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Обоснование и цель. Высокий уровень активных форм кислорода (АФК) в клетке может быть как следствием, 
так и причиной клеточного старения. Ответ опухолевых и нормальных клеток на облучение, вызывающее 
клеточное старение, схож в общем, но различается в деталях. Изучение этих различий может дать ключ 
к повышению эффективности и безопасности лучевой терапии. Материал и методика. Старение клеток 
аденокарциномы A549 и мезенхимных стволовых клеток индуцировали облучением. Оценивали изменения 
морфологии клеток, накопление в них липофусцина и экспрессию генов. Результаты и обсуждение. Более 
всего экспрессия генов DUOX1, GPX1, PRDX2 и SIRT2 повышается в опухолевых клетках A549, а экспрес-
сия FAS, PRDX1, PRDX5, SOD1 и NOS2 — в нормальных клетках. Заключение. Опухолевые и нормальные 
клетки реагируют на развитие сенесцентности по-разному: продуцируют разный секреторный фенотип 
SASP и по-разному меняют экспрессию генов белков, участвующих в редокс-гомеостазе.
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мезенхимные стволовые клетки; СОД — супероксиддисмутаза; PBS — фосфатно-солевой буферный 
раствор; qPCR — количественная цепная полимеразная реакция в реальном времени; SASP — сенес-
ценс-ассоциированный секреторный фенотип.
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Клеточное старение (сенесцентность) — это 
состояние стабильного ареста пролиферации, 
сопряженное с высоким уровнем метаболизма 
и экспрессии. Оно вызывается широким спектром 
стрессоров: истощением теломер в ходе деления, 
активацией онкогенов и повреждением ДНК 
разнообразными агентами. Клеточное старение, 
вызванное истощением теломер, называется ре-
пликативным, а вызванное остальными причина-
ми — преждевременным, или индуцированным.

Состояние клеточного старения, вызванное 
разными причинами, в разных клетках может от-
личаться в деталях, но в общем его картина схожа. 
Сенесценс-ассоциированный арест пролиферации 
опирается на работу сигнальных путей p53/p21 
и p16/pRB (Kumari, Jat, 2021). В XX веке такой 
арест считали необратимым, но за последние два 
десятилетия накопились свидетельства возвра-
щения сенесцентных клеток к пролиферации — 
сперва индуцированного (Beausejour, 2003; Lapasset 

et al., 2011), а потом и спонтанного (Reimann et 
al., 2024). Сенесцентные клетки выделяют вовне 
широкий и разнообразный набор цитокинов, хемо-
кинов, транскрипционных факторов и матриксных 
металлопротеаз, объединенный понятием сенес-
ценс-ассоциированного секреторного фенотипа 
(SASP) (Gorgoulis et al., 2019).

Сенесцентные клетки играют разнообразные 
роли в жизни организма, как негативные, так и по-
зитивные. Они появляются и устраняются в тканях, 
проходящих процессы развития и регенерации, вы-
деляемый SASP при этом служит для привлечения 
иммунных клеток и ремоделирования ткани (Gems, 
Kern, 2022). Репликативное и онкоген-индуциро-
ванное старение служат эффективными барьерами 
на пути опухолевой трансформации. Однако SASP, 
выделяемый сенесцентными клетками, способствует 
нарастанию хронического низкоуровневого воспа-
ления, вносящего вклад в старение организма. При 
этом наблюдается эффект паракринного старения, 
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при котором клетки, не подвергавшиеся воздействию 
обычных факторов клеточного старения, становятся 
сенесцентными только из-за того, что воспринимают 
SASP от соседних сенесцентных клеток. Таким об-
разом, количество сенесцентных клеток в организме 
нарастает, вместе с ним растет и уровень воспаления.

Рост числа сенесцентных клеток способствует 
развитию многих возраст-зависимых заболеваний 
(López-Otín et al., 2023), а селективное устранение се-
несцентных клеток во взрослом организме замедляет 
их развитие (Baker et al., 2011). Радио- и химиотерапия 
вводят опухолевые клетки в состояние клеточного 
старения, таким образом останавливая рост ново
образования. Спонтанное возвращение таких клеток 
к пролиферации чрезвычайно маловероятно для 
каждой отдельной клетки, но вполне возможно для 
хотя бы одной клетки из множества. При этом возвра-
щение к пролиферации клетки, единожды развившей 
полноценный сенесцентный фенотип, придает ей 
стволовые свойства, что делает ее особенно опасной 
в плане рецидива опухоли (Milanovic et al., 2018).

В качестве побочного продукта многих нор-
мальных и патологических процессов в клетке об-
разуются свободные радикалы — молекулы, атомы 
которых содержат во внешней оболочке по мень-
шей мере один неспаренный электрон, который 
делает их высокореактивными. Наиболее часто 
встречающиеся свободные радикалы и активные 
молекулы в биологических системах образуются 
при восстановлении кислорода (активные формы 
кислорода, АФК) и азота (активные формы азота, 
АФА) (Jomova et al., 2023). АФК играют важную роль 
в процессах клеточной пролиферации, дифферен-
цировки, миграции, апоптоза и некроза. Низкие 
и средние уровни АФК и АФА необходимы для под-
держания многих важных физиологических функ-
ций, окислительно-восстановительного гомеостаза 
и регуляции ключевых факторов транскрипции. 
Напротив, избыточное образование АФК приводит 
к нарушению окислительно-восстановительного 
гомеостаза, что, в свою очередь, вызывает окис-
лительный стресс и опосредованное повреждение 
ДНК, белков и липидов (Liguori et al., 2018).

Окислительный стресс, характеризующий-
ся смещением равновесия между образованием 
и элиминацией свободных радикалов в сторону их 
образования, часто возникает во время заживления 
ран и при опухолевых заболеваниях, а также в ответ 
на ультрафиолетовое излучение, лучевую терапию 
и химиотерапию (Azzam et al., 2012; Angsutararux et 
al., 2015; Jager de et al., 2017) и является фактором 

патогенеза ряда хронических заболеваний и ста-
рения (Harman, 1956; Valko et al., 2007).

АФК играют важную роль в клеточном старении. 
В его процессе нарушается функция митохондрий, 
и дерегуляция электронно-транспортной цепи по-
рождает увеличение количества АФК (Davalli et al., 
2016). В клетке накапливаются агрегаты окисленных 
белков и липидов с включениями катионов метал-
лов — липофусцин. Он усиливает генерацию АФК 
в клетке, действуя как часть цикла с положительной 
обратной связью. Во-первых, в него включаются 
катионы переходных металлов, в том числе железа, 
которое способно менять свою степень окисления, 
катализируя на поверхности липофусцинового агре-
гата реакцию Фентона, приводящую к образованию 
свободных радикалов кислорода (Höhn et al., 2010). 
Во-вторых, липофусцин осложняет аутофагию и про-
теасомную деградацию, блокируя способность клет-
ки избавляться от окисленных макромолекул (Davalli 
et al., 2016). Чем больше липофусцина, тем активнее 
генерация АФК и слабее механизмы протеостаза, тем 
больше образование нового липофусцина.

Но АФК не только следуют за развитием сенес-
центного фенотипа — они могут быть и первопри-
чиной клеточного старения. Свободные радикалы 
повреждают ДНК, активированные киназы ATM 
и ATR включают ответ на повреждение, и если по-
вреждения остаются нерепарированными, а стресс 
оказывается недостаточно острым для вызова апоп-
тоза, то клетка становится сенесцентной (Kumari, 
Jat, 2021). В исследовательской практике широко 
используется метод индукции клеточного старения 
при помощи перекиси водорода. Использование 
для индукции сенесцентности ионизирующего 
излучения также предполагает повреждение макро-
молекул свободными радикалами, образующимися 
при радиолизе молекул воды (Ibragimova et al., 2024).

Для контроля уровня АФК клетки обладают раз-
личными антиоксидантными системами, такими как 
супероксиддисмутазы (СОД), которые преобразуют 
супероксидный анион-радикал в H2O2, и другие 
ферменты, восстанавливающие H2O2 до воды (ката-
лаза, пероксиредоксины и глутатионпероксидазы).

Скорость метаболизма, пролиферативная ак-
тивность и уровень АФК в опухолевых клетках 
значительно выше, чем в нормальных (Jomova 
et al., 2023), поэтому воздействия, затрагиваю-
щие генерацию АФК, могут по-разному влиять 
на опухолевые и нормальные клетки. Понима-
ние роли АФК в индукции и поддержании се-
несцентного фенотипа позволит разработать 
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терапевтические вмешательства, направленные 
на модулирование уровней АФК в опухолевых 
клетках (Holmström, Finkel, 2014; Cheung, Vousden, 
2022), сделать методы неинвазивного лечения он-
кологических заболеваний более разрушительными 
по отношению к опухолевым клеткам и (или) более 
щадящими по отношению к нормальным клеткам 
организма, увеличив таким образом эффектив-
ность терапии и снизив ее побочные эффекты.

На основании изложенного цель представ-
ленной работы состояла в том, чтобы сравнить 
формирование сенесцентного фенотипа и изме-
нение экспрессии генов белков, участвующих 
в редокс-гомеостазе, у опухолевых и нормальных 
клеток в условиях, моделирующих лучевую тера-
пию опухоли. Для достижения этой цели реша-
ли следующие задачи: индуцировать клеточное 
старение в опухолевых и нормальных клетках 
ионизирующим излучением; подтвердить фор-
мирование клетками в облученных популяциях 
сенесцентного фенотипа, сравнив накопление 
в них липофусцина, морфологические изменения 
и изменение уровней экспрессии генов маркерных 
белков клеточного старения; сравнить изменение 
уровней экспрессии генов белков, участвующих 
в редокс-гомеостазе. Дополнительно мы сравни-
вали вызванные облучением изменения в трех 
линиях мезенхимных стволовых клеток челове-
ка для выбора из их числа наиболее адекватной 
модели клеточного старения, индуцированного 
радиацией, для дальнейших исследований.

МАТЕРИАЛ И  МЕТОДИКА

Клеточные линии. В работе использовали линии 
клеток человека из Коллекции культур клеток 
позвоночных (Центр коллективного пользования 
Института цитологии РАН, Санкт-Петербург): 
клетки аденокарциномы легкого человека (линия 
A549), мезенхимные стволовые клетки (МСК) 
из крайней плоти трехлетнего ребенка (FRSN), 
МСК из крайней плоти ребенка 2.5 лет (FRSN‑1), 
МСК из пульпы молочного зуба 6-летнего ребенка 
(MSC-DP). Все клетки культивировали на среде 
DMEM («БиолоТ», Россия), содержащей 10 % 
бычьей фетальной сыворотки (HiMedia, Бразилия).

Индукция клеточного старения рентгеновским 
облучением. Использовали рентгеновскую уста-
новку РАП 150300-14, тип рентгеновской трубки 
1.2-3БМП5-300 (ОАО “Актюбрентген”, Россия) 

и дозу 10 Гр при мощности поглощенной дозы 
1 Гр/мин, напряжении 200 кВ и токе 13 мА.

Выявление липофусцина. Использовали описан-
ный метод (Evangelou, Gorgoulis, 2017). Предва-
рительно посеянные на покровные стекла клетки 
фиксировали в 5 %-ном растворе параформальде-
гида (Sigma, США) в фосфатно-солевом буферном 
растворе (PBS, «БиолоТ», Россия) в течение 5 мин 
при комнатной температуре. Далее после трехкрат-
ной промывки PBS проводили окрашивание. Для 
этого покровное стекло с фиксированными клет
ками инкубировали 2 мин в 70 %-ном этаноле, затем 
6 мин в капле свежеприготовленного раствора судана 
черного B, перевернув покровное стекло с клетками 
на каплю, нанесенную на предметное стекло через 
фильтр с насадкой 25 мкм. Далее со стекла удаля-
ли избыток красителя салфеткой, быстро окунали 
в 50 %-ный этанол 3 раза и затем промывали в дис-
тиллированной воде. Для дальнейшего микроско-
пирования препарат заключали в 40 %-ный раствор 
глицерина в TBS. Съемку осуществляли на микро-
скопе Axiovert 200 (Carl Zeiss, Германия) с камерой 
DFC420 (Leica Camera AG, Германия).

Анализ экспрессии маркеров индуцированной 
сенесценции на уровне мРНК.

Для выделения РНК использовали набор реак-
тивов RNeasy Mini Kit (Qiagen, США). Клетки ли-
зировали добавлением 200 мкл буфера RLT (Qiagen, 
США) непосредственно в лунку культурального 
планшета. Гомогенизированный образец центри-
фугировали 5 мин при ≥8000 g для удаления клеточ-
ного дебриса, отбирали лизат и добавляли к нему 
600 мкл 70 %-ного этанола, перемешивали. Нано-
сили по 600 мкл полученного раствора на колонку 
и центрифугировали 30 с при ≥8000 g, жидкость 
после центрифугирования удаляли из пробирки, 
повторяли этот этап дважды. Далее промывали ко-
лонку 700 мкл промывающего буфера RW1 (Qiagen, 
США), центрифугировали 30 с при ≥8000 g. Затем 
дважды промывали в 500 мкл буфера RPE (Qiagen, 
США) при тех же условиях центрифугирования. 
Проводили дополнительный этап сушки колонки 
центрифугированием в течение 2 мин при ≥8000 g. 
Затем переносили колонку в новую пробирку и элю-
ировали РНК, используя 50 мкл воды, очищенной 
от РНКаз. Измеряли концентрацию РНК на спектро-
фотометре NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, США) 
при длине волны 260 нм. РНК хранили при –70 °C.

Синтез кДНК проводили с использованием 
набора реактивов для обратной транскрипции 
ОТ-M — MuLV-RH («Биолабмикс», Россия). 
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Протокол рассчитан на проведение реакции обрат-
ной транскрипции в объёме 20 мкл. Все манипуляции 
выполняли на льду. Добавляли в пробирку 0.5 мкг 
РНК и воду, обработанную диэтилпирокарбонатом 
(«Биолабмикс», Россия), до объёма 11 мкл. Затем до-
бавляли по 1 мкл 20 мкм раствора случайного гексо-
праймера («Биолабмикс», Россия), прогревали смесь 
3 мин при 70 °C и снова возвращали на лёд для отжига 
праймера на матрице. Добавляли предварительно 
приготовленную смесь следующего состава: 4 мкл 
5-кратного реакционного буфера; 2 мкл 0.1 М ДТТ; 
1 мкл смеси dNTP (10 мМ); 1 мкл M — MuLV-RH-ре-
вертазы (100 ед./мкл) (все от «Биолабмикс», Россия). 
Инкубировали 10 мин при 25 °C и затем 60 мин при 
42 °C. Синтезированную кДНК хранили при –20 °C. 
Для проведения ПЦР в реальном времени матрицу 
разводили в 5 раз и использовали 1 мкл на реакцию.

Полимеразную цепную реакцию в режиме реально-
го времени (qPCR) проводили, используя реактивы 
«БиоМастер HS-qPCR SYBR Blue» («Биолабмикс», 
Россия) по протоколу производителя. Анализиро-
вали кривые накопления флуоресцентного сиг-
нала по каналу для флуорофора SYBR. Реакцию 

проводили трижды, результаты документировали, 
используя прибор Bio-Rad CFX 96 (Bio-Rad, США) 
и соответствующее программное обеспечение, ко-
торое позволяло автоматически нормализовать ко-
личество ПЦР-продуктов. В качестве референсного 
гена использовали ген домашнего хозяйства GAPDH.

В подборе праймеров для генов белков, уча-
ствующих в редокс-гомеостазе, руководствовались 
рекомендациями (Chukavin et al., 2023). Исполь-
зованные праймеры («СИНТОЛ», Россия) пере-
числены в табл. 1.

Статистическая обработка данных. Данные 
qPCR анализировали с помощью программного 
обеспечения для термоциклера Bio-Rad CFX96. 
Данные представлены в виде средних значений 
и их среднеквадратических отклонений (число 
технических повторов n = 3 или указано отдельно), 
уровень значимости Р определяли с помощью пар-
ного t-теста Стьюдента для независимых выборок 
с поправкой для множественных сравнений мето-
дом Шидака–Холма в программе GraphPad Prism 
10.4.0; ns — P > 0.05, (*) — Р < 0.05; (**) — Р < 0.01; 
(***) — P < 0.001 по сравнению с контролем.

Таблица 1. Использованные праймеры
Белок Ген Прямой (F) и обратный (R) праймер

GAPDH GAPDH
F: TGACCTCAACTACATGGTTTAC
R: CTCCACGACGTACTCAGC

p16 CDKN2A F: GCACCAGAGGCAGTAACCAT
R: AAACTACGAAAGCGGGGTGG

p21 CDKN1A
F: TCTTGTACCCTTGTGCCTCG
R: AGATGTAGAGCGGGCCTTTG

CCL2 CCL2
F: TCATAGCAGCCACCTTCATTC
R: CCTCTGCACTGAGATCTTCCT

Il‑1β IL1B
F: AGCTCGCCAGTGAAATGATG
R: GTCGGAGATTCGTAGCTGGA

Il‑8 CXCL8
F: GCCAACACAGAAATTATTGTAAAGCTT
R: CCTCTGCACCCAGTTTTCCTT

PAI‑1 SERPINE1 F: ACCGCAACGTGGTTTTCTCA
R: TTGAATCCCATAGCTGCTTGAAT

RPS6KB1 RPS6KB1
F: TGGCATAGAGCAGATGGATGTG
R: AGAGTTCGGCTGTCGTATTGGA

TNF-α TNF
F: CCTGACATCTGGAATCTG
R: TCTCAAGGAAGTCTGGAA

ApoE APOE
F: CTGCGTTGCTGGTCACATTC
R: CTCTGTCTCCACCGCTTGCT

DUOX1 DUOX1
F: TGAGCGGCACTTCCAGAAG
R: GACGGCCAAAGTGGGTGAT

FAS FAS
F: GAATCATCAAGGAATGCACACTCA
R: AAAGCCACCCCAAGTTAGATCTG

GPX1 GPX1
F: CCTCCCCTTACAGTGCTTGTTC
R: GCACACATGGCGCAATTG



152	 РОДИМЦЕВ и др.

ЦИТОЛОГИЯ    том 67    № 3    2025

РЕЗУЛЬТАТЫ И  ОБСУЖДЕНИЕ

Изменение морфологии и накопление липофус-
цина в опухолевых и нормальных клетках после 
облучения в дозе 10 Гр. Клетки, подвергнутые 
облучению в дозе 10 Гр, в течение последующей 
недели претерпевали морфологические измене-
ния, характерные для клеток, становящихся се-
несцентными, но выраженность этих изменений 

различалась для клеток разных линий. К восьмым 
суткам после облучения в клеточных популяциях, 
как и ожидали, заметно возрастало число клеток 
с увеличенным объемом цитоплазмы, увеличен-
ным ядром и ядерными аномалиями (многоя-
дерностью или ядром сложной неправильной 
формы) (рис. 1).

Накопление липофусцина после облучения 
было ярко заметно при окраске суданом черным  

Белок Ген Прямой (F) и обратный (R) праймер

NOS2 NOS2
F: CCGCATGACCTTGGTGTTT
R: TCCAGCATCTCCTCCTGGTAGA

PRDX1 PRDX1
F: CTGGGACCCATGAACATTCC
R: AAGACCCCATAATCCTGAGCAA

PRDX2 PRDX2
F: TCCTTCGCCAGATCACTGTTAA
R: CAGCCGCAGAGCCTCATC

PRDX5 PRDX5
F: AGATGATTCGCTGGTGTCCAT
R: ACTATGCCATCCTGTACCACCAT

SIRT2 SIRT2
F: GCTGGAACAGGAGGACTTGGT
R: TGGCGCTGACGCAGTGT

SOD1 SOD1
F: TGGTGTGGCCGATGTGTCT
R: GTGCGGCCAATGATGCA

Таблица 1. Окончание

100 мкм 100 мкм

100 мкм100 мкм

а б

в г

100 мкм 100 мкм

100 мкм100 мкм

а б

в г
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а б
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Рис.  1. Изменение морфологии клеток аденокарциномы А549 (а, б) и  мезенхимных стволовых FRSN‑1 (в, г) 
по  мере клеточного старения, вызванного облучением. а,  в  — Контроль (без облучения); б, г — спустя 8 сут 
после облучения в  дозе 10 Гр.
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в клетках аденокарциномы линии A549 и мезен-
химных стволовых клетках (МСК) линии MSC-DP. 
Среди необлученных A549 изредка встречались 
и клетки, содержащие значительные количества 
липофусциновых гранул, но большая их часть 
либо не содержала гранул вовсе, либо содержала 
в небольшом количестве, однако все облученные 
клетки содержали большие количества липофусци-
новых гранул (рис. 2а, б). У линии MSC-DP клетки 
с низким содержанием липофусцина встречаются 
как среди необлученных, так и среди облученных, 
но среди последних часты клетки с сильно выра-
женным фоном и скоплениями крупных окру-
глых гранул липофусцина (рис. 2д, е). Облучение 

в той же дозировке не оказало значительного эф-
фекта на содержание липофусцина в клетках дру-
гой линии МСК — FRSN. Оказалось, что многие 
клетки этой линии даже без облучения содержали 
большие количества липофусцина (рис. 2в, г).

Изменение уровней экспрессии блокаторов кле-
точного цикла и участников SASP при клеточном 
старении, индуцируемом радиацией, у опухолевых 
и нормальных клеток. Уровень мРНК гена CDKN2A, 
кодирующего ингибитор циклин-зависимых ки-
наз p16, участвующий в развитии и поддержании 
сенесцентного фенотипа, значимо повышен че-
рез 8 сут после ионизирующего облучения в дозе 
10 Гр в клетках аденокарциномы легких линии 

100 мкм 100 мкм

100 мкм

100 мкм100 мкм

100 мкм

а б

в г

д е

Рис. 2. Накопление липофусцина (черная окраска) в клетках А549 (а, б), а также мезенхимных стволовых FRSN 
(в, г) и  MSC-DP (д, е), выявляемое окрашиванием суданом черным B.  Левая колонка (а, в, д) — контроль (без 
облучения); правая колонка (б, г, е) — спустя 8 сут после облучения в  дозе 10 Гр.
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A549 и МСК линий FRSN‑1 и MSC-DP, особенно 
в последней. При тех же условиях в МСК линии 

FRSN уровень мРНК CDKN2A остался неизмен-
ным по сравнению с точкой до облучения (рис. 3).
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Рис. 3. Изменение уровней экспрессии генов белков-маркеров клеточного старения CDKN2A, CDKN1A, CCL2, IL1B, 
CXCL8, SERPINE1, RPS6KB1 и TNF в клеточных линиях A549, FRSN, FRSN‑1, MSC-DP в контроле (К) и через 8 сут 
после рентгеновского облучения в  дозе 10 Гр.  Результаты нормализованы по  экспрессии гена домашнего хозяйства 
GAPDH, за  единицу в  каждом случае принимали уровень экспрессии в  данной клеточной линии без облучения.
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Уровень мРНК гена CDKN1A, кодирующего 
другой ингибитор циклин-зависимых киназ p21, 
на 8-е сут после облучения значимо повышен 
в А549, неизменен в FRSN и понижен в FRSN‑1 
и MSC-DP. Уровень мРНК RPS6KB1, участника 
каскада киназы mTOR, связанной с развитием 
сенесцентного фенотипа (Xiong et al., 2015), по-
вышен в линиях A549, FRSN‑1 и MSC-DP, осо-
бенно в MSC-DP. Из данных литературы следует, 
что экспрессия p21 является временным отве-
том на стрессовые агенты, приводящие к аресту 
клеточного цикла и далее к сенесцентности. Для 
поддержания сенесцентого фенотипа экспрессия 
p21 уже не требуется, в отличие от экспрессии 
p16 (Kumari, Jat, 2021), что согласуется с нашими 
данными.

Кроме того, показаны различия по экспрес-
сии генов, кодирующих белки-участники SASP. 
Уровень мРНК входящих в SASP интерлейкинов 
Il‑1B и CXCL8 значимо повышен только в клетках 
А549. Уровень мРНК CCL2 повышен в клетках 
А549 и MSC-DP, но значимо снижен в FRSN‑1. 
Уровень мРНК TNF (фактора некроза опухо-
ли, другого участника SASP) повышен в клет-
ках A549, FRSN‑1 и MSC-DP. Уровень мРНК 
SERPINE1 (белок PAI‑1) повышен в клетках 
A549, FRSN‑1 и MSC-DP, но значимо снижен 
в клетках FRSN. Ранее было показано, что фе-
нотип SASP может различаться у разных типов 
клеток и в случае разных стрессовых агентов, 
вызывающих сенесцентность (Kumari, Jat, 2021). 
Это подтверждается и нашими данными. Причи-
ны выявленных отличий требуют дальнейшего 
изучения.

Интересны отличия реакции МСК линии FRSN 
на облучение от реакции всех остальных линий. 
Клетки FRSN не изменяли значительно экспрес-
сию генов маркерных белков клеточного старения. 
При этом уровень липофусцина, выявленный 
окрашиванием суданом черным, в этих клет-
ках с самого начала был высоким по сравнению 
с остальными клеточными линиями и не изме-
нился принципиально после облучения. Согласно 
паспорту (Коллекция культур клеток позвоноч-
ных. Институт цитологии РАН, Санкт-Петер-
бург), клетки FRSN имеют схожее происхождение 
с клетками FRSN‑1, показавшими ожидаемый 
ответ на облучение, но они были взяты от более 
старшего донора и прошли в культуре большее 
количество пассажей, что может обуславливать 
наличие среди них большего числа клеток, близких 

к репликативному старению или входящих в него 
при культивировании. Облучение популяции таких 
клеток останавливает ее пролиферацию и вво-
дит остававшиеся несенесцентными делящиеся 
клетки в состояние индуцированного клеточного 
старения. Однако изменение экспрессии осталь-
ных маркеров клеточного старения в них остается 
малозаметным среди большого числа изначально 
сенесцентных клеток в популяции. Этот результат 
объясняет также отсутствие значительных измене-
ний в ответе этих клеток на АФК. В связи с этим, 
оценивая выраженность и ожидаемость ответа трех 
изученных нами линий МСК человека, мы делаем 
вывод, что оптимальной моделью для индукции 
клеточного старения является линия МСК пульпы 
зуба MSC-DP.

Изменение уровней экспрессии генов белков, 
участвующих в редокс-гомеостазе, при клеточном 
старении, индуцируемом радиацией, у опухолевых 
и нормальных клеток. Для большинства исследо-
ванных генов белков, участвующих в редокс-го-
меостазе, о которых пойдет речь далее, показан 
общий паттерн: они повышены на уровне мРНК 
спустя 8 сут в ответ на облучение в дозе 10 Гр 
в клетках линий А549, FRSN‑1 и MSC-DP. Клетки 
линии FRSN на эту же дозу излучения реагиро-
вали иначе. Аполипопротеин E (ApoE) — един-
ственный из проанализированных маркеров, зна-
чимо поднимающийся в клетках FRSN (рис. 4). 
Он повышен и в остальных линиях, особенно 
в А549. Гены DUOX1, GPX1, PRDX2 и особенно 
SIRT2 повышаются в опухолевых А549 сильнее, 
чем в нормальных клетках FRSN‑1 и MSC-DP. 
Гены FAS, PRDX1, PRDX5, SOD1 и особенно NOS2 
повышаются в МСК больше, чем в опухолевых 
клетках.

Свободные радикалы образуются в процессе 
жизнедеятельности клеток, а также поступают 
из внешней среды (Finkel, 2011). Супероксидный 
анион-радикал считается исходной АФК, обра-
зуемой комплексами I и III дыхательной цепи 
митохондрий. Этот радикал с помощью фермента 
СОД преобразуется в перекись водорода, которая 
затем превращается в воду с помощью каталазы 
или глутатионпероксидаз. СОД, каталаза, глут
атионпероксидазы и пероксиредоксины являются 
наиболее важными антиоксидантными фермен-
тами, играющими ключевую роль в окислитель-
но-восстановительном гомеостазе.

Что касается возможного объяснения наблю-
даемого нами повышения экспрессии гена APOE 
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(белка ApoE), то ранее сообщалось, что этот белок 
может функционировать как дестабилизатор гете-
рохроматина. В частности, повышенный уровень 
ApoE приводит к деградации белков ядерной ла-
мины и гетерохроматин-ассоциированного белка 
KRAB-ассоциированного белка 1 по аутофаги-
чески-лизосомальному пути, тем самым разру-
шая гетерохроматин и способствуя клеточному 
старению (Zhao et al., 2022). Связь индуцируемой 
сенесцентности с процессом аутофагии будет пред-
метом нашего дальнейшего исследования. Мы 
наблюдали увеличение экспрессии APOE во всех 
изучаемых клетках, как опухолевых, так и нор-
мальных (рис. 4).

Мы наблюдали существенный рост экспрес-
сии FAS в ответ на облучение и приобретение 
сенесцентности, особенно в нормальных клетках 
(рис. 4). Хорошо известно, что повреждение 
ДНК может приводить к апоптозу. Поэтому 
нарушение апоптотической программы может 
способствовать сохранению в популяции клеток 
с поврежденной ДНК, в том числе и клеток, во-
шедших в связи с этим в состояние клеточного 
старения.

В недавней работе было обнаружено, что у мы-
шей с мутантным рецептором Fas наблюдается 
повышенное повреждение ДНК и преждевре-
менное старение клеток, а также уменьшенное 
количество апоптотических везикул (Huang et al., 
2024). Увеличенную экспрессия гена FAS связыва-
ют с активацией апоптоза (Yoshikawa et al., 2008), 
а одним из общеизвестных свойств сенесцент-
ных клеток является повышенная устойчивость 
к апоптозу. Мы предполагаем, что наблюдаемое 
нами увеличение экспрессии FAS в популяции 
облученных клеток объясняется тем, что растет 
доля устойчивых к апоптозу сенесцентных кле-
ток, в которых экспрессия FAS может подняться 
до уровня, при котором несенесцентная клетка 
с большой вероятностью ушла бы в апоптоз. Это 
предположение требует дальнейшей проверки.

В регуляции редокс-гомеостаза клеток участву-
ют также белки семейства сиртуинов (Ziętara et 
al., 2022). Они играют важную роль в механизмах 
антиоксидантной защиты, предотвращают по-
вреждение ДНК, воспалительные реакции и об-
разование раковых клеток (Watroba, Szukiewicz, 
2021). Представители семейства SIRT относятся 
к NAD+-зависимым деацетилазам, которые регу-
лируют продолжительность жизни и вовлечены 
в патогенез сердечно-сосудистых заболеваний 

(Camici et al., 2015; Winnik et al., 2015; Covarrubias 
et al., 2021). SIRT2, уровень которого мы изме-
ряли, преимущественно локализуется в цито-
плазме, но перемещается в ядро и митохондрии 
при стрессе (Eskandarian et al., 2013; Liu et al., 
2017; Grootaert, Bennett, 2022). Эпигенетический 
фактор SIRT2 снижает ацетилирование гистонов 
и негистоновых белков (Chen et al., 2020; Sun et 
al., 2023).

Исследования, проведенные в последние годы, 
выявили ключевую роль SIRT2 в увеличении про-
должительности жизни и подавлении вызванного 
старением функционального снижения функций 
различных органов (North et al., 2014; Tang et al., 
2017; He et al., 2020). Мы наблюдали в ответ на ин-
дуцированное облучением клеточное старение, 
повышение экспрессии SIRT2 у раковых клеток 
более чем на порядок, у нормальных MSC-DP — 
в несколько раз. Вероятно, повышение экспрессии 
SIRT2 важно для антиоксидантной защиты клеток 
(рис. 4).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Опухолевые и нормальные клетки реагируют 
на развитие сенесцентности по-разному: продуци-
руют разный SASP и по-разному меняют экспрес-
сию генов белков, участвующих в редокс-гомеоста-
зе. Экспрессия DUOX1, GPX1, PRDX2 и SIRT2 по-
вышается в опухолевых А549 сильнее, чем в МСК. 
Экспрессия FAS, PRDX1, PRDX5, SOD1 и NOS2 
повышается в МСК сильнее, чем в опухолевых 
клетках. Изучение различий в реакции нормальных 
и опухолевых клеток на АФК позволит сделать 
лучевую терапию более эффективной, миними-
зировав ее разрушающий эффект на окружающие 
здоровые клетки.

Анализ индукции клеточного старения трех 
разных линий МСК человека в ответ на рентге-
новское облучение показал, что клетки линии 
FRSN демонстрируют слабый и отличный от дру-
гих линий МСК ответ на облучение, что делает 
их дальнейшее использование для исследования 
механизмов клеточного старения нецелесообраз-
ным. Из двух других линий (с ожидаемым ответом 
на облучение) наиболее выраженную реакцию 
продемонстрировали клетки MSC-DP (пульпы 
зуба человека), которые и представляются наи-
более предпочтительной моделью для изучения 
старения МСК человека.



	 ПОВЫШЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ АНТИОКСИДАНТНОЙ ЗАЩИТЫ…	 157

ЦИТОЛОГИЯ    том 67    № 3    2025

Рис. 4. Изменение уровней экспрессии генов белков, участвующих в редокс-гомеостазе, APOE, DUOX1, FAS, GPX1, 
NOS2, PRDX1, PRDX2, PRDX5, SIRT2 и SOD1, нормализованной по экспрессии гена домашнего хозяйства GAPDH, 
в  клеточных линиях A549, FRSN, FRSN‑1, MSC-DP спустя 8 сут после рентгеновского облучения в  дозировке 
10 Гр. За  единицу в  каждом случае принимали уровень экспрессии в  данной клеточной линии без облучения
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Objective: A high level of reactive oxygen species in a cell can be both a consequence and a cause of cellular 
senescence. The response of tumor and normal cells to irradiation-induced senescence is similar, but differs 
in detail. Exploring these differences may provide a key to improving the effectiveness and safety of radiation 
therapy. Methods: We induced senescence in A549 adenocarcinoma cells and normal mesenchymal stem 
cells with irradiation and evaluated changes in morphology, lipofuscin accumulation, and gene expression. 
Results: The expression of DUOX1, GPX1, PRDX2 and SIRT2 is more strongly increased in A549 tumor 
cells, while the expression of FAS, PRDX1, PRDX5, SOD1 and NOS2 is stronger in normal cells. Conclu-
sion: Tumor and normal cells react to the development of the senescent phenotype in different ways — they 
produce different SASP and activate ROS response systems in cell type-specific manner.
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