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Накопление стареющих клеток в организме положительно коррелирует с возрастом и рассматривается как
один из факторов риска возраст-зависимого увеличения частоты опухолевых заболеваний. Во многом
опухоль-промотирующую роль стареющих клеток связывают с паракринным влиянием на клетки микро-
окружения ассоциированного со старением секреторного фенотипа. Однако согласно недавним исследо-
ваниям, неопластическая трансформация также может быть обусловлена геномной нестабильностью ста-
реющих клеток, возникающей вследствие накапливающихся повреждений ДНК. Настоящая работа по-
священа исследованию молекулярных механизмов, которые могут обуславливать возникновение и
накопление повреждений ДНК при старении клеток. В качестве моделей клеточного старения мы исполь-
зовали репликативное и стресс-индуцированное старение эндометриальных стромальных клеток челове-
ка (эСК). Мы показали, что для обоих типов старения эСК характерно образование персистирующих фо-
кусов повреждения ДНК. Используя генетически-кодируемый биосенсор HyPer, мы выявили снижение
эффективности антиоксидантной защиты в стареющих эСК. Одновременно с этим в таких клетках суще-
ственно увеличивался уровень эндогенных активных форм кислорода (АФК), что в совокупности может
приводить к возникновению фокусов повреждения ДНК в стареющих клетках. В свою очередь, накопле-
ние фокусов повреждения ДНК может быть опосредовано снижением эффективности работы систем ре-
парации при старении эСК, о чем свидетельствуют как данные транскриптомного анализа, так и резуль-
таты оценки динамики репарации повреждений, вызванных окислительным стрессом или ионизирую-
щим излучением. Таким образом, накопление повреждений ДНК в стареющих эСК связано, с одной
стороны, с неэффективной антиоксидантной защитой и повышенным уровнем АФК, а с другой стороны,
с низкой эффективностью репарации повреждений.
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Старение принято рассматривать как однона-
правленный и необратимый процесс ухудшения ра-
боты организма на молекулярном, клеточном, тка-
невом и органном уровнях (Hayflick, 2002). Помимо
общего снижения функциональной активности всех
систем организма, с возрастом существенно повы-
шается риск развития рака, остеопороза, сердечно-

сосудистых заболеваний, деменций и множества
других патологий самой разной этиологии (Kirk-
wood, 2005). Сегодня для оценки реального биологи-
ческого возраста человека и поиска корреляций с
риском развития тех или иных патологий и (или)
смертности проводят комплексный анализ, комби-
нируя самые разнообразные показатели, начиная от
самых общих, таких как индекс массы тела, качество
слуха и зрения, двигательная активность, признаки
старческой астении, уровень кровяного давления,
гемоглобина, глюкозы, холeстерина, аполипопроте-
ина В, до более специфических – таких как, длина
теломер и статус метилирования ДНК, измеренный
при помощи эпигенетических часов Horvath/Han-
num/GrimAge/PhenoAge (Levine, 2013; Li et al., 2020).

Отдельное место в ряду маркеров биологического
возраста занимает клеточное старение. Во-первых,

Принятые сокращения: АФК – активные формы кислорода;
эСК – эндометриальные стромальные клетки человека; BER –
эксцизионная репарация оснований (base excision repair); CAT –
каталаза; DSBs – двуцепочечные разрывы ДНК (double-strand
breaks); GPX1 – глутатионпероксидаза 1; HR – гомологичная
рекомбинация (homologous recombination); MMR – репарация
ошибочно спаренных нуклеотидов (mismatch repair); NER –
эксцизионная репарация нуклеотидов (nucleotide excision re-
pair); NHEJ – негомологичное соединение концов (non-ho-
mologous end joining); SA-β-Gal – ассоциированная со старе-
нием бета-галактозидаза; SOD1 – супероксиддисмутаза.
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установлено, что практически у всех позвоночных с
возрастом происходит накопление стареющих кле-
ток в организме (Jeyapalan et al., 2007; Liu et al., 2009).
Во-вторых, показано, что накопление стареющих
клеток в тканях сопровождает прогрессию различ-
ных возраст-ассоциированных заболеваний, вклю-
чая атеросклероз, остеопороз, рак, нейродегенера-
тивные заболевания и множество других (Roos et al.,
2016; Chinta et al., 2018; Zhang et al., 2019; Alimirah et al.,
2020; Chandra et al., 2020; Kirkland, Tchkonia, 2020).
Более того, экспериментальные работы с использо-
ванием трансгенных мышиных моделей демонстри-
руют, что клеточное старение скорее является при-
чиной организменного старения, нежели его след-
ствием (Baker et al., 2016). Последнее подчеркивает
необходимость детального изучения молекулярных
основ клеточного старения, что в перспективе может
помочь не только устанавливать корреляции между
возрастом и какими-либо функциональными изме-
нениями, а понимать причины этих возрастных из-
менений.

Существует несколько механизмов появления
стареющих клеток в тканях. Так, укорочение теломер
опосредует запуск репликативного старения, мута-
ции, приводящие к активации онкогенов или инак-
тивации тумор-супрессоров, обуславливают индук-
цию онкоген-индуцированного старения и, наконец,
воздействие различных стрессов (окислительный,
УФ-облучение, γ-радиация, тепловой и др.) способ-
ствует развитию стресс-индуцированного старения
(Hernandez-Segura et al., 2018). Независимо от разно-
образных индукторов, выделяют ряд характерных
признаков стареющих клеток, к которым относятся
необратимая потеря пролиферативной активности,
гипертрофия, активация сигнальных путей р53/р21
и р16/Rb, появление активности бета-галактозидазы,
ассоциированной со старением (SA-β-Gal), дисфунк-
ция митохондрий, повышение уровня активных форм
кислорода (АФК), аккумуляция липофусцина, изме-
нение состава секретируемых факторов и накопление
повреждений ДНК (Hernandez-Segura et al., 2018).
Стоит подчеркнуть, что это далеко не полный пере-
чень модификаций, которые сопровождают старе-
ние клеток (Hernandez-Segura et al., 2018).

Несмотря на драматические внутриклеточные
изменения и необратимую остановку клеточного
цикла, в течение длительного времени стареющие
клетки остаются жизнеспособными и сохраняют ме-
таболическую активность. При благоприятном сце-
нарии, стареющие клетки, несущие повреждения,
распознаются и удаляются из организма клетками
иммунной системы (Prata et al., 2018; Kale et al.,
2020). В противном случае, эти клетки накапливают-
ся и за счет своей паракринной активности негатив-
но влияют на микроокружение, постепенно приводя
к дисфункции тканей, в которых они локализуются
(Ovadya, Krizhanovsky, 2014; Zhu et al., 2014; The
Tabula Muris Consortium, 2020).

Вплоть до недавнего времени эти два сценария
очень упрощенно описывали вклад стареющих кле-
ток в прогрессию организменного старения. Важно,
что оба сценария предполагают, что клеточное ста-
рение по аналогии со старением организма – это за-
программированный и однонаправленный процесс
постепенной дисрегуляции всех внутриклеточных
систем, который в конечном итоге заканчивается
клеточной гибелью. Однако работы последних лет
свидетельствуют о том, что постепенное накопление
персистирующих повреждений ДНК в стареющих
клетках и “адаптация” к этим повреждениям в ряде
случаев могут приводить к возвращению стареющих
клеток в цикл и, таким образом, способствовать он-
котрансформации (Gosselin et al., 2009; Graziano,
Gonzalo, 2017; Coutelier et al., 2018; Zampetidis et al.,
2021).

В связи с этим, вопрос поддержания геномной
стабильности по мере развития старения клеток яв-
ляется принципиально важным как в контексте об-
щего старения организма, так и в контексте разви-
тия рака. В настоящей работе мы сфокусировались
на исследовании молекулярных причин, которые
могут обуславливать геномную нестабильность ста-
реющих клеток – эндометриальных стромальных
клеток (эСК). А именно, мы постарались разобрать-
ся с тем, что может приводить к возникновению и
накоплению персистирующих повреждений ДНК в
стареющих эСК.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Культивирование эндометриальных стромальных
клеток человека (эСК). В настоящей работе исполь-
зовали эСК человека (линия 2804), ранее получен-
ные и охарактеризованные сотрудниками ИНЦ РАН
(Санкт-Петербург) (Земелько и др., 2011). ЭСК
культивировали в среде DMEM/F12 (Gibco, США),
содержащей 10% эмбриональной сыворотки (Hy-
Clone, США), 1% гентамицина и 1% глутамакса, в
атмосфере 5% СО2 при 37°С.

Моделирование репликативного и стресс-индуци-
рованного старения эСК. Клетки (эСК) считали ре-
пликативно старыми после достижения 28-ого пас-
сажа, когда клетки практически полностью утрачи-
вали пролиферативную активность. Для индукции
стресс-индуцированного старения эСК на ранних
пассажах (6–9) подвергали сублетальному окисли-
тельному воздействию, добавляя в бессывороточ-
ную среду Н2О2 (конечная концентрация 200 мкМ),
раствор которой готовили из 30%-ной Н2О2 непо-
средственно перед использованием. Обработку кле-
ток проводили в течение 1 ч при 37°С в атмосфере 5%
СО2, после чего клетки дважды промывали фосфат-
но-солевым буферным раствором (PBS) и далее
культивировали в свежей ростовой среде (клетки не
пересевали, так как сразу после обработки Н2О2
клетки останавливались в цикле и полностью утра-
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чивали способность пролиферировать). Наличие
маркеров старения анализировали не ранее, чем на
28-м пассаже в случае репликативного старения эСК
и не ранее, чем через 14 сут после окислительного
воздействия в случае стресс-индуцированного ста-
рения.

Анализ пролиферативной активности, размера и ав-
тофлуоресценции клеток. Прикрепленные клетки
снимали с чашек смесью растворов трипсина и Вер-
сена (0.05%), осаждали центрифугированием и про-
мывали раствором PBS. Для построения кривых ро-
ста образец окрашивали йодистым пропидием (PI;
50 мкг/мл) и анализировали количество PI-негатив-
ных (живых) клеток в указанные временные точки
на цитофлуориметре CytoFlex или CytoFLEX S
(Backman Coulter, США). Изменение размера клеток
оценивали по изменению прямого светорассеяния
(FS) живых клеток. Накопление липофусцина (агре-
гатов поврежденных макромолекул, накапливаю-
щихся в лизосомах стареющих клеток) оценивали по
среднему значению его автофлуоресценции. Данные
анализировали с помощью программы CytExpert
(версии 1.2 и 2.0).

Оценка уровня внутриклеточных АФК. Использо-
вали флуоресцентный краситель 2,7-дихлорфлуо-
ресцеиндиацетат (H2DCF-DA) (Molecular Probes,
США). Прикрепленные к поверхности чашки клет-
ки инкубировали в течение 20 мин при 37°С в темно-
те в среде без сыворотки, содержащей 10 мкМ красите-
ля. После окончания времени инкубации с красителем
клетки промывали PBS, переводили в суспензионное
состояние при помощи смеси растворов трипсина и
Версена (0.05%) и анализировали на проточном ци-
тометре. В каждом образце анализировали не менее
10 тыс. клеток.

Количественный и качественный анализ активно-
сти SA-β-Gal. Для количественной оценки активно-
сти SA-β-Gal использовали флуоресцентный краси-
тель C12FDG (5-dodecanoylaminofluorescein Di-β-D-
galactopyranoside) (Invitrogen, США). Проникая в
клетки, этот субстрат расщепляется β-галактозида-
зой и превращается во флуоресцирующий продукт,
который удерживается в клетке. Процедуру пробо-
подготовки проводили в соответствии с инструкци-
ей производителя, последующий анализ интенсив-
ности флуоресценции осуществляли на проточном
цитометре. Качественно активность SA-β-Gal выяв-
ляли с помощью фирменного набора Senescence-ga-
lactosidase staining kit (Cell Signaling, США). Все про-
цедуры осуществляли в соответствии с инструкцией
фирмы-производителя. Клетки на чашках промыва-
ли PBS, фиксировали в течение 10 мин при комнат-
ной температуре 1-кратным фиксирующим раство-
ром, после чего дважды промывали PBS и окраши-
вали в β-галактозидазном растворе при 37°С в
течение ночи. Об активности SA-β-Gal судили по
появлению синих гранул в цитоплазме клеток.

Функциональная характеристика антиоксидантных
систем клетки. Оценивали скорость восстановления
генетически кодируемого сенсора перекиси водоро-
да HyPer (Belousov et al., 2006) после однократного
добавления Н2О2 в клеточную среду. В эксперимен-
тах использовали линию эСК, экспрессирующую
HyPer в клеточной цитоплазме (Lyublinskaya et al.,
2018). Оценивали динамику изменения флуорес-
центного сигнала HyPer, отражающего уровень
окисления сенсора. Клетки ресуспензировали в све-
жей ростовой среде (50 тыс. кл./мл), 20 мин выдер-
живали при 5% СО2 и 37°С, добавляли в суспензию
200 мкМ Н2О2, аликвотировали в микропробирки по
200 мкл, после чего каждые 5 мин последовательно
анализировали пробы на проточном цитометре Cy-
toFLEX S (Backman Coulter, США) на протяжении
45 мин. Для калибровки флуоресцентного сигнала
биосенсора использовали образцы клеток, инкуби-
рованные в течение 10 мин с избыточными дозами
Н2О2 (1 мМ) и дитиотреитола (30 мМ), соответствен-
но принимая уровень сигнала в этих пробах за 1
(полностью окисленный сенсор) и 0 (полностью
восстановленный сенсор) (Lyublinskaya et al., 2018).
В ходе предварительных экспериментов проверяли
скорость самопроизвольного восстановления сенсо-
ра: к клеткам после 5-минутного действия Н2О2, ко-
торая приводила к полному окислению HyPer, до-
бавляли каталазу (1000 U), которая мгновенно эли-
минирует Н2О2 в клеточной среде. В этих условиях
флуоресцентный сигнал HyPer возвращался к свое-
му базальному уровню в течение 3–5 мин, что позво-
лило нам использовать этот сенсор для анализа ки-
нетики существенно более медленных процессов
восстановления сенсора при элиминации экзоген-
ного Н2О2 клетками.

Электрофорез и иммуноблотинг. Пробоподготов-
ку, электрофорез и иммуноблотинг осуществляли в
соответствии с процедурой подробно описанной в
нашей предыдущей работе (Дерябин и др., 2015). Для
специфического выявления белков использовали
антитела против ингибитора циклин-зависимых ки-
наз р21, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы
(GAPDH, clone 14C10), фосфорилированной формы
белка Rb (p-Rb; Ser807/811), фосфорилированной
формы гистона H2AX (p-(H2AX; Ser139), белков ла-
минов А и С (LMNA/C) и ядерного негистнового
белка (high-mobility group protein B1, HMGB1
(D3E5)). В качестве вторичных антител применяли ко-
зьи антитела, выработанные против иммуноглобули-
нов кролика (GAR-HRP) или мыши (GAM-HRP). Все
антитела приобретены в фирме Cell Signaling
(США).

Иммунофлуоресцентный анализ. Клетки выращи-
вали на покровных стеклах 8 × 8 мм (Menzel-Glaser,
Германия), помещенных в пластиковые чашки диа-
метром 35 мм (Corning, США). Стекла с клетками
дважды промывали теплым РBS, затем клeтки фик-
сировали 4%-ным раствором формалина (Sigma,
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США) в течение 15 мин при комнатной температуре.
После фиксации клетки промывали PBS и пермеа-
билизовали 10 мин при комнатной температуре рас-
твором PBS, содержащим 0.1% Тритона. Далее стек-
ла инкубировали в 1%-ном растворе BSA в РBS для
блокирования неспецифического связывания. Ана-
логичный по составу раствор использовали для раз-
ведения первичных антител. Для специфического
выявления белков использовали следующие первич-
ные антитела: моноклональные мышиные антитела
против киназы АТМ, фосфорилированной по
Ser1981 (Invitrogen, США); поликлональные кроли-
чьи антитела против γH2AX (Ser139) (Cell Signaling,
США). С первичными антителами клетки инкуби-
ровали в течение ночи при 4°С. После окончания
инкубации клетки промывали раствором PBS, со-
держащим 0.01% Tween-20. Далее клетки инкубиро-
вали с вторичными антителами в течение 30 мин при
37°С в темноте. В качестве вторичных антител при-
меняли козьи антитела, выработанные против им-
муноглобулинов кролика, конъюгированные с Alexa
Fluor 568 (Life Technologies, США) или козьи антите-
ла, выработанные против иммуноглобулинов мыши,
конъюгированные с Alexa Fluor 488 (Life Technolo-
gies, США). Ядра клеток окрашивали с помощью
DAPI (Sigma, США) в концентрации 1 мкг/мл. Далее
покровные стекла заключали в глицериновый буфер
с 2% пропилгаллата. Распределение флуоресцентно-
меченных белков в клетках изучали с помощью флу-
оресцентного микроскопа Zeiss LSM 5 Pascal (Carl
Zeiss, Германия), оборудованного цифровой каме-
рой DCF 420C (Leica, Германия). Использовали
объективы с увеличением 40× и 100×.

Обратная транскрипция и ПЦР в реальном време-
ни. Выделение РНК, обратную транскрипцию и
ПЦР в реальном времени проводили в соответствии
с процедурой, подробно описанной в нашей преды-
дущей работе (Griukova et al., 2019). Для проведения
ПЦР в реальном времени использовали следующие
специфические праймеры к генам каталазы (CAT):
прямой 5'-TTAATCCATTCGATCTCACC-3' и обрат-
ный 5'-GGCGGTGAGTGTCAGGATAG-3', темпе-
ратура отжига 59°C (210 н.п.); супероксиддисмутазы
1 (SOD1): прямой 5'-GGTCCTCACTTTAATCCTC-
TAT-3' и обратный 5'-CATCTTTGTCAGCAGTCA-
CATT-3', температура отжига 59°C (97 п.н.); глутати-
онпероксидазы 1 (GPX1): прямой 5'-CGCCACCGC-
GCTTATGACCG-3' и обратный 5'-GCAGCACT-
GCAACTGCCAAGCAG-3', температура отжига
59°C (238 п.н.). В качестве количественного и каче-
ственного контроля кДНК использовали олигонук-
леотидные праймеры для GAPDH прямой 5'-GAG-
GTCAATGAAGGGGTCAT-3' и обратный 5'-AGT-
CAACGGATTTGGTCGTA-3', температура отжига
59°C (100 п.н.). Все праймеры получены из фирмы
Евроген (Россия).

Биоинформатический анализ. В работе использо-
вали набор данных РНК-секвенирования, получен-
ный нами ранее и доступный в публичном репозито-

рии Gene Expression Omnibus по идентификатору
GSE160702. Обработка сырых данных, квантифика-
ция единиц экспрессии транскриптов, суммирова-
ние транскриптов до уровня генов и статистическое
тестирование дифференциальной экспрессии про-
водили с использованием инструментов FastqPuri
(версия 1.0.7), BBtools (версия 38.75), salmon (версия
1.1.0), tximeta (верися 1.4.5) и пакета DESeq2 (версия
1.26.0) для программы R. Подробное описание пара-
метров анализа приведено в нашей опубликованной
работе (Deryabin et al., 2021). Анализ обогащения по
функциональной принадлежности (GSEA) выпол-
няли с использованием пакетов R-Studio clusterPro-
filer (версия 3.14.3) и fgsea (версия 1.12.0) на основа-
нии баз Gene Ontology (GO) и Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes Pathway (KEGG Pathway).

Статистическая обработка данных. Статистиче-
ский анализ выполнен с использованием програм-
мы R. Данные представлены в виде средних значе-
ний и их стандартных отклонений (n = 3). При уста-
новлении достоверности различий данных между
двумя группами использовали t-тест Стьюдента, для
множественных сравнений между группами приме-
няли однофакторный дисперсионный анализ
(ANOVA) с поправкой Тьюки.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Характеристика репликативно- и стресс-индуциро-
ванно стареющих эСК. Для исследования молекуляр-
ных причин, способствующих возникновению и на-
коплению повреждений ДНК в стареющих клетках,
мы использовали две наиболее распространенные
модели клеточного старения – репликативное и
стресс-индуцированное. Для индукции репликатив-
ного старения эСК пассировали до достижения 28
пассажа, когда клетки практически полностью утра-
чивали способность пролиферировать. Для запуска
стресс-индуцированного старения эСК на ранних
пассажах подвергали однократному сублетальному
окислительному воздействию (200 мкМ H2O2, 1 ч) с
последующим культивированием в свежей ростовой
среде в течение минимум 14 сут. Для верификации
состояния старения мы проанализировали панель
классических маркеров клеточного старения. Как
показано на рис. 1а–е, вне зависимости от типа, ста-
реющие эСК характеризовались потерей пролифера-
тивной активности, увеличением размера, накоплени-
ем липофусцина, появлением активности SA-β-Gal,
активацией классических сигнальных путей p21/Rb и
p16/Rb, а также снижением экспрессии ламина А/С
(LMNA/C) и ядерного негистонового HMGB1 белка
(рис. 1а–е). Таким образом, выбранные нами моде-
ли адекватно отражают репликативную и стресс-ин-
дуцированную формы старения эСК, и, соответ-
ственно, могут быть использованы для анализа ме-
ханизмов, опосредующих накопление повреждений
ДНК при старении клеток.
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Репликативный и стресс-индуцированный типы
старения эСК сопровождаются накоплением повре-
ждений ДНК. На следующем этапе мы оценили на-
личие маркеров повреждения ДНК в стареющих
эСК. Известно, что персистирующие фокусы повре-
ждения ДНК характерны для всех типов клеточного
старения, однако первоначальные источники их по-
явления при репликативном и стресс-индуцирован-
ном старении различаются. Так, в случае реплика-
тивного старения незащищенные концы теломер,
образующиеся в результате их укорочения до крити-
ческого уровня, распознаются клеткой как двойные

разрывы ДНК (Takai et al., 2003). В случае стресс-ин-
дуцированного старения сами ДНК-повреждающие
стимулы непосредственно приводят к формирова-
нию двойных разрывов, часть из этих повреждений
затем может успешно репарироваться, а часть может
сохраняться (Borodkina et al., 2014; Shmulevich, Krizha-
novsky, 2021). Вне зависимости от источника, в местах
повреждения ДНК собираются уникальные белковые
комплексы, которые, с одной стороны, распознают
повреждения, а с другой стороны, запускают каскад
сигнальных событий, называемый ответом на повре-
ждение ДНК (Shmulevich, Krizhanovsky, 2021).

Рис. 1. Основные характеристики стареющих эндометриальных стромальных клеток человека (эСК). а – Кривые роста кон-
трольных (К), репликативно состаренных (РС) и стресс-индуцированно (СИ) состаренных эСК. б – Средний размер клеток,
определенный по прямому светорассеянию. в – Уровень автофлуоресценции клеток, отражающий накопление липофусци-
новых гранул. г, д – Активность SA-β-Gal в контрольных, РС и СИ-состаренных эСК, выявленная цитохимически или по
интенсивности флуоресценции красителя C12FDG соответственно. е – Уровни экспрессии белков p16, p21, LMNA/C,
HMGB1 и фосфорилирования Rb, выявленные с помощью специфических антител; справа указаны мол. массы; в качестве
контроля нагрузки использовали GAPDH. а, б, в, д – Данные представлены в виде средних значений и стандартных отклоне-
ний (n = 3); различия достоверны (***) при р < 0.001: при наличии внутригрупповых отличий для каждого типа клеток (а, тест
ANOVA) и по сравнению с контролем (б, в, г, тест ANOVA с поправкой по Тьюки).
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Важнейшим участником этих комплексов явля-
ется киназа ATM, которая связывается с сайтами по-
вреждения и способствует фосфорилированию ги-
стона H2AX, фланкирующего эти сайты (Hernandez-
Segura et al., 2018). И действительно, при помощи
иммунофлуоресцентного анализа мы обнаружили
фокусы повреждения ДНК, содержащие фосфори-
лированные ATM и H2AX в обоих типах старых эСК
(рис. 2). Считается, что именно повреждения ДНК,
которые накапливаются в старых клетках, приводят
к постоянной активации ответа на повреждения
ДНК и поддержанию необратимого блока клеточно-
го цикла (Hernandez-Segura et al., 2018). Тем не менее
вопрос, что является причиной формирования фо-

кусов повреждения ДНК в стареющих эСК и почему
эти повреждения не репарируются, остается откры-
тым.

Из наших предыдущих результатов по изучению
преждевременного старения эСК, индуцированного
сублетальными дозами перекиси водорода, мы знаем,
что значительная часть исходных повреждений ДНК,
которые возникают непосредственно в результате по-
вреждающего действия пероксида, практически пол-
ностью репарируется, однако в ходе дальнейшего раз-
вития старения количество фокусов в стареющих эСК
заметно увеличивается (Borodkina et al., 2014). Следо-
вательно, должны существовать дополнительные
молекулярные механизмы, обуславливающие воз-

Рис. 2. Накопление повреждений ДНК при старении эСК. а – Иммунофлуоресцентный анализ внутриклеточной локализа-
ции фосфорилированных форм киназы АТМ (р-АТМ: красный цвет, стрелки указывают внутриядерную локализацию белка)
и гистона H2AX (p-H2AX: зеленый цвет, стрелки указывают внутриядерную локализацию белка) в контрольных (К), репли-
кативно (РС) и стресс-индуцированно (СИ) состаренных эСК; синий цвет – DAPI, об.: 100×. б – Квантификация фокусов
повреждений ДНК в клетках (число фокусов γH2AX на ядро). Данные представлены в виде дискретных значений и их моды
(n = 15); различия достоверны (***) при р < 0.001 по сравнению с контролем (тест ANOVA с поправкой по Тьюки).
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никновение и накопление повреждений ДНК при
старении клеток.

Повышение эндогенного уровня АФК и изменение
способности нейтрализовать окислители могут способ-
ствовать возникновению повреждений ДНК в старых
эСК. Наиболее вероятной молекулярной причиной
формирования повреждений ДНК в стареющих
клетках в настоящее время считают повышенный
уровень эндогенных АФК (Borodkina et al., 2014; Da-
valli et al., 2016; Liguori et al., 2018). Так, показано, что
высокий уровень АФК характерен для репликатив-
ного, стресс-индуцированного и онкоген-индуци-
рованного типов старения (Lu, Finkel, 2008; Jeong,
Cho, 2015; Shmulevich, Krizhanovsky, 2021). В связи с
этим, мы в первую очередь сравнили уровень внут-
риклеточных АФК в молодых клетках и эСК, соста-
ренных репликативно или в результате действия
сублетального окислительного стресса. Используя
флуоресцентный краситель H2DCF-DA, мы показа-

ли, что уровень внутриклеточных АФК в обоих ти-
пах старых эСК значительно выше, чем в молодых
клетках (рис. 3а). Стоит подчеркнуть, что интенсив-
ность флуоресценции окисленного красителя, отра-
жающая уровень АФК, была сопоставима в обоих
типах старых эСК (рис. 3а). Сходный высокий уро-
вень АФК в репликативно- и сресс-индуцированно-
состаренных эСК может свидетельствовать в пользу
некой универсальности внутриклеточных механиз-
мов генерации АФК при различных типах старения,
не зависящих от индуктора.

Основным источником повышенного уровня
АФК в стареющих клетках считаются митохондрии
(Kaplon et al., 2013; Korolchuk et al., 2017). Согласно
нашим предыдущим результатам и данным из лите-
ратуры, старение клеток, и в частности эСК, сопро-
вождается дисфункцией митохондрий и нарушением
окислительного фосфорилирования, что и приводит к

Рис. 3. Модуляция уровня внутриклеточных АФК (а), экспрессии генов CAT, SOD1, GPX1(б) и эффективности антиоксидант-
ной защиты (в) в контрольных (К), репликативно (РС) и стресс-индуцированно (СИ) стареющих эСК. а – Интенсивность
флуоресценции в клетках DCF после введения АФК-зависимого зонда Н2DCF-DA. б – Экспрессия мРНК генов SOD1, CAT
и GPX1; значения экспрессии нормированы на уровень референсного гена GAPDH. в – Динамика временного восстановле-
ния генетически кодируемого сенсора перекиси водорода HyPer в контрольных и состаренных эСК после индукции окисли-
тельного стресса добавлением 200 мкМ Н2О2 в клеточную среду (серая зона вдоль кривых – доверительные интервалы). г –
Константа скорости восстановления сенсора в эСК, определенная при аппроксимации экспоненциальной зависимостью
графиков, представленных на рисунке, в. Данные (а–г) представлены в виде средних значений и стандартных отклонений
(n = 3); различия достоверны при р < 0.05 (*), р < 0.01 (**) или р < 0.001 (***) по сравнению с контролем: а, г, – тест ANOVA с
поправкой по Тьюки, б – t-критерий Стьюдента.
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росту уровня внутриклеточных АФК (Borodkina et al.,
2014, Kwon et al., 2019).

Повышенная генерация в результате нарушенной
работы митохондрий может оказаться не единствен-
ным условием для столь значительного накопления
АФК в стареющих эСК. Хорошо известно, что в
клетке функционируют различные системы антиок-
сидантоной защиты, которые в норме должны ней-
трализовать избыток АФК. В связи с этим, мы оце-
нили уровень экспрессии ряда генов ферментов ан-
тиоксидантной защиты, включая ген CAT, SOD1 и
GPX1, в молодых и старых эСК. Оказалось, что уров-
ни экспрессии CAT и SOD1 практически не изменя-
лись, а уровень GPX1 был заметно ниже в старых
эСК по сравнению с молодыми клетками (рис. 3б).

Стоит отметить, что данные из литературы, каса-
ющиеся эффективности работы антиоксидантных
систем при старении, весьма противоречивы. Так,
например, было показано значительное снижение
экспрессии CAT и глутатионтрансферазы в сателит-
ных клетках, полученных от пожилых доноров, по
сравнению с таковой в клетках молодых доноров
(Fulle et al., 2005). С другой стороны, в клетках, полу-
ченных от пациентов с синдромом Вернера (генети-
ческого заболевания, характеризующегося прежде-
временным старением), не было выявлено никаких
дефектов в системе антиоксидантной защиты (Poot,
1991). Результаты сравнительно недавней работы, в
которой оценивали уровень экспрессии и актив-
ность работы ферментов антиокисдантной защиты в
молодых и репликативно старых миофибробластах,
также свидетельствуют об отсутствии значимых раз-
личий уровней экспрессии SOD1, CAT и GPX1 в моло-
дых и старых клетках (Khor et al., 2017). Одновременно
с этим показано, что в эндотелиальных прогениторных
клетках, полученных от пожилых доноров, экспрессия
SOD1 и CAT не изменяется, тогда как экспрессия и
активность GPX1 существенно снижена по сравне-
нию с клетками молодых доноров (He et al., 2009).
Согласно данным этих авторов, такое изменение
экспрессии и активности GPX1 приводило тому, что
клетки пожилых доноров хуже справлялись с окис-
лительным воздействием, чем клетки молодых до-
норов (He et al., 2009).

Мы также предположили, что сниженная экс-
прессия GPX1 в стареющих эСК может приводить к
снижению эффективности систем антиоксидантной
защиты клеток. Для проверки этого предположения
мы применили подход, основанный на использова-
нии генетически кодируемого сенсора перекиси во-
дорода HyPer (Belousov et al., 2006). HyPer является
химерным белком, который получен путем внедре-
ния пермутированной формы желтого флуоресцент-
ного белка (cpYFP) в регуляторный домен OxyR бак-
териального транскрипционного фактора, чувстви-
тельного к H2O2. Под действием H2O2 домен OxyR
претерпевает конформационные изменения, кото-
рые влияют на структуру cpYFP и приводят к изме-

нению его флуоресцентных свойств. Отслеживая
флуоресцентный сигнал HyPer в клетках, подвергну-
тых Н2О2-индуцированному окислительному воз-
действию, можно оценивать, как быстро восстанавли-
вается сенсор и, следовательно, как быстро клетки
справляются с окислительным стрессом и элиминиру-
ют экзогенный пероксид (Malinouski et al., 2011).

В настоящей работе мы использовали проточную
цитометрию для анализа реакции на экзогенный пе-
роксид молодых и состаренных эСК, экспрессирую-
щих HyPer в клеточной цитоплазме (Lyublinskaya et al.,
2018). Оказалось, что в состаренных эСК скорость
восстановления HyPer была существенно замедлена
по сравнению с молодыми клетками (рис. 3в, г). По-
лученные результаты могут свидетельствовать как о
замедлении процесса элиминации внутриклеточных
окислителей, так и о замедлении процесса восста-
новления окисленных белков в стареющих клетках,
что вкупе или по отдельности приводит к снижению
эффективности их систем антиоксидантной защиты.

Интересно отметить, что обе использованные на-
ми модели клеточного старения характеризовались
одинаково низкими скоростями восстановления
сенсора HyPer, что подтверждает наше предположе-
ние о схожем функционально-метаболическом ре-
докс-статусе эСК (их одинаково низкой способно-
сти противостоять окислительным воздействиям)
при развитии репликативного и стресс-индуциро-
ванного старения.

Суммируя результаты, полученные в этой части
работы, можно предполагать следующий сценарий
возникновения повреждений ДНК в ходе реплика-
тивного и стресс-индуцированного старения эСК.
Дисфункция митохондрий приводит к повышенной
генерации АФК, однако несмотря на увеличение
уровня внутриклеточных АФК, экспрессия генов
ферментов антиоксидантной защиты не возрастает,
а остается неизменной или даже падает, что коррели-
рует со снижением эффективности работы защитных
систем. Это способствует накоплению окислителей,
которые, в свою очередь, и могут приводить к повре-
ждению ДНК в ходе развития старения эСК. Соответ-
ственно, накопление внутриклеточных АФК может
негативно сказываться на геномной стабильности
стареющих клеток. И действительно, в одной из ра-
бот было показано, что именно АФК, накапливаю-
щиеся в стареющих клетках, могут выступать в качестве
тумор-промотирующих факторов, которые способ-
ствуют переходу стареющих клеток в трансформиро-
ванные тумурогенные клетки (Gosselin et al., 2009).

Снижение эффективности репарации может спо-
собствовать накоплению повреждений ДНК в старею-
щих эСК. Выше мы постарались разобраться с тем,
что может обуславливать возникновение поврежде-
ний ДНК в стареющих эСК, в этой части мы поста-
раемся выяснить, что же может способствовать на-
коплению этих повреждений в процессе клеточного
старения. В отличие от большинства макромолекул
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в клетке, которые в случае повреждения достаточно
быстро удаляются при помощи различных механиз-
мов деградации и заменяются вновь синтезирован-
ными, ДНК при повреждении не может быть дегра-
дирована и синтезирована вновь, поскольку именно
она и является матрицей практически для всех син-
тетических процессов (Yousefzadeh et al., 2021). В
связи с этим в клетке постоянно функционируют
механизмы эффективной репарации различных по-
вреждений ДНК, включая эксцизионную репара-
цию оснований (base excision repair, BER), эксцизи-
онную репарацию нуклеотидов (nucleotide excision
repair, NER), репарацию ошибочно спаренных нук-
леотидов (mismatch repair, MMR), гомологичную ре-
комбинацию (homologous recombination, HR) и не-
гомологичное соединение концов (non-homologous
end joining, NHEJ). Такое многообразие систем ре-
парации ДНК обусловлено необходимостью кор-
рекции самых различных повреждений, например
поперечных сшивок, одноцепочечных и двуцепо-
чечных разрывов ДНК и так далее, которые могут
возникать в клетках как спонтанно, так и в ответ на
различные стрессы (Yousefzadeh et al., 2021).

Мы предположили, что одной из причин накоп-
ления повреждений ДНК в стареющих эСК как раз
может оказаться снижение эффективности работы
систем, обеспечивающих репарацию ДНК. Для про-
верки этого предположения мы использовали дан-
ные РНК-секвенирования образцов молодых и ста-

рых эСК (идентификационный номер в базе данных
Gene Expression Omnibus – GSE160702). Функцио-
нальный анализ транскриптомных данных в катего-
риях биологических процессов и путей баз данных
GO и KEGG Pathway однозначно свидетельствует о
том, что активность процессов репарации ДНК, ре-
парации двуцепочечных разрывов ДНК (DSBs), и в
частности путей BER, NER, MMR, HR, NHEJ и Fan-
coni anemia pathway подавлена в стареющих эСК
(рис. 4а, б).

Существенное снижение эффективности работы
всех систем репарации в стареющих эСК хорошо со-
гласуется с результатами, недавно описанными для
других моделей клеточного старения, включая онко-
ген-индуцированное старение эпителиальных кле-
ток молочной железы, репликативное старение эн-
дотелиальных клеток, этопозид-индуцированное
старение фибробластов WI38 и Ras-индуцированное
старение фибробластов IMR90 (Collin et al., 2018).
При помощи биоинформатического анализа данных
РНК-секвенирования авторы обнаружили подавле-
ние экспрессии генов, вовлеченных в NER, BER,
MMR, HR во всех типах стареющих клеток (Collin et al.,
2018). Таким образом, можно сделать вывод о том,
что снижение эффективности репарации ДНК, яв-
ляется общей чертой для различных типов старею-
щих клеток, в том числе и для стареющих эСК.

Рис. 4. Эффективность репарации ДНК снижена в стареющих эСК. Анализ GSEA в терминах баз данных GO:BP (а) и KEGG
Pathway (б).
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Для валидации данных биоинформатического
анализа мы сравнили экспериментально функцио-
нирование систем репарации в молодых и старых
эСК на примере репарации DSBs. В качестве индук-
торов мы выбрали пероксид водорода (200 мкМ) и
ионизирующее γ-излучение (5 Гр), которые, соглас-
но данным из литературы, приводят к возникнове-
нию DSBs, и оценивали динамику активации гисто-
на H2AX (Driessens et al., 2009; Vignard et al., 2013).
Известно, что динамика образования и элиминации
фокусов γH2AX хорошо отражает кинетику репара-
ции DSBs (Sedelnikova et al., 2008). Мы обнаружили,
что действие Н2О2, равно как и γ-излучение приво-
дят к формированию фокусов повреждения ДНК и в
молодых, и в старых эСК (рис. 5а). Важно, что через
24 ч после стрессовых воздействий в контрольных
клетках уровень фосфорилированного гистона H2AX

уменьшается практически до базального уровня, тогда
как в старых эСК он оставался повышенным, что сви-
детельствует об уменьшении эффективности репа-
рации ДНК при старении эСК (рис. 5а, б). Эти ре-
зультаты хорошо подтверждают данные биоинфор-
матического анализа, описанные выше.

В литературе также есть свидетельства, что в мо-
лодых пролиферирующих клетках повреждения
ДНК эффективно репарируются за счет BER, NER и
HR, а в клетках, полученных от пожилых доноров,
эти системы репарации работают значительно менее
эффективно (Dizdaroglu, 2012; Pole et al., 2016). Более
того, экспериментально установлено, что подавле-
ние экспрессии какого-либо из генов, участвующих
в репарации, может само по себе приводить к клеточ-
ному старению, а оверэкспрессия этих генов, наобо-
рот, в некоторых случаях может ингибировать старе-

Рис. 5. Анализ динамики образования и элиминации фокусов γH2AX в контрольных (К) и стресс-индуцированно (СИ) ста-
реющих эСК после окислительного стресса или ионизирующего облучения. К и СИ-состаренные эСК подвергали окисли-
тельному воздействию (200 мкМ, 1 ч) или ионизирующему облучению (5 Гр) и в указанные временные точки анализировали
фосфорилирование γH2AX методами иммуноблотинга (а) или иммунофлуоресценции (б; красный и синий цвет – соответ-
ственно p-H2AX и DAPI, об.: 40×). В качестве контроля нагрузки использовали GAPDH.
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ние (Mao et al., 2012; Sedic et al., 2015; Collin et al., 2018).
Таким образом, снижение эффективности репара-
ции может обуславливать накопление повреждений
ДНК в стареющих эСК. Важно, что такие нерепари-
руемые повреждения ДНК могут крайне негативно
сказываться на геномной стабильности стареющих
клеток. Яркое подтверждение этого предположения
было описано для стареющих эпителиальных клеток
(Nassour et al., 2016). Так, было показано, что накоп-
ление нерепарируемых повреждений ДНК может
обуславливать возвращение пролиферативной ак-
тивности в эпителиальных клетках, достигших со-
стояния репликативного старения, и, соответствен-
но, может являться первым шагом к злокачествен-
ным новообразованиям (Nassour et al., 2016).

По результатам проведенного нами исследования
можно сделать следующее заключение. Процесс ста-
рения эСК сопровождается повышением уровня эн-
догенных АФК, в частности за счет неэффективной
антиоксидантной защиты; АФК могут приводить к
возникновению новых повреждений ДНК, а низкая
эффективность репарации способствует накопле-
нию образующихся повреждений, что, в конечном
итоге, может привести к геномной нестабильности
стареющих клеток.
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Reduced Efficiency of DNA Repair and Antioxidant Defense Promote 
the Accumulation of DNA Damage During Cell Senescence

P. I. Deryabina and A. V. Borodkinaa, *
aInstitute of Cytology Russian Academy of Scienses, St. Petersburg, 194064 Russia

*e-mail: borodkina618@gmail.com

The accumulation of senescent cells within the organism positively correlates with age and is considered as one of
the risk factors for an age-dependent increase in the incidence of cancer. The tumor-promoting role of senescent
cells is commonly considered to be realized via the paracrine effects of the senescence-associated secretory pheno-
type on the cellular microenvironment. However, according to recent research, neoplastic transformation may also
be due to the genetic instability of senescent cells resulting from accumulating DNA damage. The present study
aimed to unravel the intracellular molecular causes that can mediate the occurrence and accumulation of DNA
damage during cell senescence. Here we applied replicative and stress-induced senescence of human endometrial
stromal cells (ESCs) as models of cell senescence. We revealed that both types of ESCs senescence were accompa-
nied by the formation of persistent DNA damage foci. We detected a decrease in the effectiveness of antioxidant de-
fense in senescent ESCs using the genetically encoded HyPer biosensor. At the same time the level of endogenous
reactive oxygen species (ROS) significantly increased in senescent cells, which may mediate the formation of the
DNA damage foci. Further accumulation of DNA damage foci can be associated with a decrease in the efficiency of
the repair systems in senescent ESCs, as evidenced by both transcriptomic analysis and the results reflecting the dy-
namics of DNA damage repair caused by oxidative stress or ionizing radiation. Thus, the accumulation of DNA
damage in senescent ESCs is, on the one hand, mediated by the ineffective antioxidant protection and increasing
ROS levels, and on the other hand, by a low efficiency of damage repair.

Keywords: cell senescence, genetic instability, DNA damage, DNA repair, reactive oxygen species, HyPer, human
endometrial stromal cells
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