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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность работы 

Современные представления о механизмах возникновения и развития 

заболеваний человека за последние 20 лет значительно расширились – от 

классических локальных этиопатогенетических представлений до анализа 

роли и влияния более 1000 биологически активных сигнальных молекул, 

синтезируемых различными клетками организма. 

Бурное развитие и широкое внедрение в биомедицину молекулярно-

биологических методов верификации экспрессии генов, кодирующих синтез 

сигнальных молекул, гормонов, цитокинов, ферментов и других факторов 

позволили создать новое прикладное направление – молекулярную 

морфологию и, тем самым, значительно расширить возможности рутинной 

гистологической диагностики [Кветной И.М., Полякова В.О., Крылова Ю.С. 

и др. 2018]. 

Знание нарушений экспрессии конкретных сигнальных молекул, от 

которых зависит развитие, прогноз и таргетная терапия болезней позволяет 

повысить объективизацию диагностики, оценить прогноз заболевания, 

избрать патогенетический метод лечения социально-значимой патологии. 

Старение – сложный биологический процесс, основным аспектом 

которого является накопление соматических изменений в организме в 

течение жизни. Поздний репродуктивный возраст ассоциирован с 

бесплодием и возможными осложнениями наступления и течения 

беременности [Koumei S., Iwata H. 2017]. Старение на клеточном и органном 

уровнях негативно влияет на репродуктивную функцию. Доказано, что 

иммунные клетки играют ключевую роль в функционировании 

репродуктивной системы, наступлении и течении беременности [Rodriguez-

Garcia M., Fortier J.M., Barr F.D., et al. 2018]. Наиболее изученными 

маркерами иммунологического старения являются NF-κB, IL-1, IL-6, IL-8, 

TGFβ [Childs B.G., Gluscevic M., Baker, D.J., et al. 2017]. 

«Клеточное старение» - это состояние, при котором клетки подвергаются 

необратимой остановке клеточного цикла в ответ на различные клеточные 

стрессы. Как только клетки начинают стареть, они становятся устойчивы к 

любым мутагенам, включая онкогенные факторы. Поэтому предполагается, 

что клеточное старение является мощным противоопухолевым механизмом 

[Liu S., Uppal H., Demaria M., et al. 2015]. 

Необратимый арест клеточного цикла считается основной 

характеристикой стареющих клеток, но недавние исследования выявили 

дополнительные особенности, характеризующие данный тип клеток. 

Стареющие клетки экспрессируют провоспалительные цитокины, факторы 

роста и матриксные металлопротеиназы, которые в совокупности формируют 

ассоциированный со старением секреторный фенотип (SASP). Такие клетки 

жизнеспособны in vitro, в отличие от апоптотических клеток, которые 
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подвергаются запрограммированной клеточной гибели. Некоторые SASP 

факторы играют важную роль в возникновении устойчивой остановки 

клеточного цикла в стареющих клетках, и предположительно, способствуют 

опухолевой супрессии при клеточном старении. Тем не менее, многие SASP 

факторы могут вызвать хроническое воспаление и/или онкогенез, в 

зависимости от биологического контекста. 

В 2014 году C. Franceschi был предложен новый термин 

«инфламэйджинг» (“inflamaging”), который характеризует хроническое, 

слабовыраженное воспалительное состояние, протекающее бессимптомно и 

являющееся деструктивным для организма [Franceschi C, Campisi J., 2014]. 

По основным признакам инфламэйджинг значительно отличается от острого 

воспаления. 

Особенностью клеток с фенотипом SASP является его динамичное 

развитие с течением времени. Генетические изменения, такие как потеря p53 

или усиление онкогенного RAS, приводят к более быстрому приобретению 

фенотипа SASP, что позволяет предположить, что SASP является 

специфической программой, запускаемой генотоксическим стрессом.  

В культуре клетки приобретают полный SASP через 3-5 дней после индукции 

старения, и рост клеток прекращается в течение 24 часов после повреждения. 

Не все факторы SASP начинают секретироваться одновременно. Этот 

постепенный фенотипический переход является признаком, сохраняемым 

между типами клеток и индукторами старения [Gruver A., Hudson L., 

Sempowski G. 2014]. По данным литературы, остановка клеточного цикла в 

фазе G1 и уменьшение количества клеток в фазе G2-M во всех клетках 

наблюдается через 6 часов после УФ-облучения [Bahrami E., Witzel M.,  

Racek T., et al. 2017]. 

Общепринятой моделью генотоксического стресса является  

УФ-облучение, которое запускает реакцию повреждения ДНК (DDR), что 

рассматривается как индукция γH2AX не только в клетках S-, но и в клетках 

G1-фазы [Zhao H., Traganos F., Darzynkiewicz Z. 2010]. 

Одним из сдерживающих факторов исследований в области 

инфламэйджинга является отсутствие признанных, точных и надежных 

биологических маркеров. Основными характеристиками биологических 

маркеров старения являются следующие: (1) маркер связан с возрастом; (2) 

экспрессия маркера не изменяется с заболеванием; (3) маркер не изменяется с 

метаболическими и питательными условиями; (4) на маркер влияют 

процессы старения; (5) маркер не изменяется в иммортализованных клетках 

[Xia S., Zhang X., Zheng S., et al. 2016]. Расширение исследований 

биологических маркеров старения позволит уточнить молекулярные 

механизмы инфламэйджинга и определить роль данного феномена в процессе 

общего старения организма. 
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Известно большое количество молекул и сигнальных путей, 

задействованных в механизмы старения. Однако вовлеченность этих 

факторов в процессы инфламэйджинга и их роль в репродуктивном старении 

остается недостаточно изученной. Для определения тканевой и возрастной 

экспрессии маркеров старения, необходимо проанализировать панель из 

маркеров характерных для SASP: TGFβ, IL-6, IL-8, IL-1a, NF-κB, 

MMP3[Childs B.G., Gluscevic M., Baker, D.J., et al. 2017]; два классических 

маркера клеточного старения – p16 [Hall B.M., Balan V., Gleiberman A.S., et al. 

2016] и p53 [Ranjan A., Iwakuma T. 2018], а также провести исследования 

экспрессии молекул, которые могут быть задействованы в механизмах 

старения, а именно Ki-67 [Kitson S., Sivalingam V.N., Bolton J., et al. 2017], 

PCNA [Mailand N., Gibbs-Seymour I., Bekker-Jensen S. 2013], Bcl-2 [Santamaria 

X., Mas A., Cervelló I., et al. 2018], SIRT1,6 [Tatone C., Di Emidio G., Barbonetti 

A., et al. 2018], TERF-1 [Hohensinner P.J., Kaun C., Buchberger E., et al. 2016], 

CALR [Eggleton P., Bremer E., Dudek E., et al. 2016]. 

В настоящей работе проведено изучение экспрессии сигнальных 

молекул в клетках эндометрия при их старении in vitro для расширения 

представлений о формировании SASP фенотипа и его роли в механизмах 

инфламэйджинга репродуктивной системы человека. 

Цель и задачи исследования 

Целью диссертационного исследования является изучение экспрессии 

различных сигнальных молекул в клетках эндометрия и их вклада в механизм 

инфламэйджинга и формирования SASP фенотипа. 

Для достижения указанной цели поставлены и последовательно решены 

следующие задачи: 

1. Создать модель инфламэйджинга («воспалительного старения») 

клеточной культуры эндометрия. 

2. Верифицировать экспрессию маркеров, ассоциированных с 

фенотипом SASP, в клеточной культуре эндометрия. 

3. Определить экспрессию маркеров, характерных для клеточного 

старения и провести корреляционный анализ с экспрессией маркеров 

инфламэйджинга. 

4. Оценить возрастную динамику экспрессии изучаемых маркеров в 

исследуемых группах (молодой репродуктивный возраст и старший 

репродуктивный возраст). 

5. На основании проведенных исследований расширить спектр 

сигнальных молекул, формирующих SASP фенотип и уточнить их вклад в 

механизм развития инфламэйджинга женской репродуктивной системы. 

Научная новизна 

В работе впервые проведено сравнительное изучение экспрессии 

ключевых сигнальных молекул, задействованных в механизмах старения: 
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TGFβ, IL-6, IL-8, IL-1a, р65, MMP3, p16, p53, Ki-67, PCNA, BCL-2, SIRT1,6, 

TERF-1, CALR в клетках эндометрия в возрастном аспекте и при воздействии 

генотоксического стресса. При исследовании молекул IL-8, SIRT1,6, Ki-67, 

CALR в клеточной культуре эндометрия впервые было обнаружено, что при 

переходе от молодого к старшему репродуктивному возрасту их 

концентрация статистически значимо уменьшалась. При этом экспрессия 

молекул IL-1a, р65, PCNA и TERF-1 статистически значимо повышалась с 

возрастом. Концентрация TGFβ, IL-6, MMP3, BCL-2 в эндометрии не 

зависела от возраста. Экспрессия белков p53 и р16 в нормальном эндометрии 

была незначительна в обеих возрастных группах. 

Впервые было обнаружено статистически значимое увеличение 

экспрессии белков TGFβ, IL-6, IL-8, IL-1a, MMP3, p16, p53, р65, BCL-2 и 

снижение экспрессии белков Ki-67, PCNA, SIRT1,6, TERF-1 в клеточной 

культуре эндометрия молодого и старшего репродуктивного возраста при 

воздействии генотоксического стресса. Впервые было продемонстрировано 

статистически значимое увеличение экспрессии белков IL-1a и p53 и 

снижение экспрессии белка TERF-1 в клеточной культуре эндометрия под 

воздействием генотоксического стресса в группе старшего репродуктивного 

возраста по сравнению с группой молодого репродуктивного возраста. 

Практическая значимость 

Результаты исследований особенностей экспрессии молекул, 

характерных для фенотипа SASP в клеточной культуре эндометрия 

существенно дополняют представления о механизмах инфламэйджинга, 

происходящих в репродуктивной системе в возрастном аспекте. 

Исследования ряда молекул, вовлечённых в механизмы старения и 

инфламэйджинга, позволяют расширить понятие о воспалительном старении 

и выявить новые сигнальные молекулы, характеризующие данный фенотип 

клеток.  

Верификация новых сигнальных молекул, характеризующих фенотип 

SASP (которые могут рассматриваться в качестве потенциальных 

терапевтических мишеней) открывает перспективы для оптимизации и 

повышения эффективности профилактических и лечебных геропротекторных 

программ. 

Положения, выносимые на защиту 

1. При переходе от молодого к старшему репродуктивному возрасту 

усиливается экспрессия белков IL-1a, р65, PCNA и TERF-1в клеточной 

культуре эндометрия. Экспрессия белков IL-8, SIRT1, SIRT6, Ki-67, CALR в 

клеточной культуре эндометрия уменьшается с увеличением 

репродуктивного возраста. Экспрессия белков p53 и р16 в нормальной 

клеточной культуре эндометрия не идентифицируется или находится на 

незначительных уровнях. 
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2. После воздействия генотоксического стресса значительно 

увеличивается экспрессия белков, ответственных за регулировку клеточного 

цикла и ассоциированных со старением - TGFβ, IL-6, IL-8, IL-1a, MMP3, p16, 

p53, р65, BCL-2, при этом экспрессия PCNA, SIRT1,6, TERF-1 снижается, а 

экспрессия белка Ki-67 – ключевого маркера клеточной пролиферации 

находится на незначительном уровне. 

3. В клеточной культуре эндометрия под воздействием генотоксического 

стресса в группе старшего репродуктивного возраста экспрессия белков IL-1a 

и p53 увеличивается, а TERF-1 снижается по сравнению с группой молодого 

репродуктивного возраста.  

4. Усиление экспрессии белка IL-1a коррелирует с высокими уровнями 

экспрессии белков р65, p16 и p53. Обратно пропорциональная зависимость 

показателей экспрессии характерна для SIRT1 и p53, p16 и Ki-67.  

5. Фенотип SASP, характерный для инфламэйджинга, может быть 

существенно расширен с включением в него таких молекул как Ki-67, PCNA, 

SIRT-1, SIRT-6, TERF, CALR, экспрессия которых достоверно ассоциирована 

с развитием генотоксического стресса. 

 

Связь с научно-исследовательской работой института 

Диссертационная работа является научной темой, выполняемой по 

основному плану научно-исследовательских работ АННО ВО НИЦ «Санкт-

Петербургский институт биорегуляции и геронтологии». 

 

Публикации по теме диссертации 

По материалам диссертации опубликована 21 научная работа: в том 

числе 11 статей в журналах, рекомендованных ВАК Министерством науки и 

высшего образования Российской Федерации для опубликования материалов 

диссертационных исследований, 10 тезисов докладов. 

 

Апробация и реализация диссертации 

Результаты диссертационного исследования доложены на 

Международной научно-практической молодёжной конференции «Наука XXI 

века: новый подход» (Санкт-Петербург, 2016); Международной конференции 

«Репродуктивная медицина: взгляд молодых» (Санкт-Петербург, 2016); XV 

Международной научно-практической конференции «Фундаментальные и 

прикладные исследования в современном мире (Москва, 2016); «XI 

Международном конгрессе по репродуктивной медицине» (Москва, 2017); XI 

Международном конгрессе по репродуктивной медицине (Санкт-Петербург, 

2017); XXXI Международном конгрессе с курсом эндоскопии «Новые 

технологии в диагностике и лечении гинекологических заболеваний» 



8 
 

(Москва, 2018); Конгрессе с международным участием «Здоровые дети – 

будущее страны» (Санкт-Петербург, 2018); 18th ISGE World Congress 2018 

(Florence, Italy, 2018); 31st European Congress of Pathology (Nice, France, 

2019); XХ Юбилейном Всероссийском научно-образовательном форуме 

«Мать и Дитя-2019» (Москва, 2019). 

Личный вклад автора 

Личный вклад автора в диссертационное исследование состоял в 

составлении дизайна работы, проведении опытов, статистической обработке 
и анализе полученных данных. Автор самостоятельно выполнила выделение 

и последующее культивирование клеток эндометрия, индуцирование 

генотоксического стресса, иммунофлуоресцентное окрашивание, 

визуализацию образцов с помощью световой и лазерной сканирующей 

конфокальной микроскопии, морфометрию, статистическую обработку и 

анализ данных сравнительного изучения экспрессии маркеров SASP в 

клетках эндометрия женщин молодого и старшего репродуктивного возраста. 

Автором самостоятельно написан текст диссертации, вклад в подготовку 

статей и тезисов докладов превышает 75%. 

 

Структура и объем диссертации 

Диссертация состоит из списка сокращений, введения, обзора 

литературы, описания материалов и методов исследования, изложения 

результатов собственных исследований, заключения, выводов, практических 

рекомендаций и списка литературы. Текст диссертации изложен на 111 

страницах и иллюстрирован 31 рисунками. Список литературы содержит 177 

источников, из них на русском языке – 5, на английском – 172. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Получение клеточной культуры эндометрия 

Для создания культур клеток материал эндометрия (n=20) был получен 

в поликлинике ФГБНУ «НИИ акушерства, гинекологии и репродуктологии 

им. Д. О. Отта» путем пайпель-биопсии при проведении врачами-

гинекологами обследования, предусмотренного стандартом оказания 

медицинских услуг для выявления причин бесплодия. 

Измельченные фрагменты ткани эндометрия отмывали DPBS и 

обрабатывали раствором 0,2% коллагеназы II типа. После оценки 

жизнеспособности клеток супернатант переносился в культуральный флакон 

в концентрации 1×10
3
 клеток в мл. Культура поддерживалась при 

температуре 37°С, в атмосфере 5% СО2. Смена культуральной среды DMEM 

+ 15%FBS (Sigma, США) производилась каждые 2 дня. По достижении 
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монослоя, клетки пересевали с помощью смеси трипсина-версена (Gibco, 

США). 

Материал был разделен на 2 группы: молодой репродуктивный возраст 

(до 30 лет) (n=10); старший репродуктивный возраст (после 30 лет) (n=10). 

Все пациентки имели нормальные менструальные циклы. Пациентки не 

получали гормональную терапию. 

Были изучены 4 группы клеточной культуры эндометрия: 

1-я контрольная группа – клеточная культура эндометрия (молодой 

репродуктивный возраст, <30 лет);  

2-я контрольная группа (старший репродуктивный возраст, >30 лет); 

3-я группа – модель инфламэйджинга (воздействие генотоксического 

стресса, <30 лет); 

4-я группа – модель инфламэйджинга (воздействие генотоксического 

стресса, >30 лет). 

 

Моделирование инфламэйджинга 

(воздействие генотоксического стресса) 

Для проведения исследования за основу взяты и модифицированы 

протоколы работ Zhao H., Traganos F., Darzynkiewicz Z. (2010) и Bahrami E., 

Witzel M., Racek T., et al. (2017). Культура клеток эндометрия 1 пассажа по 

достижении 80% монослоя подвергалась генотоксическому стрессу в течение 

30 минут воздействием УФ-облучения лампы Philips TUV 8W (Philips, 

Нидерланды), которая излучает ультрафиолетовый свет с длиной волны  

253,7 нм (УФ-С). 

 

Окрашивание препаратов культуры эндометрия человека 

иммуноцитохимическим методом 

Клетки фиксировали в 4% растворе параформальдегида на PBS при 

комнатной температуре в течение 15 минут. Пермеабилизацию клеток 

проводили 0,1% раствором Triton X-100 (Биолот, Россия), разведенном в PBS 

в течение 15 минут при комнатной температуре. Затем клетки блокировали от 

неспецифического связывания в 1% бычьем сывороточном альбумине на 

PBS, pH 7,5 в течение 15 минут. Верификация экспрессии сигнальных 

молекул (биомаркеров) молекул осуществлялось иммуноцитохимическим 

методом с использованием первичных антител: TGFβ (1:100, Abcam), IL-1a 

(1:100, Abcam), IL-6 (1:500, Abcam), IL-8 (1:2000, Abcam), р65 (1:100, Abcam), 

MMP3 (1:250, Abcam), p16 (1:100, Abcam), p53 (1:50, Dako), Ki-67 (1:50, 

Dako), PCNA (1:400, Abcam), BCL-2 (1:100, Abcam), SIRT-1 (1:250, Abcam), 

SIRT-6 (1:100, Abcam), TERF-1 (1:100, Abcam), CALR (1:200, Abcam). В 

качестве вторичных антител использовали конъюгированные с флуорохромом 

Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 647 (1:1000, Abcam). Ядра клеток 
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визуализировали окрашиванием Hoechst 33258 (1:100, Sigma) в течение 1 

минуты.  

Экспрессию маркеров клеточного и воспалительного старения 

исследовали с помощью лазерного сканирующего конфокального микроскопа 

Olympus FluoView 1000 (Olympus, Япония). 

 

Морфометрический анализ 

Для анализа полученных результатов использовали конфокальный 

микроскоп Olympus FluoView 1000 (Olympus, Япония) и программное 

обеспечение «Vidеotest Morphology 5.2». В каждом случае анализировали  

5 полей зрения при увеличении 400. 

Площадь экспрессии рассчитывали как отношение площади, занимаемой 

иммунопозитивными клетками, к общей площади клеток в поле зрения и 

выражали в процентах. Этот параметр характеризует количество клеток, в 

которых локализуется исследуемый маркер. 

 

Статистическая обработка результатов 

Статистическая обработка проводилась в программе «Excel 2016 

Microsoft Office 2016» и в аналитической программе «Statistica 7.0». 

Для выборок, где разброс был значительным, применяли процедуры 

множественных сравнений с помощью критерия Манна–Уитни. Для групп с 

незначительным разбросом применяли t-критерий Стьюдента. Критический 

уровень достоверности нулевой гипотезы (об отсутствии различий) 

принимали равным 0,01. 

Оценку различий между выборками проводили с использованием 

параметрического t-критерия Стьюдента (при нормальном распределении 

данных), непараметрического U-критерия Манна-Уитни (в случае отсутствия 

нормального распределения данных). 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Проведена модификация моделирования инфламэйджинга с 

использованием ультрафиолетового излучения в качестве генотоксического 

фактора. При облучении клеточной культуры эндометрия в течение 30 минут 

ультрафиолетом через 72 часа выявлена экспрессия маркеров, 

ассоциированных с фенотипом SASP (рисунок 1). 
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Рисунок 1. Экспрессия IL-8 в культуре клеток эндометрия, 

иммунофлуоресцентная конфокальная микроскопия, х400. Для окраски ядер 

использовали Hoechst 33258 (синяя флуоресценция). Визуализацию белка 

проводили с помощью вторичных антител, конъюгированных с AlexaFluor 

647 (красная флуоресценция): 

А – контроль (<30 лет); Б – воздействие генотоксичесого стресса (<30 лет);  

В – контроль (>30 лет); Г – воздействие генотоксичесого стресса (>30 лет). 

Зафиксировано статистически значимое увеличение экспрессии белков-

маркеров SASP: TGFβ, IL-6, IL-8, IL-1a, MMP3 и р65 в клеточной культуре 

эндометрия молодого и старшего репродуктивного возраста в модели 

инфламэйджинга (при воздействии генотоксического стресса). 

Таблица 1. 

Относительная площадь экспрессии маркеров SASP в культуре клеток 

эндометрия молодого и старшего репродуктивного возраста в норме  

и при воздействии генотоксического стресса 

 

Маркер 

Контроль 

( ±σ) 

Модель 

инфламэйджинга 

( ±σ) 

До 30 лет После 30 

лет 

До 30 лет После 30 

лет 

TGFβ 5,34±1,76 7,45±1,26 18,28±2,04* 20,16±1,01* 

IL-1a 2,23±0,56 3,62±1,69 18,45±2,17* 26,13±2,8* 

IL-6 3,2±0,39 4,13±0,91 9,86±0,89* 12,26±3,59* 

IL-8 3,17±0,97 1,38±0,35 18,66±5,16* 17,93±1,51* 

MMP3 12,22±4,9 14,26±2,39 25,65±4,90* 27,13±6,9* 

р65 2,73±0,56 6,62±2,01 16,46±3,67* 23,73±4,5* 

* p<0,01 по сравнению с группой контроля. 
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Рисунок 2. Сравнение показателей относительной площади экспрессии 

маркеров SASP в культуре клеток эндометрия молодого репродуктивного 

возраста (до 30 лет) в норме и при воздействии генотоксического стресса. 

Значения показателей относительной площади экспрессии белков TGFβ, 

IL-6, IL-8, IL-1a, MMP3 и р65 статистичски значимо отличаются в группе при 

воздействии генотоксического стресса по сравнению с группой контроля как 

до 30 лет, так и в группе старшего репродуктивного возраста (рисунок 2, 3). 

 

 

Рисунок 3. Сравнение показателей относительной площади экспрессии 

маркеров SASP в культуре клеток эндометрия старшего репродуктивного 

возраста (после 30 лет) в норме и при воздействии генотоксического стресса. 

При исследовании молекул IL-8 (рис.5), SIRT1,6, Ki-67, CALR в 

клеточной культуре эндометрия впервые было обнаружено, что при переходе 

от молодого к старшему репродуктивному возрасту их концентрация 

статистически значимо уменьшалась. При этом экспрессия молекул IL-1a 

(рисунок 4), р65, PCNA и TERF-1 статистически значимо повышалась с 

возрастом. Концентрация TGFβ, IL-6, MMP3, BCL-2 в эндометрии не 

зависела от возраста. 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

О
тн
о
си
те
л
ь
н
ая
 п
л
о
щ
ад
ь
 

эк
сп
р
ес
си
и

 %
  

Контроль 

Модель 
инфламэйджинга 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

30 

О
тн
о
си
те
л
ь
н
ая
 п
л
о
щ
ад
ь
 

эк
сп
р
ес
си
и

 %
  

Контроль 

Модель 
инфламэйджинга 



13 
 

 

Рисунок 4.  Сравнение показателей относительной площади экспрессии 

IL-1α в культуре клеток эндометрия в контрольных группах и при 

воздействии генотоксического стресса. 

* - p<0.05 по сравнению с группой контроля до 30 лет. 

** - p<0.05 по сравнению с группой контроля после 30 лет. 

# - p<0.05 по сравнению с группой до 30 лет. 

 

 

Рисунок 5.  Сравнение показателей относительной площади экспрессии 

IL-8 в культуре клеток эндометрия в норме и при воздействии 

генотоксического стресса. 

* - p<0.05 по сравнению с группой контроля до 30 лет. 

** - p<0.05 по сравнению с группой контроля после 30 лет. 

 

Выявлено усиление экспрессии маркеров p16, p53, BCL-2, характерных 

для клеточного старения, в клеточной культуре эндометрия молодого и 

старшего репродуктивного возраста при воздействии генотоксического 
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стресса, а также снижение экспрессии маркеров Ki-67, PCNA, SIRT-1, SIRT-6, 

TERF-1.  

Такая динамика свидетельствует о наличии сигнальных механизмов 

регуляции пролиферативной активности клеток в ответ на генотоксический 

стресс посредством изученных молекул и предполагает их взаимосвязь с 

общепринятыми маркерами SASP. 

 

Таблица 2. 

Относительная площадь экспрессии предполагаемых  

маркеров инфламэйджинга в культуре клеток эндометрия  

молодого и старшего репродуктивного возраста в норме  

и при воздействии генотоксического стресса 

 

Маркер 

Контроль 

( ±σ) 

Модель 

инфламэйджинга 

( ±σ) 

До 30 лет После 30 

лет 

До 30 лет После 30 

лет 

Ki-67 22,48±4,12 13,73±3,93 0,65±0,6* 0* 

PCNA 7,74±1,15 13,34±3,93 4,45±1,62* 5,31±2,24* 

Bcl-2 6,03±0,56 7,3±1,11 9,76±0,81* 12,84±2,43* 

SIRT-1 8,7±0,81 7,03±0,64 2,29±0,72* 1,76±0,42* 

SIRT-6 6,05±1,05 6,05±1,05 2,65±0,55* 2,65±0,55* 

CALR 8,54±0,71 6.94±0,55 9,25±0,65 9,91±0,54 

TERF-1 2,06±0,2 3,08±0,7 1,15±0,4* 0,43±0,2* 

p16 0 0 8,21±1,86* 14,46±3,97* 

p53 0,38±0,3 0,42±0,39 4,95±1,58* 13,04±3,24* 

* p<0,01 по сравнению с группой контроля. 

При исследовании молекул IL-1a, р65, PCNA и TERF-1 в клеточной 

культуре эндометрия впервые было обнаружено, что при переходе от 

молодого к старшему репродуктивному возрасту их концентрация 

статистически значимо повышалась с возрастом. Экспрессия белков p53 и 

р16 в нормальном эндометрии была незначительна в контроле обеих 

возрастных групп.  
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Рисунок 6.  Сравнение показателей относительной площади экспрессии 

TERF-1 в культуре клеток эндометрия в контрольной и исследуемых 

группах и при воздействии генотоксического стресса.  

* - p<0.05 по сравнению с группой контроля до 30 лет. 

** - p<0.05 по сравнению с группой контроля после 30 лет. 

# - p<0.05 по сравнению с группой до 30 лет. 

 

Впервые было обнаружено статистически значимое увеличение 

экспрессии белков TGFβ, IL-6, IL-8, IL-1a, MMP3, p16, p53, р65, BCL-2 и 

снижение экспрессии Ki-67, PCNA, SIRT1,6, TERF-1 в клеточной культуре 

эндометрия молодого и старшего репродуктивного возраста при воздействии 

генотоксического стресса.  

 

Рисунок 7.. Сравнение показателей относительной площади экспрессии 

предполагаемых маркеров инфламэйджинга в культуре клеток эндометрия 

молодого репродуктивного возраста (до 30 лет) в норме и при воздействии 

генотоксического стресса. 
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Рисунок 8.  Сравнение показателей относительной площади экспрессии 

предполагаемых маркеров инфламэйджинга в культуре клеток эндометрия 

старшего репродуктивного возраста (после 30 лет) в норме и при воздействии 

генотоксического стресса. 

Также впервые было продемонстрировано статистически значимое 

увеличение экспрессии белков IL-1a и p53 и снижение TERF-1 (рис. 6) в 

клеточной культуре эндометрия под воздействием генотоксического стресса в 

группе старшего репродуктивного возраста по сравнению с группой молодого 

репродуктивного возраста. 

Проведенные исследования свидетельствуют о важной роли сигнальных 

молекул, продуцируемых паракринно в клетках эндометрия, в регуляции 

процессов старения. 

При этом фенотип клеток, характеризующий явление инфламэйджинга 

должен быть существенно расширен с включением в него вышеизученных 

молекул. Полученные нами данные впервые показывают их ключевое 

значение в развитии инфламэйджинга. 

Паракринные факторы, включая TGF-β имеют решающее значение для 

регуляции MMPs в эндометрии. Экспрессия белка TGF-β статистичски 

значимо отличается в группе при воздейтствии генотоксического стресса по 

сравнению с группой контроля как до 30 лет, так и в группе старшего 

репродуктивного возраста. Аналогичная динамика регистрируется и при 

оценке показателя относительной площади экспрессии для MMP3. Напротив, 

воспалительные цитокины, такие как IL-1α, могут блокировать регуляцию 

ММР-3. [Meola J., Rosa e Silva J.C., Dentillo D.B., et al. 2010]. Повреждение 

ДНК при ультрафиолетовом облучении стимулирует продукцию 
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провоспалительных цитокинов IL-1, IL-6 и IL-8, активируя сигнальный путь 

NF-κB, блокируя клеточный цикл, индуцируя и поддерживая фенотип 

клеточного старения [Freund A., Orjalo A. V., Desprez P.-Y., et al. 2010]. При 

воздействии генотоксического стресса наблюдаются наибольшие значения 

экспрессии p65 (NF-κB) в группах до и после 30 лет, которые статистически 

значимо превосходят аналогичные показатели в группах контроля в 7,2 и 2,9 

раз, соответсвтенно. 

Клеточный ответ на генотоксические агенты включает повышение 

уровня и активности белка-супрессора опухоли р53. Известно, что после 

активации р53 ингибирует репликацию генома в неблагоприятных условиях, 

регулируя прогрессирование клеточного цикла и жизнеспособность клеток, 

тем самым предотвращая пролиферацию клеток с поврежденными генами 

[Xu J, Morris GF., 1999]. 

При воздействии генотоксического стресса относительная площадь 

экспрессии SIRT-1 статистически достоверно снижается, при этом 

наблюдается значительное усиление экспрессии белка p53. SIRT1, 

деацетилируя p53, подавляет его транскрипционную активность, 

предотвращая тем самым апоптоз [Ong A.L., Ramasamy T.S. 2018]. 

Ядерный антиген пролиферирующих клеток (PCNA) является 

высококонсервативным клеточным белком, который функционирует как в 

репликации ДНК, так и в репарации ДНК. При воздействии генотоксического 

стресса на клеточную культуру эндометрия, зарегистрировано снижение 

уровней PCNA через 72 часа. Эти данные свидетельствуют о сложном 

клеточном ответе на повреждение ДНК, при котором р53 временно 

активирует экспрессию PCNA с целью ограниченной репарации ДНК [Xu J., 

Morris G.F. 1999]. В популяции нерастущих клеток с пониженным уровнем 

PCNA этот путь может иметь решающее значение для выживания после 

повреждения ДНК. 

Стареющие клетки используют различные механизмы выживания, чтобы 

оставаться жизнеспособными после повреждения ДНК. Такие механизмы 

включают различные сигнальные пути, участвующие в регуляции баланса 

выживания и апоптоза [Pistritto G., Trisciuoglio D., Ceci C., et al. 2016]. Эти 

особенности делают стареющие клетки гораздо более зависимыми от путей 

выживания, чем их нестареющие аналоги, что служит обоснованием для 

разработки сенолитических препаратов, которые нацелены на устранение 

стареющих клеток без воздействия на покоящиеся и пролиферирующие 

клетки. 
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ВЫВОДЫ 

1. Впервые экспериментально создана модель инфламэйджинга 

клеточной культуры эндометрия на основе модификации моделирования 

инфламэйджинга с использованием ультрафиолетового излучения в качестве 

генотоксического фактора. При облучении клеточной культуры эндометрия в 

течение 30 минут ультрафиолетом через 72 часа выявлена экспрессия 

маркеров, ассоциированных с фенотипом SASP.  

2. Впервые обнаружено статистически значимое увеличение 

экспрессии белков-маркеров SASP: TGFβ, IL-6, IL-8, IL-1a, MMP3 и р65 в 

клеточной культуре эндометрия молодого и старшего репродуктивного 

возраста в модели инфламэйджинга (при воздействии генотоксического 

стресса). 

3. Выявлено усиление экспрессии маркеров p16, p53, BCL-2, 

характерных для клеточного старения, в клеточной культуре эндометрия 

молодого и старшего репродуктивного возраста при воздействии 

генотоксического стресса, а также снижение экспрессии маркеров Ki-67, 

PCNA, SIRT-1, SIRT-6, TERF-1. Такая динамика свидетельствует о наличии 

сигнальных механизмов регуляции пролиферативной активности клеток в 

ответ на генотоксический стресс посредством изученных молекул и 

предполагает их взаимосвязь с общепринятыми маркерами SASP. 

4. При исследовании экспрессии молекул IL-8, SIRT-1, SIRT-6, Ki-

67, CALR в клеточной культуре эндометрия впервые было обнаружено, что 

при переходе от молодого к старшему репродуктивному возрасту их 

концентрация статистически значимо уменьшалась. Значения показателя 

относительной площади экспрессии для IL-8 уменьшились в 2,3 раза,  

для SIRT-1 - в 1,3 раза, SIRT-6 - в 1,6 раз, Ki-67 - в 1,5 раз, а CALR - в 1,2 раза 

в группе после 30 лет по сравнению с группой младшего репродуктивного 

возраста. При этом экспрессия молекул IL-1a, р65, PCNA и TERF-1 

статистически значимо повышалась с возрастом в 2,1; 3; 1,7 и 1,5 раза, 

соответственно. 

5. Фенотип клеток, характеризующий явление инфламэйджинга 

может быть существенно расширен с включением в него вышеизученных 

молекул – Ki-67, PCNA, SIRT-1, SIRT-6, TERF, CALR. Полученные нами 

данные впервые показывают их ключевое значение в развитии 

инфламэйджинга. 
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