ïåòðè íà ïîêðîâíûõ ñòåêëàõ, ïðî-
ìûâàëè ðàñòâîðîì PBS è ôèêñèðîâàëè 4%-íûì ðàñòâî-
ðîì ïàðàôîðìàëüäåãèäà â PBS 10 ìèí ïðè 4 °C, ïîñëå
÷åãî ïåðìåàáèëèçîâûâàëè 3%-íûì ðàñòâîðîì Òðèòî-
íà Õ-100 â PBS 5 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì
êëåòêè ïðîìûâàëè PBS 3 ðàçà ïî 5 ìèí è èíêóáèðîâàëè â
áëîêèðóþùåì ðàñòâîðå (5 % áû÷üåãî ñûâîðîòî÷íîãî àëü-
áóìèíà (ÁÑÀ) è 0.01% Tween-20 â PBS) 1 ÷ ïðè êîìíàò-
íîé òåìïåðàòóðå. Ïîñëå ýòîãî êëåòêè ïîñëåäîâàòåëüíî
èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå ïåðâûõ è âòîðûõ àíòèòåë, ðàç-
âåäåííûõ â 0.1%-íîì ðàñòâîðå ÁÑÀ â PBS â òå÷åíèå 12 ÷
ïðè 4 °C è 45 ìèí ïðè 37 °C ñîîòâåòñòâåííî. Â êà÷åñòâå
ïåðâûõ àíòèòåë èñïîëüçîâàëè IgG ìûøè èëè êðîëèêà
ïðîòèâ áåëêîâ g-H2AX, p53-BP-1, SIRT1, SIRT6,
Tri-Me-H3K9, Tri-Me-H3K27, HP1g è ëàìèíà-A (Abcam,
ÑØÀ). Âòîðûå àíòèòåëà — IgG êîçû, àôôèííûå ê
Fc-ôðàãìåíòàì ìûøè èëè êðîëèêà, íåñóùèå ôëóîðåñöåíò-
íóþ ìåòêó ñ Alexa 546 èëè Alexa 488 ñîîòâåòñòâåííî
(Thermo Fisher Scientific, ÑØÀ). Ïîëó÷åííûå äàííûå àíà-
ëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ImageJ (National Insti-
tutes of Health, 1997). Äëÿ êîëè÷åñòâåííîé îöåíêè èíòåí-
ñèâíîñòè ñèãíàëà àíàëèçèðîâàëè íå ìåíåå 300 êëåòîê
êàæäîé ëèíèè äëÿ êàæäîãî ïàðàìåòðà â êàæäîì ýêñïåðè-
ìåíòå. Äëÿ ýòîãî ïîëó÷àëè öèôðîâûå èçîáðàæåíèÿ ïðåïà-
ðàòîâ (8 áèò, RGB, ôîðìàò TIF) íà èíâåðòèðîâàííîì ôëóî-
ðåñöåíòíîì ìèêðîñêîïå Leica DMI 6000 ïðè ïîìîùè

ïðîãðàììíîãî ïàêåòà µManager (Micro-Manager Vale Lab,
UCSF, ÑØÀ). Çíà÷åíèÿ èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
ìåòîê èçìåðÿëè ïðè ïîìîùè ïðîãðàììíîãî ïàêåòà Imagej
(National Institutes of Health, ÑØÀ). Äëÿ ïîäñ÷åòà àáåððà-
öèé ÿäåðíîé ëàìèíû ÿäðà äåëèëè íà òðè ãðóïïû â çàâèñè-
ìîñòè îò ôîðìû ÿäåðíîé îáîëî÷êè: ñ ýëèïñîèäíîé ôîð-
ìîé (íîðìàëüíûå), ñ íàëè÷èåì èíâàãèíàöèé è íåñóùèå
áëåá-ñòðóêòóðû. Ïîäñ÷èòûâàëè äîëþ (â %) êàæäîé ãðóï-
ïû â îáùåì ÷èñëå ïðîàíàëèçèðîâàííûõ êëåòîê.

Ä ë ÿ î ï ð å ä å ë å í è ÿ ñ ð å ä í å é ä ë è í û ò å ë î ì å ð
â ãåíîìå ïðèìåíÿëè îïèñàííûé ìåòîä (Cawthon, 2002),
êîòîðûé îñíîâàí íà êîëè÷åñòâåííîé ïîëèìåðàçíîé öåï-
íîé ðåàêöèè â ðåàëüíîì âðåìåíè (êÏÖÐ). Äëÿ èçìåðåíèÿ
àáñîëþòíîé äëèíû òåëîìåð â èññëåäóåìûõ îáðàçöàõ,
ïðèõîäÿùåéñÿ íà 1 ãåíîì, äëÿ êàæäîãî îáðàçöà îïðåäåëÿ-
ëè îòíîøåíèå êîëè÷åñòâà êîïèé òåëîìåðíûõ ïîâòîðîâ ê
êîëè÷åñòâó êîïèé ó÷àñòêà ÄÍÊ, ïðåäñòàâëåííîãî â ãåíî-
ìå 1 ðàç (T/S). Äëÿ ýòîãî îäíîâðåìåííî ïðîâîäèëè êÏÖÐ
äëÿ òåëîìåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ôðàãìåíòà îäíîêî-
ïèéíîãî ãåíà ðèáîñîìíîãî ôîñôîïðîòåèíà ÐÎ-36B4, ëî-
êàëèçîâàííîãî íà 12-é õðîìîñîìå (Boulay, 1999). Â êà÷å-
ñòâå êàëèáðîâî÷íûõ ðàñòâîðîâ ÄÍÊ èñïîëüçîâàëè
ðàñòâîðû ñ èçâåñòíûì êîëè÷åñòâîì ñèíòåçèðîâàííûõ
îëèãîíóêëåîòèäîâ — ôðàãìåíòà ãåíà 36B4 (73 ï. í.), à
òàêæå îëèãîíóêëåîòèäà (84 ï. í.), ñîñòîÿùåãî èç òåëîìåð-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè TTAGGG, ïîâòîðåííîé 14 ðàç
(O’Callaghan et al., 2008). Äëÿ êàæäîãî îáðàçöà êÏÖÐ ïðî-
âîäèëè äâàæäû. Äëÿ ïðîâåäåíèÿ êÏÖÐ èñïîëüçîâàëè
ïðèáîð ABI Prism 7900 (Life Technologies, ÑØÀ) è êîì-
ìåð÷åñêèé íàáîð äëÿ ÏÖÐ — ÏÖÐ Áóôåð Á (ÇÀÎ Ñèíòîë,
Ðîññèÿ).

Èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïðàéìåðû ê òåëîìåðíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè:

Tel1: 5R-CGG TTT GTT TGG GTT TGG GTT TGG

GTT TGG GTT TGG GTT-3R è

Tel2: 5R-GGC TTG CCT TAC CCT TAC CCT TAC

CCT TAC CCT TAC CCT-3R;

ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ïðàéìåðîâ ê åäèíè÷íîìó ãåíó 36B4:

ïðÿìîé 5R-CAG CAA GTG GGA AGG TGT AAT CC-3R

è îáðàòíûé 5R-CCC ATT CTA TCA TCA ACG

GGT ACA A-3R.

Ðåàêöèîíûå ñìåñè äëÿ àìïëèôèêàöèè òåëîìåðíîé ïî-
ñëåäîâàòåëüíîñòè è ãåíà 36Â4 ðàçëè÷àëèñü òîëüêî ïðàé-
ìåðàìè. Ñîñòàâ ñìåñè (20 ìêë): 6.7 ìêë äåèîíèçèðîâàí-
íîé âîäû, 2 ìêë 10-êðàòíîãî ÏÖÐ-áóôôåðà Á, 2 ìêë
äÍÒÔ (2.5 ìÌ), 2 ìêë MgCl2 (25 ìÌ), ïî 1 ìêë ïðàéìå-
ðîâ 1 è 2 (2 ìêÌ), 0.1 ìêë êðàñèòåëÿ SYBR GreenI,
0.2 ìêë Taq ÄÍÊ-ïîëèìåðàçû (5 åä./ìêë) è 5 ìêë
ÄÍÊ-ìàòðèöû (10 íã/ìêë). Ïîñëå äîáàâëåíèÿ âñåõ êîìïî-
íåíòîâ ðåàêöèîííóþ ñìåñü ïåðåìåøèâàëè íà âîðòåêñå,
êàïëè ñîáèðàëè êîðîòêèì öåíòðèôóãèðîâàíèåì è ïåðåíî-
ñèëè â ïðîáèðêè îáúåìîì 0.2 ìë. Òåìïåðàòóðíûå ðåæèìû
äëÿ êÏÖÐ òåëîìåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ãåíà 36Â4
òàêæå íå ðàçëè÷àëèñü: 95 °C, 10 ìèí — 1 öèêë, 95 °C, 15 ñ
è 60 °C, 1 ìèí — 40 öèêëîâ.

Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ êÏÖÐ ñòðîèëè êàëèáðîâî÷íûå
ïðÿìûå äëÿ òåëîìåðíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è äëÿ ãåíà,
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ïî êîòîðûì îïðåäåëÿëè ÷èñëî êîïèé òåëîìåðíûõ ïîâòî-
ðîâ (Ò) è åäèíè÷íîãî ãåíà (S). Îòíîøåíèå T/S, óìíî-
æåííîå íà 84 (äëèíà ôðàãìåíòà ãåíà 36B4), îòðàæàåò òî,
âî ñêîëüêî ðàç ÷èñëî íóêëåîòèäîâ, âõîäÿùèõ â òåëîìåð-
íóþ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, áîëüøå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè,
ïðåäñòàâëåííîé â ãåíîìå 1 ðàç, ò. å. äëèíó âñåé òåëîìåð-
íîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè â ãåíîìå. ×òîáû óçíàòü äëèíó
òåëîìåð íà îäíîì êîíöå õðîìîñîìû, ïîëó÷åííîå ÷èñëî
äåëèëè íà 46, òàê êàê â ãàïëîèäíîì ãåíîìå ãåí ïðåä-
ñòàâëåí 1 ðàç, à òåëîìåðû — ïî äâå íà êàæäîé èç 23 õðî-
ìîñîì.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê ó þ î á ð à á î ò ê ó ïðîâîäèëè â ïðî-
ãðàììíîì ïàêåòå Microsoft Excel 2010. Ðàññ÷èòûâàëè
ñðåäíþþ àðèôìåòè÷åñêóþ âåëè÷èíó è ñðåäíåå êâàäðà-
òè÷íîå îòêëîíåíèå. Ñòàòèñòè÷åñêóþ çíà÷èìîñòü ðàçëè-
÷èé ìåæäó îòäåëüíûìè êëåòî÷íûìè ëèíèÿìè îöåíèâàëè
ïðè ïîìîùè t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Ðàçëè÷èÿ ñ÷èòàëè äî-
ñòîâåðíûìè ïðè Ð = 0.01.

Ðåçóëüòàòû

Äëÿ êëåòîê â èññëåäóåìûõ ëèíèÿõ îïðåäåëèëè óðîâ-
íè îòíîñèòåëüíîé àêòèâíîñòè ëèçîñîìíîé b-ãàëàêòî-
çèäàçû (SA-b-gal), àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì, —
òðàäèöèîííîãî ìàðêåðà ñòàðåíèÿ, îïèñàííîãî îäíèì èç
ïåðâûõ. SA-b-gal èìååò ñâîéñòâî íàêàïëèâàòüñÿ â ñòàðå-
þùèõ êëåòêàõ (Dimri et al., 1995; Lee et al., 2006). Âèçóà-
ëèçàöèÿ íàêîïëåíèÿ SA-b-gal ïîêàçàíà íà ðèñ. 1. Ìàêñè-
ìàëüíîå ÷èñëî êëåòîê ñ ÿðêî âûðàæåííûì íàêîïëåíèåì
SA-b-gal íàáëþäàåòñÿ â ëèíèè Ñs4SP — ïàöèåíòà ñ êëè-
íè÷åñêè äèàãíîñòèðîâàííûì ñèíäðîìîì Êîêêåéíà íåó-
ñòàíîâëåííîé ãðóïïû êîìïëåìåíòàöèè. Äîëÿ êëåòîê ñ
âûñîêîé àêòèâíîñòüþ SA-b-gal â ýòîé ëèíèè â 2.1 ðàçà
âûøå, ÷åì â êîíòðîëüíîé ëèíèè 8SP (Ð = 0.01). Â êëåòêàõ
ëèíèè Ñs3SP äîëÿ êëåòîê ñ âûñîêèì óðîâíåì SA-b-gal
âûøå, ÷åì â êëåòêàõ ëèíèè 8SP, â 1.6 ðàçà, íî íèæå, ÷åì â
êëåòêàõ ëèíèè 10SP, â 1.1 ðàçà (Ð = 0.01) (ðèñ. 1, á).

Âåñüìà çíà÷èìûìè ìàðêåðàìè ñòàðåíèÿ êëåòêè ïðè-
íÿòî ñ÷èòàòü ôîñôîðèëèðîâàííóþ ôîðìó ãèñòîíà Í2ÀÕ
(g-H2AX) è p53-ñâÿçûâàþùèé áåëîê 1 (p53BP1). Ýòè áåë-
êè îáðàçóþò ôîêóñû, ëåãêî äåòåêòèðóåìûå èììóíîôëóî-
ðåñöåíòíûì îêðàøèâàíèåì, êîòîðûå ëîêàëèçóþòñÿ â ðàé-
îíå äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ ÄÍÊ, è, êàê ïðàâèëî, äèíàìè-
êè áåëêîâ p53BP1 è g-H2AX ñîâïàäàþò. Íàáëþäàåìûå
ôîêóñû ìîãóò ñëóæèòü ìàðêåðàìè äâóõíèòåâûõ ðàçðûâîâ
(Karlsson, Stenerlow, 2004; Tanaka et al., 2006) è íàáëþäà-
þòñÿ â ÿäðàõ ñòàðåþùèõ êëåòîê â êóëüòóðå, êëåòîê ïîæè-
ëûõ ëþäåé è ëþäåé, ñòðàäàþùèõ ñèíäðîìàìè óñêîðåííî-
ãî ñòàðåíèÿ (Sedelnikova et al., 2004). Äàííûå ïî íàêîïëå-
íèþ ôîêóñîâ g-Í2ÀÕ è p53BP1 ïðèâåäåíû íà ðèñ. 2.
Äîëÿ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ôîêóñû g-Í2ÀÕ è p53BP1,
âûøå â êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ îò áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîê-
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Ðèñ. 1. Îêðàñêà êëåòîê íà b-ãàëàêòîçèäàçó, àññîöèèðîâàííóþ ñî ñòàðåíèåì (à), è äîëÿ îêðàøåííûõ êëåòîê (á) ëèíèé, ïîëó÷åííûõ
îò çäîðîâûõ äîíîðîâ-ìóæ÷èí â âîçðàñòå 19 (8SP) è 75 (10SP) ëåò, à òàêæå îò äâóõ ìàëü÷èêîâ ïðîáàíäîâ ñ êëèíè÷åñêèì äèàãíîçîì

ñèíäðîì Êîêêåéíà (ÑÊ) â âîçðàñòå 7 (Cs3SP) è 13 (Cs4SP) ëåò.

Êîíòðîëüíûìè ñ÷èòàëè ëèíèè êëåòîê îò çäîðîâûõ äîíîðîâ (8SP è 10SP). Çäåñü è íà äðóãèõ ãèñòîãðàììàõ (ðèñ. 2—6): çâåçäî÷êè ïîêàçûâàþò äîñòîâåð-
íûå îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè Ð < 0.01, âåðòèêàëüíûå îòðåçêè — îøèáêà ñðåäíåãî.

Ðèñ. 2. Äîëÿ êëåòîê, ñîäåðæàùèõ ôîêóñû ôîñôîðèëèðîâàííîé
ôîðìû ãèñòîíà g-Í2ÀÕ è áåëêà p53BP1, â êëåòêàõ ëèíèé, ïî-
ëó÷åííûõ îò çäîðîâûõ äîíîðîâ (8SP è 9SP) è áîëüíûõ ñèíäðî-

ìîì Êîêêåéíà (Cs3SP è Cs4SP).
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Ðèñ. 3. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) ãèñòîíîâûõ äåàöåòèëàç SIRT1 è SIRT6 (à), ðàñïðåäåëåíèå ÈÔ SIRT1 (á) è SIRT6 (â) â
èíòàêòíûõ ÿäðàõ êëåòîê, à òàêæå ñðåäíÿÿ ÈÔ SIRT1 è SIRT6 (ã) â êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ îò çäîðîâûõ äîíîðîâ è áîëüíûõ ÑÊ.

Çäåñü è íà ðèñ. 4: ìàñøòàáíûå îòðåçêè (à) — 20 ìêì, çâåçäî÷êè (ã) óêàçûâàþò äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè P < 0.01.



êåéíà, è âîçðàñòàåò, êîððåëèðóÿ ñ âîçðàñòîì ïàöèåíòîâ
(Cs3SP — 7, Cs4SP — 13 ëåò). Òàêæå óñòàíîâëåíî, ÷òî
ôîêóñû g-Í2ÀÕ è p53BP1 â êëåòêàõ èññëåäîâàííûõ ëè-
íèé êîëîêàëèçîâàííû âî âñåõ ñëó÷àÿõ, è ýòî ïîçâîëÿåò
óòâåðæäàòü, ÷òî ñèãíàëüíûé ïóòü êèíàçû ÀÒÌ ñîõðàíÿåò
ôóíêöèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü â ýòèõ êëåòêàõ. Äîëÿ êëå-
òîê, ñîäåðæàùèõ ôîêóñû g-Í2ÀÕ è p53BP1 â ëèíèÿõ
Cs3SP è Cs4SP, ïðåâûøàåò àíàëîãè÷íûå ïîêàçàòåëè â ëè-
íèÿõ 8SP è 9SP.

Ïðè îêðàøèâàíèè êëåòîê íåïðÿìûì èììóíîôëóîðåñ-
öåíòíûì ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê ãèñòîíî-
âûì äåàöåòèëàçàì SIRT1 è SIRT6 ñðåäíÿÿ èíòåíñèâíîñòü

ôëóîðåñöåíöèè â ÿäðàõ èññëåäóåìûõ ëèíèé ðàçëè÷íà.
Äëÿ ëèíèé çäîðîâûõ äîíîðîâ îíà ñóùåñòâåííî âûøå, ÷åì
â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà (ðèñ. 3, à). Â òî
æå âðåìÿ êàðòèíà ðàñïðåäåëåíèÿ óðîâíåé èíòåíñèâíî-
ñòè ôëóîðåñöåíöèè â êëåòêàõ ðàçíûõ ëèíèé äîâîëüíî ëþ-
áîïûòíà: â ñëó÷àå SIRT1 èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè
â êëåòêàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ ðàñïðåäåëÿåòñÿ øèðî-
êèì ñïåêòðîì, â òî âðåìÿ êàê â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðî-
ìîì Êîêêåéíà âûÿâëÿåòñÿ ÿðêî âûðàæåííûé ïèê â äèàïà-
çîíå çíà÷åíèé, ñîîòâåòñòâóþùèõ íèçêîìó óðîâíþ ôëóî-
ðåñöåíöèè (ðèñ. 3, á). Â ñëó÷àå SIRT6 â êëåòêàõ çäîðîâûõ
äîíîðîâ íàáëþäàþòñÿ ïîõîæèé, íî ìåíåå âûðàæåí-
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Ðèñ. 3 (ïðîäîëæåíèå).



íûé ïèê çíà÷åíèé è íåøèðîêèé ñïåêòð ðàñïðåäåëåíèÿ,
â òî âðåìÿ êàê êëåòêè áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà äå-
ìîíñòðèðóþò òî÷íî òàêîé æå ÿðêî âûðàæåííûé ïèê,
êàê è â ñëó÷àå ñ SIRT1 (ðèñ. 3, â). Ìîæíî ïðåäïîëîæèòü,
÷òî äàííûé ïèê ìîæåò óêàçûâàòü íà ìíîãî÷èñëåííóþ ïî-
ïóëÿöèþ ñòàðåþùèõ êëåòîê â èññëåäóåìûõ ëèíèÿõ
(ðèñ. 3, â).

Ïðè îêðàøèâàíèè êëåòîê ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê
òðèìåòèëèðîâàííûì ôîðìàì ãèñòîíà Í3 ïî ëèçèíó â 9-ì
(Tri-Me-H3K9) è 27-ì (Tri-Me-H3K27) ïîëîæåíèÿõ ñ ïî-
ñëåäóþùèì èçìåðåíèåì èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè
áûëè âûÿâëåíû ðàçëè÷èÿ ìåæäó èññëåäóåìûìè êëåòî÷-

íûìè ëèíèÿìè (ðèñ. 4, à). Ñðåäíèé óðîâåíü ôëóîðåñöåí-
öèè âûøå â ëèíèÿõ 8SP è 9SP êàê äëÿ Tri-Me-H3K9, òàê è
äëÿ Tri-Me-H3K27. Ðàñïðåäåëåíèå óðîâíåé èíòåíñèâíî-
ñòè ôëóîðåñöåíöèè â ëèíèÿõ 8SP è 9SP ïðåäñòàâëÿåò ñî-
áîé øèðîêèé ñïåêòð, â òî âðåìÿ êàê â ëèíèÿõ êëåòîê
áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà íàáëþäàþòñÿ ÿðêî âûðà-
æåííûå ïèêè â äèàïàçîíå íèçêèõ çíà÷åíèé èíòåíñèâíî-
ñòè ôëóîðåñöåíöèè. Òàê, ïðè ðàñïðåäåëåíèè èíòåíñèâíî-
ñòåé ôëóîðåñöåíöèè Tri-Me-H3K9 îáíàðóæåí øèðîêèé
äèàïàçîí åå óðîâíåé, õîòÿ áîëåå óçêèé, ÷åì â êîíòðîëü-
íûõ ëèíèÿõ, è åãî ïèêîâûå çíà÷åíèÿ ðàñïîëîæåíû â îá-
ëàñòè ìåíüøåé èíòåíñèâíîñòè, ÷åì â êîíòðîëüíûõ ëèíè-
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Ðèñ. 4. Èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) òðèìåòèëèðîâàííûõ ôîðì ãèñòîíà Í3 — Tri-Me-H3K9 è Tri-Me-H3K27 — â èññëåäó-
åìûõ ëèíèÿõ (à), ðàñïðåäåëåíèå ÈÔ Tri-Me-H3K9 (á) è Tri-Me-H3K27 (â) â èíòàêòíûõ ÿäðàõ êëåòîê, à òàêæå ñðåäíÿÿ ÈÔ

Tri-Me-H3K9 è Tri-Me-H3K27 (ã) â êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ îò çäîðîâûõ äîíîðîâ è áîëüíûõ ÑÊ.



ÿõ (ðèñ. 4, á). Íî ðàñïðåäåëåíèå óðîâíåé èíòåíñèâíîñòè
Tri-Me-H3K27 â ëèíèè Cs4SP òàêæå èìååò âûðàæåííûé
ïèê (ðèñ. 4, â). Äàííàÿ êàðòèíà ðàñïðåäåëåíèé èíòåíñèâ-
íîñòè ôëóîðåñöåíöèè î÷åíü ïîõîæà íà òàêîâóþ äëÿ
SIRT1 è SIRT6. Ðàçíîîáðàçèå óðîâíåé ôëóîðåñöåíöèè â
êëåòêàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ è ÿðêî âûðàæåííûå ïèêè â
êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà íàâîäÿò íà ìûñëü
î ñóùåñòâåííîé ïîïóëÿöèè àêòèâíî ñòàðåþùèõ êëåòîê â
ëèíèÿõ, ïîëó÷åííûõ îò áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà
(ðèñ. 4, ã).

Îêðàñêà íåïðÿìûì èììóíîôëóîðåñöåíòíûì ìåòîäîì
ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê ìàðêåðó ñòàðåíèÿ g-èçîôîð-
ìå áåëêà HP1 (ÍÐ1-g) âûÿâèëà çàêîíîìåðíûå ðàçëè÷èÿ

ìåæäó êëåòêàìè çäîðîâûõ äîíîðîâ è êëåòêàìè áîëüíûõ
ñèíäðîìîì Êîêêåéíà (ðèñ. 5). Â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðî-
ìîì Êîêêåéíà ñðåäíèé óðîâåíü ôëóîðåñöåíöèè çàìåòíî
íèæå, ÷åì â êëåòêàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ. Íà ðàñïðåäåëå-
íèè óðîâíåé èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè âèäíî, ÷òî â
êëåòêàõ çäîðîâûõ äîíîðîâ íàáëþäàåòñÿ îòíîñèòåëüíî
øèðîêîå ðàñïðåäåëåíèå, áëèçêîå ê íîðìàëüíîìó, â òî
âðåìÿ êàê â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà ðàñ-
ïðåäåëåíèå îáðàçóåò ÿðêî âûðàæåííûé ïèê â äèàïàçîíå
íèçêèõ óðîâíåé ôëóîðåñöåíöèè (ðèñ. 5, à). Â ðàñïðåäåëå-
íèè óðîâíåé ôëóîðåñöåíöèè ëèíèè Cs4SP ìîæíî âûäå-
ëèòü îòäåëüíûé ïèê â îáëàñòè íèçêèõ çíà÷åíèé ôëóîðåñ-
öåíöèè. Ïîñêîëüêó ìåõàíèçì äåéñòâèÿ HP1 — ãåííûé
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Ðèñ. 4 (ïðîäîëæåíèå).



ñàéëåíñèíã ïóòåì óïàêîâêè ãåíîâ, àêòèâíîñòü êîòîðûõ íå
òðåáóåòñÿ, â íåàêòèâíûå ãåòåðîõðîìàòèíîâûå äîìåíû
(Wang et al., 2000), ïðèâîäèò ê ïàäåíèþ óðîâíÿ ôëóîðåñ-
öåíöèè ýòîãî áåëêà â êëåòêàõ èññëåäóåìûõ ëèíèé, ìîæíî
ñìåëî óòâåðæäàòü, ÷òî äàííûé ïèê ñîîòâåòñòâóåò ïîïóëÿ-
öèè àêòèâíî ñòàðåþùèõ êëåòîê.

Â 2006 ã. â õîäå èññëåäîâàíèÿ êëåòîê áîëüíûõ ñèíä-
ðîìîì Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà, à òàêæå êëåòî÷íûõ êóëü-
òóð, ïîëó÷åííûõ îò ïðåñòàðåëûõ äîíîðîâ, áûëè ïîêàçà-
íû ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ÿäåðíîé ëàìèíû, íàñòóïèâ-

øèå â ðåçóëüòàòå àêêóìóëÿöèè ïðîãåðèíà — àááåðàíò-
íîãî ïðîäóêòà ãåíà LMNA (Scaffidi, Misteli 2006). Ðåçóëü-
òàòû, ïîëó÷åííûå ýòèìè àâòîðàìè, ïîçâîëÿþò ñ÷èòàòü
ñòðóêòóðíûå èçìåíåíèÿ ÿäåðíîé ëàìèíû áàçîâûì ïðî-
öåññîì äëÿ èíäóêöèè ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ, àññîöèèðîâàí-
íûõ ñ ðàçëè÷íûìè óðîâíÿìè ðåãóëÿöèè êëåòî÷íûõ ïðî-
öåññîâ.

Ïðè èññëåäîâàíèè ñòðóêòóðû ëàìèíû êëåòîê áîëü-
íûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà è çäîðîâûõ äîíîðîâ ïóòåì íå-
ïðÿìîãî èììóíîôëóîðåñöåíòíîãî îêðàøèâàíèÿ àíòèòå-

Ìàðêåðû ñòàðåíèÿ â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà. Îáùèå è èíäèâèäóàëüíûå ðàçëè÷èÿ 195

Ðèñ. 5. Ðàñïðåäåëåíèå èíòåíñèâíîñòè ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ) g-èçîôîðìû áåëêà HP1 (HP1g) â èíòàêòíûõ ÿäðàõ êëåòîê (à), à òàêæå
ñðåäíÿÿ ÈÔ HP1g (á) â êëåòêàõ, ïîëó÷åííûõ îò çäîðîâûõ äîíîðîâ è áîëüíûõ ÑÊ.

Çâåçäî÷êè — äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè P < 0.01.



ëàìè ê ëàìèíó À/Ñ áûëè ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå äàííûå.
Êëåòêè çäîðîâûõ äîíîðîâ èìåþò íàèìåíüøèé óðîâåíü
àáåððàöèé ÿäåðíîé ëàìèíû. Â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðî-
ìîì Êîêêåéíà ñîîòíîøåíèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ àáåððàöèé
âàðüèðóåò, íî ñóììàðíàÿ äîëÿ êëåòîê, ïîäâåðæåííûõ
àáåððàöèÿì ÿäåðíîé ëàìèíû, óâåëè÷èâàåòñÿ ñ âîçðàñòîì
ïàöèåíòà (ðèñ. 6).

Äëèíà òåëîìåð â êëåòêàõ áîëüíûõ, îïðåäåëåííàÿ
ïî îïèñàííîìó (Cawthon, 2002) è ïîçæå óñîâåðøåíñòâî-
âàííîìó (O’Callaghan et al., 2008) ìåòîäó, îêàçàëàñü ðàç-
ëè÷íîé. Âî-ïåðâûõ, â äàííîì ýêñïåðèìåíòå ïîìèìî
êëåòîê ìîëîäûõ çäîðîâûõ äîíîðîâ ó÷àñòâîâàëà ëèíèÿ,
ïîëó÷åííàÿ îò ïîæèëîãî äîíîðà. Êàê è îæèäàëîñü, òåëî-
ìåðû ïîñëåäíåãî îêàçàëèñü âåñüìà êîðîòêèìè. Ñëîæíî
ñóäèòü î òîì, ñ ÷åì ñâÿçàíî ïîäîáíîå ðàñïðåäåëåíèå,
íî ñêîðåå âñåãî — ñ èíäèâèäóàëüíîé òÿæåñòüþ ïðîòåêà-
íèÿ çàáîëåâàíèÿ. Íàáëþäåíèÿ ïðîèëëþñòðèðîâàíû â òàá-
ëèöå.

Îáñóæäåíèå

Èíòåðåñ ê îñîáåííîñòÿì ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ â êëåòêàõ
áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà âîçíèê â ïåðâóþ î÷åðåäü
èç-çà òîãî, ÷òî â îòëè÷èå îò äðóãèõ çàáîëåâàíèé ñ íàðó-
øåíèÿìè â ïðîöåññàõ ðåïàðàöèè ÄÍÊ ïàöèåíòû ïðè ñèí-
äðîìå Êîêêåéíà ðåæå ñòðàäàþò îíêîëîãè÷åñêèìè îñëîæ-
íåíèÿìè, ÷åì ïðè ñõîæåé ïî ñèìïòîìàòèêå è èìåþùåé
îáùèå ãðóïïû êîìïëåìåíòàöèè ïèãìåíòíîé êñåðîäåðìå
(Cleaver, Revet, 2008). Ïðè÷èíà — â áîëåå íèçêîì óðîâíå
ìóòàãåíåçà, âûçâàííîì ïîâûøåííîé ãèáåëüþ êëåòîê,
ïîäâåðæåííûõ ïîâðåæäåíèÿì ÄÍÊ, ÷åì ïðè ïèãìåíòíîé
êñåðîäåðìå, è êàê ñëåäñòâèå — â óìåíüøåíèè ÷èñëà êëå-
òîê ñ ïîòåíöèàëüíûìè ìóòàöèÿìè (Reid-Bayliss at al.,
2016). Ñâÿçàíî ýòî ñ îñîáåííîñòÿìè ðàáîòû ñïàðåííîé ñ
òðàíñêðèïöèåé âåòâè ýêñöèçèîííîé ðåïàðàöèåé íóêëåî-
òèäîâ, íàðóøåííîé ïðè äàííîì ñèíäðîìå. Ïðè íàðóøå-
íèè ðàáîòû áåëêîâ CSA è CSB, ïðèâîäÿùåì ê ðàçâèòèþ
ñèíäðîìà Êîêêåéíà, íåâîçìîæíî óäàëèòü ÐÍÊ-ïîëèìåðà-
çó II, «íàòêíóâøóþñÿ» íà ïîâðåæäåííûé ó÷àñòîê ÄÍÊ â
êîäèðóþùåé íèòè, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ôèçè÷åñêè íåâîçìî-
æåí ñàì ïðîöåññ ðåïàðàöèè ïðè ýòîì ïîâðåæäåíèè (Saijo,
2013). Äàííûé ôàêò âêóïå ñ ñèìïòîìàìè óñêîðåííîãî
ñòàðåíèÿ ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êëåòêè áîëüíûõ
ñèíäðîìîì Êîêêåéíà ìîæíî èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå ìî-
äåëüíûõ ïðè èçó÷åíèè ñòàðåíèÿ ñî ñíèæåííûì ðèñêîì
ïîëó÷èòü èñêàæåííûå äàííûå èç-çà ïåðåðîäèâøèõñÿ êëå-
òîê. Ê òîìó æå ÷àñòî âûñêàçûâàåòñÿ ïðåäïîëîæåíèå î
òîì, ÷òî îñíîâíûì èñòî÷íèêîì ïîâðåæäåíèé ÄÍÊ ïðè
ñèíäðîìå Êîêêåéíà ÿâëÿåòñÿ óòå÷êà ïîáî÷íûõ ïðîäóêòîâ
îêèñëèòåëüíîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ èç ìèòîõîíäðèé
(Hoeijmakers, 2001; Barnes, Lindahl, 2004; Wallace, 2005;
Koren, Kimchi, 2012; Scheibye-Knudsen et al., 2012). Ýòî
äåëàåò êëåòêè áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà ïðèâëåêà-
òåëüíûìè â êà÷åñòâå ìîäåëåé äëÿ òåñòèðîâàíèÿ íåêîòî-
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Ðèñ. 6. Äîëÿ êëåòîê ñ ðàçëè÷íûìè òèïàìè àáåððàöèé ÿäåðíîé ëàìèíû â èññëåäóåìûõ ëèíèÿõ.

Çâåçäî÷êà — äîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò êîíòðîëÿ ïðè P < 0.05.

Äëèíà òåëîìåð, âûäåëåííûõ èç êëåòîê
èññëåäóåìûõ ëèíèé

Ëèíèÿ è âîçðàñò äîíîðà Äëèíà òåëîìåð, ï. í.

8SP, 19 ëåò (Ê)à 8597 � 12

9SP, 32 ãîäà (Ê) 7775 � 389

10SP, 75 ëåò (Ê) 2967 � 276à

Cs3SP, 7 ëåò 4781 � 79à

Cs4SP, 13 ëåò 4927 � 178à

Ï ð è ì å ÷ à í è å. àÄîñòîâåðíîñòü îòëè÷èÿ îò êîíòðîëüíîé ëèíèè (Ê)
è ðàçëè÷èÿ ìåæäó äâóìÿ êîíòðîëüíûìè ëèíèÿìè ïðè P < 0.01.



ðûõ ãåðîïðîòåêòîðîâ, â ÷àñòíîñòè ìèòîõîíäðèàëüíî-àä-
ðåñîâàííûõ àíòèîêñèäàíòîâ.

Ñàìè ìàðêåðû ñòàðåíèÿ ïðè ñèíäðîìå ïðîÿâëÿþò
ñåáÿ êàê ïðè åñòåñòâåííîì çäîðîâîì ñòàðåíèè. Äëèíà òå-
ëîìåð íèæå, ÷åì â êîíòðîëå (ìîëîäîé äîíîð), è ñðàâíèìà
ñ äëèíîé ó ïîæèëîãî äîíîðà. Â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðî-
ìàìè Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà è àòàêñèåé-òåëåàíãèýêòà-
çèåé òåëîìåðû òîæå çíà÷èòåëüíî êîðî÷å íîðìû (Allsopp
et al., 1992; Wyllie et al., 2000). Ìû ìîæåì óòâåðæäàòü, ÷òî
äëèíà òåëîìåð â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà
ñâèäåòåëüñòâóåò îá óñêîðåííîì ñòàðåíèè äàííûõ êëåòîê.

Èññëåäîâàííûé óðîâåíü àêòèâíîñòè, àññîöèèðîâàí-
íîé ñî ñòàðåíèåì ëèçîñîìíîé SA-b-gal â êëåòêàõ áîëü-
íûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà, âûøå, ÷åì â ìîëîäîì êîíòðî-
ëå, è ñîèçìåðèì ñ òàêîâûì â êëåòêàõ ïîæèëîãî äîíîðà.
Ïîñêîëüêó àññîöèèðîâàííàÿ ñî ñòàðåíèåì ëèçîñîìíàÿ
b-ãàëàêòîçèäàçà (SA-b-gal) èìååò ñâîéñòâî íàêàïëèâàòüñÿ
â ñòàðåþùèõ êëåòêàõ (Dimri et al., 1995; Lee et al., 2006),
ýòî ïîçâîëÿåò ïîäòâåðäèòü, ÷òî êëåòêè áîëüíûõ ñèíäðîìà
Êîêêåéíà äåéñòâèòåëüíî ÿâëÿþòñÿ ñòàðåþùèìè.

Íàêîïëåíèå ôîêóñîâ g-H2AX è 53BP1 â êëåòêàõ áîëü-
íûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà âûøå, ÷åì â êëåòêàõ êîíòðîëÿ.
g-Í2ÀÕ, âîçìîæíî, íåîáõîäèì äëÿ ðåìîäåëèðîâàíèÿ
õðîìàòèíà â îáëàñòè ïîâðåæäåíèÿ ÄÍÊ (Rogakou et al.,
1998; Ward, Chen, 2001), è íàêîïëåíèå ôîêóñîâ g-Í2ÀÕ
íàáëþäàåòñÿ â ÿäðàõ ñòàðåþùèõ êëåòîê â êóëüòóðå êëå-
òîê ïîæèëûõ ëþäåé è ëþäåé, ñòðàäàþùèõ ñèíäðîìà-
ìè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ (Sedelnikova et al., 2004). Áåëîê
53BP1 èãðàåò âàæíóþ ðîëü â òàê íàçûâàåìîì ÷åê-
ïîéíò-îòâåòå êëåòêè íà ïîâðåæäåíèå (Iwabuchi et al.,
2008), è íàêîïëåíèå åãî ôîêóñîâ àíàëîãè÷íî íàêîïëåíèþ
ôîêóñîâ g-H2AX ÿâëÿåòñÿ íàäåæíûì ìàðêåðîì ñòðåþ-
ùèõ êëåòîê. Áåëêè â íîðìå êîëîêàëèçóþòñÿ, äèíàìèêà
ïîÿâëåíèÿ è ýëèìèíàöèè ôîêóñîâ ñîâïàäàåò. Â êëåòêàõ
áîëüíûõ ñèíäðîìîì Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà òàêæå îòìå-
÷åíî çíà÷èòåëüíîå íàêîïëåíèå ôîêóñîâ g-H2AX, ïðåâû-
øàþùåå óðîâåíü äàííûõ ôîêóñîâ â ìîëîäîì êîíòðîëå è
ñîîòâåòñòâóþùåå óðîâíþ íàêîïëåíèÿ â êëåòêàõ ïîæèëûõ
äîíîðîâ (Skaffidi, Misteli, 2006). Ñ ó÷åòîì òîãî, ÷òî ñèíä-
ðîì Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà — êëàññè÷åñêàÿ ïðîãåðèÿ,
ìîæíî óòâåðæäàòü, ÷òî ñèíäðîì Êîêêåéíà òàêæå ÿâëÿåò-
ñÿ ïðîãåðèåé.

Â ðàìêàõ íàñòîÿùåãî èññëåäîâàíèÿ ìû èçó÷èëè êîëè-
÷åñòâî òðèìåòèëèðîâàííûõ ôîðì ãèñòîíà Í3 — êàê
Me3-H3-K9, òàê è Me3-H3-K27 (ìàðêåðû êîíñòèòóòèâíî-
ãî è ôàêóëüòàòèâíîãî ãåòåðîõðîìàòèíà ñîîòâåòñòâåííî)
(Peters et al., 2003; Martin, Zhang, 2005; Sarma, Reinberg,
2005). Óðîâåíü êàê Me3-H3-K9, òàê è Me3-H3-K27 çàìåò-
íî ñíèæåí â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðîìîì Õàò÷èíñî-
íà—Ãèëôîðäà (Scafidi, Misteli, 2006). Â êëåòêàõ áîëüíûõ
ñèíäðîìîì Êîêêåéíà òàê æå äîñòîâåðíî ñíèæåíû îòíî-
ñèòåëüíî êîíòðîëÿ îáà ìàðêåðà, â òî âðåìÿ êàê â êëåòêàõ
áîëüíûõ àòàêñèåé-òåëåàíãèýêòàçèåé óðîâåíü Me3-H3-K27
äîñòîâåðíî ïðåâûøàåò óðîâåíü Me3-H3-K27 â êîíòðîëü-
íûõ ëèíèÿõ (Êóðàíîâà è äð., 2014). Âûñîêèé óðîâåíü
Me3-H3-K27 íàèáîëåå õàðàêòåðåí äëÿ îïóõîëåâûõ êëåòîê
(Varambally et al., 2002; Kleer et al., 2003; Abbosh et al.,
2006), ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ êëèíè÷åñêîé êàðòèíîé ïðè àòàê-
ñèè-òåëåàíãèýêòàçèè, ñî÷åòàþùåé ïðèçíàêè óñêîðåííîãî
ñòàðåíèÿ è îïóõîëåâîé òðàñôîðìàöèè (Lanzy et al., 1992;
Ñïèâàê, 1999; Shiloh, 2003). Ýòî â î÷åðåäíîé ðàç ïðèâî-
äèò ê âûâîäó î òîì, ÷òî â ñëó÷àå ñèíäðîìà Êîêêåéíà ìû
èìååì óñêîðåííîå êëåòî÷íîå ñòàðåíèå è ñíèæåííûé ðèñê
îïóõîëåâîé òðàíñôîðìàöèè, ïî êðàéíåé ìåðå ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êëåòêàìè áîëüíûõ àòàêñèåé-òåëåàíãèýêòàçèåé, èñ-

ïîëüçóåìûõ â íàøåé ëàáîðàòîðèè â êà÷åñòâå ìîäåëüíîãî
îáúåêòà äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ ñòàðåíèÿ è òåñòèðîâàíèÿ
ãåðîïðîòåêòîðîâ.

Åùå îäíà ãðóïïà ìàðêåðîâ ñòàðåíèÿ, çàèíòåðåñîâàâ-
øàÿ íàñ, — ýòî ñèðòóèíû — ñåìåéñòâî ÍÀÄ-çàâèñèìûõ
ïðîòåèí-äåàöåòèëàç è ÀÄÔ-ðèáîçèë-òðàíñôåðàç. Äâà áåë-
êà ýòîãî ñåìåéñòâà — SIRT1 è SIRT6 — ñ÷èòàþòñÿ àññî-
öèèðîâàííûìè ñî ñòàðåíèåì: èõ êîëè÷åñòâî â êëåòêå äî-
ñòîâåðíî ïàäàåò êàê ñ óâåëè÷åíèåì ïàññàæà ïåðâè÷íûõ
ôèáðîáëàñòîâ, òàê è ñ âîçðàñòîì äîíîðà. Îáà áåëêà îêà-
çûâàþò ñèëüíîå âëèÿíèå íà ñòàáèëüíîñòü ãåíîìà, ïîìèìî
ýòîãî, SIRT1 ðåãóëèðóåò ýôôåêòèâíîñòü ìåòàáîëèçìà
(Oberdoerffer et al., 2008; Wang et al., 2008; Nogueiras
et al., 2012), à SIRT6 — NF-kB-ñèãíàëèíã è ãîìåîñòàç
ãëþêîçû, à òàêæå äåàöåòèëèðîâàíèå H3K9 (Kawahara
et al., 2009; Kanfi et al., 2010; Zhong et al., 2010). Â êëåò-
êàõ áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà óðîâåíü êàê SIRT1, òàê
è SIRT6 äîñòîâåðíî ñíèæåí îòíîñèòåëüíî êîíòðîëÿ è ñî-
îòâåòñòâóåò áîëåå «ñòàðîìó» ôåíîòèïó, ò. å. ñíèæåíèå
óðîâíÿ SIRT1 è SIRT6 â êëåòêàõ ïðè ñèíäðîìå Êîêêåéíà
ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü èõ óñêîðåííî ñòàðåþùèìè. Äëÿ ñðàâ-
íåíèÿ — â êëåòêàõ áîëüíûõ àòàêñèåé-òåëåàíãèýêòàçèåé
óðîâåíü SIRT6 äîñòîâåðíî âûøå, ÷åì â êîíòðîëå (Êóðà-
íîâà è äð., 2014). Ïðè÷èíà, ïî êîòîðîé ñóùåñòâóåò òàêîå
îòëè÷èå, íå äî êîíöà ïîíÿòíà, îäíàêî åñòü ïðåäïîëîæå-
íèå î òîì, ÷òî SIRT6 ñïåöèôè÷åñêè ñâÿçàí ñ ïðîòåèíêè-
íàçîé ÀÒÌ èëè åå áåëêàìè-ìèøåíÿìè (Êóðàíîâà è äð.,
2014).

Î÷åíü âàæíûì ìàðêåðîì ÿâëÿåòñÿ áåëîê ãåòåðîõðî-
ìàòèíà HP1g. Îí êîíñåðâàòèâåí, âàæíåéøèìè åãî ñòðóê-
òóðíûìè ýëåìåíòàìè ÿâëÿþòñÿ õðîìîäîìåí (CD) è øàäî-
óõðîìîäîìåí (CSD). Ìåõàíèçì äåéñòâèÿ HP1g — ãåííûé
ñàéëåíñèíã ïóòåì óïàêîâêè ãåíîâ, ÷üÿ àêòèâíîñòü íå òðå-
áóåòñÿ, â íåàêòèâíûå ãåòåðîõðîìàòèíîâûå äîìåíû, à òàê-
æå îáðàçîâàíèå SAÍF (senescence associated heterochro-
matin focus) — îñîáûõ äîìåíîâ ôàêóëüòàòèâíîãî ãåòåðî-
õðîìàòèíà, ôîðìèðóþùèõñÿ ïðè ñòàðåíèè è ñòðåññå,
ïîÿâëåíèå êîòîðûõ ñâÿçûâàþò ñ íåîáðàòèìûì áëîêîì
êëåòî÷íîãî öèêëà (Narita et al., 2003). Ñàéò ñâÿçûâàíèÿ ãå-
òåðîõðîìàòèíà äëÿ õðîìîäîìåíà HP1g îáåñïå÷èâàåò
Me3-H3-K27 (Wang et al., 2000). Áëàãîäàðÿ èññëåäîâàíè-
ÿì êëåòîê áîëüíûõ ñèíäðîìîì Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà
ÍÐ1g ïðèçíàí îäíèì èç íàäåæíåéøèõ ìàðêåðîâ ñòàðåþ-
ùèõ êëåòîê, òàê êàê ñíèæàåòñÿ â êëåòêàõ ïîæèëûõ äîíî-
ðîâ è ïàöèåíòîâ ñ ñèíäðîìîì Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà
(Scaffidi, Misteli, 2006). Â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðîìîì
Êîêêåéíà óðîâåíü HP1g äîñòîâåðíî ñíèæåí ïî ñðàâíå-
íèþ ñ êîíòðîëåì, à íà ãðàôèêàõ ðàñïðåäåëåíèÿ ìíîæåñò-
âà êëåòîê, íåñóùèõ íèçêèé óðîâåíü HP1g, îáðàçóþòñÿ õà-
ðàêòåðíûå ïèêè.

Ïîñëåäíèì õîòåëîñü áû ðàññìîòðåòü ñîñòîÿíèå ÿäåð-
íîé ëàìèíû. ßäåðíàÿ ëàìèíà — ýòî îáîëî÷êà ÿäðà, ñî-
ñòîÿùàÿ èç îñîáûõ ïðîìåæóòî÷íûõ ôèëàìåíòîâ — ëàìè-
íîâ. Ìóòàöèÿ â ãåíå, êîäèðóþùåì îäèí èç ëàìèíîâ, ïðè-
âîäèò ê òàêèì çàáîëåâàíèÿì, êàê ñèíäðîì
Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà è ñèíäðîì Íåñòîðà—Ãèëüåðìî
(De Sandre-Giovannoli et al., 2003; Eriksson et al., 2003; Ca-
banillas et al., 2011). Íàðóøåíèÿ ôîðìû ÿäåðíîé ëàìèíû è
ïðîäóêöèÿ ïðîãåðèíà — àááåðàíòíîé èçîôîðìû ïðåëà-
ìèíà À — íàáëþäàþòñÿ è ïðè íîðìàëüíîì ñòàðåíèè ÷å-
ëîâåêà (Scaffidi, Misteli, 2006; Ragnauth et al., 2010), ïî-
ñêîëüêó óêîðî÷åíèå òåëîìåð òàêæå ïðèâîäèò ê óñèëåíèþ
ïðîäóêöèè ïðîãåðèíà (Cao et al., 2011). Â êëåòêàõ áîëü-
íûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà óðîâåíü ðàçëè÷íûõ àáåððàöèé
ÿäåðíîé ëàìèíû äîñòîâåðíî âûøå, ÷åì â êîíòðîëå, òîëü-
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êî â äâóõ èññëåäîâàííûõ ëèíèÿõ èç òðåõ. Â ñðàâíåíèè ñ
ñîñòîÿíèåì ÿäåðíîé ëàìèíû â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðî-
ìîì Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà, ïðè êîòîðîì ìóòàöèÿ â ãåíå
LMNA ñëóæèò ïðè÷èíîé, ñîáñòâåííî, âñåé ñèìïòîìàòè-
êè óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ, íàêîïëåíèå àáåððàöèé ÿäåð-
íîé ëàìèíû â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà âû-
ãëÿäèò íåçíà÷èòåëüíûì è ÿâëÿåòñÿ ñêîðåå ñëåäñòâèåì
ñòàðåíèÿ êëåòîê, ÷åì ïðè÷èíîé. Ñîîòíîøåíèå ðàçëè÷íûõ
òèïîâ àáåððàöèé ÿäåðíîé ëàìèíû â êëåòêàõ áîëüíûõ ñèí-
äðîìîì Êîêêåéíà íå äåìîíñòðèðóåò íèêàêîé çàêîíîìåð-
íîñòè è, ñêîðåå, îòðàæàåò èíäèâèäóàëüíûå îñîáåííîñòè
òå÷åíèÿ çàáîëåâàíèÿ.

Âñå èçëîæåííûå äàííûå ïîêàçûâàþò âûñîêóþ ñòå-
ïåíü óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ ïåðâè÷íûõ ôèáðîáëàñòîâ, ïî-
ëó÷åííûõ îò ïàöèåíòîâ ñ ñèíäðîìîì Êîêêåéíà. Ýòî ïî-
çâîëÿåò ñ÷èòàòü ñèíäðîì Êîêêåéíà ïîëíîöåííîé ïðîãå-
ðèåé äåòåé íàðàâíå ñ ñèíäðîìîì Õàò÷èíñîíà—Ãèëôîðäà.
Ïðè ýòîì ýòè êëåòêè ðàñòóò â êóëüòóðå ëó÷øå, ÷åì ïåð-
âè÷íûå ôèáðîáëàñòû ïàöèåíòîâ ñ ñèíäðîìîì Õàò÷èíñî-
íà—Ãèëôîðäà è, áåçóñëîâíî, ìîãóò áûòü èñïîëüçîâàíû
êàê íàäåæíàÿ ìîäåëü äëÿ èçó÷åíèÿ ïðîöåññîâ íîðìàëüíî-
ãî è óñêîðåííîãî ñòàðåíèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-15-00943).
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Cockayne syndrome is a rare autosomal recessive disease, described in the 1930s by Edward Alfred Coc-
kayne. Patients suffer from cachexia dwarfism (when the weight is lowered compared to the norm even more
than the growth), photosensitivity, deafness, various visual impairments: optic atrophy, cataracts, degeneration
of the corneal epithelium, retinal injuries. The average life expectancy of patients with Cockayne syndrome is
12 years. In cells of patients with Cockayne syndrome, the process of nucleotide excision repair (NER), namely
its branch coupled with transcription (transcription coupled repair, TCR, TC-NER) is disrupted. We have esta-
blished that all the aging markers studied are strongly expressed in the cells of patients with Cockayne syndro-
me. Thus, the idea conserning Cockayne syndrome as a syndrome with expressed cellular signs of accelerated
aging is confirmed. This allows us to consider Cockayne syndrome as a segmental progeria and use cell lines
obtained from these patients as model objects for studying the processes of aging and testing geroprotectors.
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