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Старение организма характеризуется запуском многочисленных патофизиологи-
ческих событий, которые включают воспаление, клеточную сенесценцию и раз-
витие секреторного фенотипа, связанного со старением (SASP), измененную то-
лерантность к глюкозе и инсулинорезистентность (ИР). Значительный вклад в
развитие ИР головного мозга вносит нейровоспаление из-за активации мульти-
протеинового олигомерного комплекса – NLRP3 инфламмасомы. Целью иссле-
дования явилось изучение нарушения механизмов инсулиновой сигнализации и
метаболического воспаления в головном мозге стареющих мышей линии
C57BL/6. Мы обнаружили, что у стареющих мышей происходит повышение ко-
личества сенесцентных клеток в срезах головного мозга и сокультуре астроцитов
и нейронов, а также увеличение экспрессии фосфорилированных протеинкиназ
PKR и IKKβ – компонентов метафламмасом. Другим компонентом метафламма-
сомы, экспрессия которого усиливалась в гиппокампе при старении, была IKKβ. В
нашем исследовании было показано, что конститутивная активация IKKβ связана
с клеточной сенесценцией и старением, а также с избыточной активацией NLRP3
инфламмасомы и увеличением продукции лактата у стареющих мышей. Изме-
нения экспрессии инфламмасом в головном мозге находят отражение в изме-
нении сложных форм поведения. В данном исследовании зафиксировано нару-
шение контекстуальной памяти у стареющих мышей, но не процесса приобре-
тения и сигнальной памяти. Тем не менее, старение у мышей не приводило к
изменению в экспрессии инсулиновых рецепторов, субстрата инсулиновых ре-
цепторов 1 (IRS1phospho-S312). Это позволяет предположить, что при физиоло-
гическом старении, без признаков нейродегенерации, реактивного астроглиоза,
еще не наблюдается нарушений инсулиновой сигнализации, но уже наблюдают-
ся проявления метаболического воспаления. Таким образом, модуляция актив-
ности компонентов метафламмасом PKR и IKKβ может быть основой нового
подхода управления механизмами метаболического воспаления и развития cвя-
занного со старением секреторного фенотипа клеток в головном мозге для улуч-
шения когнитивных функций в пожилом и старческом возрасте.
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Известно, что за последние десятилетия продолжительность жизни человека
значительно увеличилась [1]. Старение – это сложный процесс, который происхо-
дит под влиянием генетических, эпигенетических факторов и факторов окружаю-
щей среды, а изменения в стареющем организме происходят на молекулярном,
клеточном и тканевом уровнях [2]. Некоторые из этих процессов, определяющих
старение, включают воспаление, клеточную сенесценцию и развитие секреторного
фенотипа, связанного со старением (SASP), измененную толерантность к глюкозе
и инсулинорезистентность (ИР) в результате дизрегуляции чувствительности к пи-
тательным веществам и нарушениями межклеточной коммуникации [3]. Все эти
патофизиологические процессы лежат в основе возрастных нейродегенеративных
расстройств [4].

Иммунносенесценция и воспаление, связанное с самим старением, ассоцииро-
ваны и со старением головного мозга. Эти процессы сопровождаются нарушением
памяти и развитием когнитивной дисфункции, характерных для болезни Альцгей-
мера (БА) и болезни Паркинсона (БП) [1, 2]. В последнее время большое количе-
ство исследований было сосредоточено на изучении взаимосвязи ожирения, старе-
ния мозга и снижения когнитивных функций. Ранее было показано, что передача
сигналов инсулина влияет на молекулярные каскады, которые лежат в основе
функций гиппокампа, познания и памяти [5]. Наши предыдущие результаты пока-
зали, что значительный вклад в развитие ИР головного мозга вносит нейровоспа-
ление из-за гиперпродукции провоспалительных цитокинов, активации астроглии
и микроглии и нарушения процессов репаративного нейрогенеза [4, 6–8].

Воспаление – это иммунный ответ на множество экзогенных патоген-ассоции-
рованных молекулярных паттернов (PAMP) и молекулярных паттернов, ассоции-
рованных с повреждениями (DAMP). Врожденная иммунная система, включая
нейтрофилы, моноциты и макрофаги, обеспечивает первую линию защиты орга-
низма от патогенов [9]. PAMP и DAMP инициируют развитие воспалительного от-
вета через взаимодействие с Toll-подобными рецепторами (TLR) и рецепторами,
подобными домену связывания и олигомеризации нуклеотидов (NOD) (NLR). Как
член семейства NLR, инфламмасомы представляют собой группу больших цито-
зольных мультимерных белковых комплексов, которые обрабатывают и инициируют
созревание IL-1β и IL-18 из молекул-предшественников. После созревания цито-
кины IL-1β и IL-18 предупреждают иммунную систему о потенциальной опасно-
сти и усиливают провоспалительную иммунную реакцию [10].

Из-за разнообразной природы стимулов воспаления NLRP3 многие исследо-
вания были направлены на понимание точных механизмов, которые приводят к
активации NLRP3 инфламмасомы. Эти исследования показали, что инфламма-
сома NLRP3 в значительной степени регулируется клеточным метаболизмом [11, 12].
Растущее количество данных свидетельствует о том, что клеточный метаболизм
является решающим регулятором клеточных функций, таких как метаболиче-
ский контроль поляризации макрофагов и формирование иммунного ответа. Не-
смотря на предполагаемую защитную роль инфламмасомы NLRP3 и воспаления
в целом, чрезмерная воспалительная активность была связана с развитием как
острых, так и хронических патологий. Хроническим воспалением обычно счита-
ется длительное воспаление низкого уровня. Этот тип воспаления, наряду с ме-
таболическим воспалением, называемым метафламмацией, способствует про-
цессу старения [12, 13].

Факторы риска, которые были рассмотрены в связи со старением мозга, вклю-
чают метаболические нарушения. Процесс старения мозга может сопровождаться
нарушением метаболизма глюкозы или снижением поступления глюкозы в мозг.
Более того, ИР головного мозга была связана с повышенным риском когнитивного
дефицита и деменции [14]. Сборка мультибелковой инфламмасомы происходит не
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только при нейродегенеративных заболеваниях, но и при нарушениях обмена ве-
ществ [15, 16].

Термины “метаболические инфламмасомы” или “метафламмасомы” охватыва-
ют метаболические нарушения и вызываемое ими воспаление [17, 18]. Подтвер-
ждена экспрессия четырех основных компонентов комплекса метафламмасом в
мозге человека. Он включает фосфорилированные формы IKKβ (ингибитор бета-
субъединицы киназы ядерного фактора ядра), IRS1 (субстрат 1-го рецептора инсу-
лина), JNK (N-концевые киназы c-Jun) и PKR (двухцепочечная РНК-зависимая
протеинкиназа) [19].

В связи с этим весьма актуальным является проведение фундаментальных ис-
следований, направленных на изучение метаболических путей активации ин-
фламмасом для регуляции и восстановления когнитивных функций, а также
расширения регенеративного потенциала и пластичности головного мозга. Из-
вестно, что активация NLRP3 инфламмасомы может регулировать клеточный
метаболизм [20].

Целью данного исследования явилось изучение нарушения механизмов инсули-
новой сигнализации и метаболического воспаления (“метафламации”) в головном
мозге у стареющих мышей линии C57Bl/6. Дальнейшее исследование этих вопро-
сов поможет углубить наше понимание активации инфламмасом и заболеваний,
связанных с нарушением экспрессии инфламмасом, и будет способствовать выяв-
лению потенциальных терапевтических мишеней метаболических путей и метабо-
литов для предотвращения или лечения воспалительных заболеваний.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В исследовании использовались мыши линии C57BL/6, самцы в возрасте 4–5 мес.,
массой 25–30 г (n = 12); мыши линии C57BL/6, самцы в возрасте 14–15 мес., мас-
сой 25–30 г (n = 15). Часть экспериментов выполнена in vitro с получением нейро-
сфер от мышей исследуемых групп.

Грызунов содержали в индивидуально-вентилируемых клетках по 5–6 особей с
соблюдением температуры 21–22°C со свободным доступом к воде и гранулярному
корму и регулярном световом цикле 12 ч день/12 ч ночь. Все манипуляции выпол-
нялись во время светлой фазы дня. В ходе эксперимента были предприняты все
усилия для сведения к минимуму страданий животных и сокращения их числа со-
гласно принципам работы с животными (Принцип 3 “R”). Все процедуры, выпол-
ненные в исследованиях с участием животных, соответствовали этическим стан-
дартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Базельской декларации
и проводились в соответствии с соблюдением принципов гуманности, изложенных в
Директиве Европейского Парламента и Совета Европейского союза (2010/63/ЕС). На
все эксперименты было получено разрешение биоэтической комиссии Краснояр-
ского государственного медицинского университета им. проф. В.Ф. Войно-Ясе-
нецкого.

1. ПОВЕДЕНЧЕСКОЕ ТЕСТИРОВАНИЕ

Тест “Условно-рефлекторного замирания” (Fear conditioning)
Оборудование для проведения тестирования представляло собой акриловую

квадратную камеру с электрифицированным решетчатым полом для подачи элек-
трического сигнала (безусловный раздражитель (unconditioned stimulus (US)) во
время белого шума – условного раздражителя (conditioned stimulus (CS). Данная
камера помещена в большой звуконепроницаемый бокс (Ugo Basil, Италия) [21].

Данный тест проводится согласно описанной методике в течение трех дней [22].
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Создание условий для запоминания (conditioning day)
В первый день создаются условия для запоминания и обучения в данном тесте,

проявляющиеся возрастающим времени замирания. Для реализации таких усло-
вий для замирания в течение первого дня животное помещали в новую камеру.
Свободно передвигающаяся мышь исследовала камеру в течение 120 с. После этого
в качестве условного раздражителя (CS) подавали звуковой сигнал (белый шум,
55 дБ) в течение 30 с, а в качестве безусловного стимула (US) в течение последних
2 с белого шума подавали ток 0.3 мА. Подачу стимулов CS–US повторяли три раза,
чтобы сформировать у животного условный рефлекс страха. Предъявление такой
комбинации стимулов происходила на 120-, 240- и 360-й с после начала теста. Ана-
лиз полученных результатов проводился за каждый выделенный промежуток вре-
мени (с 0-й по 120-ю, со 120-й по 240-ю, с 240-й по 360-ю и с 360-й по 480-ю с) для
отслеживания динамики приобретения ассоциации условного раздражителя с без-
условным стимулом.

Контекстуальная обусловленность страха (Context day)
Контекстуальный тест (второй день тестирования) проводили через 24 ч после

первого теста, когда создавали условия для замирания в той же камере в течение
300 с в отсутствие предоставления каких-либо стимулов (без подачи белого шума (CS)
и электрического сигнала 0.3 мА (US)).

Условное (вызванное стимулом) выражение страха (Cued day)
В третий день тестирования (сигнальный тест) испытательная камера отлича-

лась от камеры, использованной в первый и второй дни по цвету стен, структуре
пола (без решетки), и освещенностью 30 люкс, обеспечивая новый контекст. Тест
состоял из 180-секундного периода исследования мышами новой среды, чтобы
оценить неспецифический контекстуальный страх, за которым следовал услов-
ный стимул на 180-й с (белый шум (CS) без последующей подачи электрического
тока (US)), чтобы оценить приобретенный страх. Процент времени замирания в
каждом временном отрезке был определен как показатель памяти страха, посколь-
ку замирание как наиболее распространенный элемент в поведении, вызванный
сильной болью или страхом, зачастую используется для количественной характе-
ристики в тесте FC [21–23]. Весь процесс тестирования фиксировался с помощью
системы видеоанализа за животными ANY MAZE (Behavior Tracking Software, Sto-
elting, США).

2. ИССЛЕДОВАНИЕ КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУР

Выделение и культивирование нейросфер. Животных декапитировали и произво-
дили забор головного мозга. Извлеченный мозг помещали в ледяной раствор 2%-ный
раствор глюкозы в PBS (ПанЭко, Россия), после чего выделяли гиппокамп и из-
мельчали его скальпелем на кусочки размером около 1 мм3. Полученные кусочки
ткани переносили пастеровской пипеткой в центрифужную пробирку, содержа-
щую свежий раствор 2%-ной глюкозы в PBS и оставляли на 1 мин. После осажде-
ния кусочков ткани удаляли супернатант. В пробирку вносили 3 мл среды Neuro-
Cult NS-A Proliferation (StemCell, США) и проводили механическую диссоциацию
ткани стерильной серологической пипеткой до получения однородной суспензии
клеток, после чего центрифугировали при 150 g в течение 5 мин. После центрифу-
гирования удаляли супернатант и добавляли 3 мл свежей среды NeuroCult NS-A
Proliferation. Полученную клеточную суспензию переносили в культуральные фла-
коны T-75 см2 с 25 мл среды NeuroCult NS-A Proliferation. Культивирование осу-
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ществлялось в условиях инкубатора при 5% CO2 и 37°C. Через 48 ч после выделе-
ния наблюдали образование нейросфер. Пассаж и смену среды осуществляли каж-
дые 4–5 дней.

Дифференцировка нейросфер. На 3-м пассаже собирали из флакона среду, нейро-
сферы осаждали центрифугированием при 300 g в течение 5 мин. Супернатант сли-
вали, нейросферы ресуспендировали в культуральной среде DMEM (ПанЭко, Рос-
сия) с добавлением 20% FBS (HyClone, США), 0.58 мг/мл глутамина (ПанЭко,
Россия), 100 ЕД/мл пенициллина и 100 мг/мл стрептомицина (ПанЭко, Россия).
Клетки засеивали в культуральные флаконы T-75 см2. Через 5–7 дней наблюдали
дифференцировку нейросфер в сокультуру астроцитов и нейронов. Через 10 дней
дифференцированную культуру клеток пересаживали в 24-луночные или 96-лу-
ночные культуральные планшеты для дальнейшего изучения.

3. ИССЛЕДОВАНИЕ ИММУНОСЕНЕСЦЕНЦИИ

Набор для обнаружения сенесценции предназначен для гистохимического обна-
ружения специфического маркера старения при различных значениях рН в куль-
тивируемых клетках и срезах тканей. Сенесцентные клетки демонстрируют увели-
чение размера, связанную со старением экспрессию активности β-галактозидазы
(SA-β-Gal) и измененные паттерны экспрессии генов. Набор для обнаружения ста-
рения предназначен для гистохимического определения активности SA-β-Gal в
культивируемых клетках и срезах тканей, что является известной характеристикой
стареющих клеток. SA-β-Gal присутствует только в сенесцентных клетках и не об-
наруживается в предсенесцентных, клетках в состоянии покоя или некротизиро-
ванных клетках.

Исследование сенесценции проводили с помощью набора Senescence Detection
Kit (K320, BioVision, США) согласно протоколу изготовителя. Клетки фиксировали с
помощью Fixative Solution в течение 15 мин, однократно промывали PBS, после че-
го добавляли к клеткам Staining Solution Mix и инкубировали при 37°C в течение
ночи. По завершению инкубации наблюдали появление голубой окраски клеток.
Интенсивность изменения окраски определяли спектрофотометрически при дли-
не волны 620 нм с помощью планшетного спектрофотометра Anthos (Biochrom, Ве-
ликобритания). В случае окрашивания срезов (нефиксированных в PFA) окраску
проводили по аналогичному принципу с изучением голубой окраски на микроско-
пе Olympus BX45. Далее снимки обрабатывали в программе ImageJ и оценивали как
минимум 5 рандомно выбранных снимков.

4. ИММУНОЦИТОХИМИЧЕСКОЕ ОКРАШИВАНИЕ

Для регистрации целевых молекул – маркеров использовали метод двойного не-
прямого иммуноцитохимического окрашивания согласно протоколу фирмы-изго-
товителя антител. Были использованы первичные антитела к IKK (ab178870, Abcam, Ве-
ликобритания), PKR (ab32506, Abcam, Великобритания), IR (ab137747, Abcam, Ве-
ликобритания); IRS1 (ab66154, Abcam, Великобритания). Первичные антитела
использовали в рабочем разведении 1 : 300. Время инкубации с первичными анти-
телами составляло 18 ч при 4°С. Вторичные антитела, меченные Alexa 555
(ab150078, Abcam, Великобритания), использовали в разведении 1 : 500, время ин-
кубации составляло 2 ч при 37°С.

Микроскопию клеток осуществляли на флуоресцентном микроскопе ZOE (Bio-Rad,
США). Выполняли подсчет относительного количества клеток, экспрессирующих
антиген, а также интенсивность флуоресценции исследуемых маркеров с помощью
программного обеспечения ImageJ.
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5. ИММУНОГИСТОХИМИЯ И КОНФОКАЛЬНАЯ МИКРОСКОПИЯ

После глубокой анестезии проводили транскардиальную перфузию 4%-ным па-
раформальдегидом (PFA) с 0.1 М фосфатно-солевым буфером (Sigma, США). Мозг
удаляли и постфиксировали в 4%-ном PFA при 4°C в течение ночи, а затем погру-
жали на 48 ч при 4°C в 20%-ный раствор сахарозы, растворенной в фосфатно-соле-
вом буфере (PBS, pH 7.4), содержащем 0.01% азида натрия (Sigma, США). Срезы
толщиной 50 мкм делали с помощью вибротома (Thermo Scientific) в сагиттальном
направлении с использованием стереотаксического атласа для определения лока-
лизации гиппокампа. Свободно плавающие срезы мозга блокировали в PBS, со-
держащем 10% нормальной козьей сыворотки (Sigma), 2% альбумина бычьей сыворот-
ки (BSA) (Sigma), 1% Triton X-100 (Sigma) и 0.1% азида натрия (Sigma) в течение 1 ч при
комнатной температуре.

Использовали следующие антитела: анти-GFAP (Abcam, ab4674, Великобрита-
ния) 1 : 1000, анти-NeuN (Merk, ABN90) 1 : 1000, анти-IRS1 (phosphor S312) (Ab-
cam, ab66154, Великобритания), анти-IL18 (sc6177-4, Santa Cruz Biotechnology), ан-
ти-NLRP3 (Abcam, ab23073-96, Великобритания), анти-IKKβ (ab178870, Abcam,
Великобритания), PKR (ab32506, Abcam, Великобритания). На следующий день
после инкубации с антителами срезы промывали в PBS, а затем инкубировали с
Alexa-конъюгированными вторичными антителами 1 : 1000 (Invitrogen) в течение
2 ч при комнатной температуре. После промывания срезы монтировали на пред-
метные стекла, наносили водную монтажную среду Fluoromount (Sigma) и пред-
метные стекла закрывали покровным стеклом. Изображения были получены с 60-
кратным объективом на конфокальном флуоресцентном микроскопе Olympus FV
10i и обрабатывались с помощью программного обеспечения Olympus FluoView
(Ver.4.0a) и программы ImageJ. Репрезентативные изображения гиппокампа в со-
ответствии со стереотаксическим атласом Paxinos и Franklin [24] были взяты по
крайней мере из двух срезов от семи мышей на группу.

6. СТАТИСТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ

Статистический анализ полученных результатов включал методы описательной
статистики с использованием программы GraphPad Prism7 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, США). Критерий Колмогорова–Смирнова использовали для оценки
нормальности распределения. При несоблюдении условий нормальности распре-
деления сравнение двух групп осуществляли с помощью непараметрического U
критерия Манна–Уитни. Для оценки влияния двух факторов применяли двуфак-
торный ANOVA (two-way ANOVA): применялся двухфакторный дисперсионный
анализ независимых выборок. Последующее попарное сравнение групп проводили
с помощью post-hoc Sidak’s теста множественных сравнений.

Уровень значимости при проверке гипотез принимали р ≤ 0.05. Все результаты
представлены в виде M ± SE, где М – среднее значение, SE – ошибка среднего, p –
уровень значимости.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Старение характеризуется нарушением контекстуальной памяти у мышей
У мышей разного возраста изучали ассоциативную память в тесте “Fear Condi-

tioning” (FC), в котором мыши учат связывать нейтральный стимул (условный раз-
дражитель – белый шум), с аверсивным (электрический ток) и при этом демон-
стрировать условный ответ (в виде реакции замирания). После повторяющихся в
первый день обучения пар стимулов животные начинают ассоциировать неприят-
ный стимул с нейтральным. Для оценки ассоциативной памяти в тесте “Fear Con-
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ditioning” в первый день изучали приобретение памяти (кривая обучения) с после-
дующим анализом контекстуальной и сигнальной памяти в ранний период (на
первый–второй день после создания условий для замирания). Оценивали процент
времени замирания в каждый день тестирования и число эпизодов замирания.
В первый день анализ проводили в различные временные интервалы для построе-
ния кривой обучения. Во второй день анализ проводили за весь период времени, а
в третий – до и после подачи условного стимула [25].

В первый день тестирования была исследована динамика запоминания для по-
строения кривой обучения. Для этого сначала измерили базальный уровень зами-
рания до предъявления мышам пары согласованных стимулов (базальный уровень).
Далее предъявляли в равные промежутки времени (120 с) пару стимулов (CS–US) с
трехкратным повторением. Процент времени замирания фиксировали в каждый
интервал. Также в каждый временной промежуток, включая базальный, оценивали
число эпизодов замирания. В день создания условий для замирания не было выяв-
лено статистически значимого влияния взаимодействия двух факторов (F (3.76) = 0.4,
p = 0.8) (рис. 1a). При последующем множественном сравнении для анализа дина-
мики кривой обучения не было выявлено различий в проценте замирания на ба-
зальном уровне (до стимулов) у мышей исследуемых групп. Также не отмечено ста-
тистически достоверной разницы при сравнении групп между собой в разные ин-
тервалы времени. При анализе эпизодов замирания также не было найдено
статистически значимого влияния двух факторов (F (3.76) = 2.5, p = 0.06) (рис. 1b).
Таким образом, не выявлено нарушений на этапе приобретения памяти у группы
мышей в возрасте 5 и 14 месяцев.

При оценке извлечения памяти в контексте (контекстуальной) оценили процент
замирания у двух групп. Отмечено статистически значимое различие между груп-
пами зрелых мышей (5 месяцев) и стареющими мышами (14 месяцев). Зрелые мыши
замирают дольше (86.4 ± 2.0%) по сравнению с стареющими (68.6 ± 4.9%) (p = 0.02,
критерий Манна–Уитни). Аналогичные данные получены при анализе эпизодов
замирания: число эпизодов замирания в группе зрелых мышей 35.2 ± 3.2, в группе
стареющих статистически значимо меньше – 24.8 ± 3.6 (p < 0.05) (рис. 1c, d).

На третий день тестирования в абсолютно новых для мышей условиях фиксиро-
вался процент времени замирания – базальный и после сигнального извлечения
памяти посредством подачи белого шума. Отметили статистически значимое влия-
ние фактора возраста мышей (F (1.38) = 14.7, p < 0.001), а также фактора самого бе-
лого шума (F (1.38) = 10.2, p < 0.01), (двухфакторный дисперсионный анализ Two-
way ANOVA) (рис. 1e, f).

С помощью множественного анализа зафиксировали статистически значимые
различия в базальном уровне замирания (при помещении в новую среду): у зрелых
мышей (79.1 ± 8.3%) и у стареющей группы (52.2 ± 5.1%) (p = 0.04, Sidak’s крите-
рий). При сравнении процента замирания в динамике (от базального и после
предъявления звукового тона) в группе зрелых мышей не наблюдали достоверных
отличий (p = 0.4, Sidak’s критерий), что вероятно, вместе с высоким процентом
времени замирания до предъявления шума может является показателем избыточ-
ной тревожности, нежели отсутствия ассоциативной связи между шумом и потен-
циальной возможностью воздействия электрического тока. В группе стареющих
мышей эти параметры статистически значимо отличаются (p = 0.02, Sidak’s крите-
рий). Подтверждает эти данные и число эпизодов замирания в группе зрелых мышей:
до предъявления условного стимула число эпизодов замирания было высоким
(38.0 ± 6.6), после предъявления стимула происходило снижение числа эпизодов
замирания (3.7 ± 2.1) (p < 0.001, Sidak’s критерий), что соответствует при этом вы-
сокому времени замирания (т.е. иными словами, животные проводят все время в
неподвижной позиции).
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Рис. 1.  Изучение ассоциативной памяти в тесте “Fear Conditioning”. 
(a) – процент времени замирания в первый день создания условий для запоминания в тесте “Условно-
рефлекторного замирания”. Pre-tone – до подачи белого шума, CS–US1 – первая пара стимулов, CS–US2 –
вторая пара стимулов, CS–US3 – третья пара стимулов. (b) – число эпизодов замирания в первый день
создания условий для запоминания в тесте “Условно-рефлекторного замирания”. (c) – процент време-
ни замирания в контекстный день. (d) – число эпизодов замирания в контекстный день. (e) - процент
времени замирания в сигнальный день. Pre-tone – до подачи белого шума, Tone – подача белого шума.
(f) – число эпизодов замирания в сигнальный день. 5 months – мыши C57Bl/6 в возрасте 5 мес.;
14 months – в возрасте 12–14 мес.
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Таким образом, у стареющих мышей зафиксировано нарушение контекстуаль-
ной памяти (во второй день тестирования), но не процесса приобретения и сиг-
нальной памяти. Ранее в исследованиях было показано, что синаптическая пла-
стичность миндалевидного тела играет важную роль в приобретении и экспрессии
условного замирания, а гиппокамп в свою очередь необходим для контекстуально-
го запоминания [42].

Старение сопровождается увеличением числа сенесцентных клеток
и повышением экспрессии маркеров воспаления

Ограниченная способность к репликации является определяющей характери-
стикой большинства нормальных клеток и достигает кульминации при старении.
Известно, что сенесцентные стареющие клетки не стимулируются к делению сы-
вороткой или пассажем в культуре, а сам процесс старения индуцирует специфиче-
ский профиль клеточного цикла. Старение сопровождается увеличенным разме-
ром клеток, экспрессией рН-зависимой активности β-галактозидазы, а также из-
мененным характером экспрессии генов.

Мы изучили активность β-галактозидазы в клетках гиппокампа на срезах и в со-
культуре клеток с использованием SA-β-Gal набора. Хромогенное окрашивание
клеток подтвердило индукцию SA-β-Gal в гиппокампе. Клетки в гиппокампе старею-
щих мышей демонстрируют более высокий уровень маркеров старения (3.5 ± 0.8%
площади сенесцентных клеток) по сравнению с группой зрелых животных (1 ± 0.2%
площади сенесцентных клеток) (р = 0.02, критерий Манна–Уитни) (рис. 2a, b, d).

Подтверждают эти результаты данные, полученные в сокультуре нейронов и
астроцитов от животных разных групп. При изучении сенесценции спектрофото-
метрически было зарегистрировано статистически значимое увеличение β-галак-
тозидазной активности, свойственной стареющим клеткам, в сокультуре клеток,
выделенной от 12-месячных животных (0.055 ± 0.002 оптическая плотность), по
сравнению с молодыми животными (0.045 ± 0.0013, р = 0.01, критерий Манна–
Уитни) (рис. 2c, e).

Таким образом, активность β-галактозидазы в клетках стареющих животных
была выше, что связано с увеличением сенесцентных клеток. Известно, что про-
воспалительный интерлейкин IL-1β, TNFa и IL6 являются основными составляю-
щими SASP [4]. Поэтому далее было проведено исследование изменения экспрес-
сии мультибелкового комплекса инфламмасомы NLRP3, которая участвует в со-
зревании и секреции IL-1β и IL-18. В клетках гиппокампа животных в возрасте
14 мес. площадь экспрессии IL-18 была значимо выше (2038.0 ± 89.2 мкм2) по срав-
нению с группой мышей в возрасте 5 мес. (283.1 ± 35.5 мкм2) (р < 0.01, критерий
Манна–Уитни) (рис. 3a, b). Аналогичные результаты получены при анализе сним-
ков с экспрессией инфламмасомы NLRP3: у стареющих мышей – 2789 ± 531 мкм2

против 1063 ± 19 мкм2 у зрелых (р < 0.05, критерий Манна–Уитни) (рис. 3a, c).
Рис. 2. Изучение сенесценции in vivo и in vitro.

(a) – репрезентативные снимки окраски SA-β-gal in vivo. Голубое окрашивание идентифицирует сенес-
центные клетки. (b) – изображение SA-β-gal + клеток, полученное с помощью программы Image. (c) –
репрезентативные снимки окраски SA-β-gal in vitro. (d) – количественный анализ SA-β-gal + клеток,
представленный в виде занимаемой площади на срезах. (e) – количественный анализ SA-β-gal + клеток,
представленный в виде оптической площади в у.е. в сокультуре клеток. 5 months – C57Bl/6 мыши в воз-
расте 5 мес., 14 months – C57Bl/6 мыши в возрасте 14 мес.
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Рис. 3. Экспрессия маркеров воспаления при старении.
(a) – тройное иммунофлуоресцентное окрашивание в группах мышей в возрасте 5 и 14 мес.: в первой ко-
лонке ядра клеток прокрашены DAPI (голубой), во второй колонке – экспрессия NLRP3 (красный), в
третьей колонке – экспрессия IL1β (зеленый), в четвертой колонке представлено наложение сигналов

(Merge). SGZ – субгранулярная зона. Масштабная шкала – 100мкм. (b) – площадь экспрессии IL1β, мкм2.

(c) – площадь экспрессии NLRP3, мкм2. 5 months – C57Bl/6 мыши в возрасте 5 мес., 14 months –14 мес.
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Таким образом, при старении было отмечено увеличение сенесцентных клеток,
которые характеризуются секреторным фенотипом, сопровождающимся увеличе-
нием экспрессии NLRP3 инфламмасом и IL-18.

Старение приводит к увеличению уровня лактата,
но не к изменению экспрессии маркеров инсулинорезистентности

Далее в сокультуре астроцитов и нейронов исследовали экспрессию инсулино-
вых рецепторов (IR). Также была отмечена тенденция к увеличению экспрессии инсу-
линовых рецепторов клетками, выделенными от стареющих животных (11.0 ± 1.1 у.е.)
по сравнению с 5-месячными мышами (8.6 ± 1.5 у.е.), однако, статистически зна-
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Рис. 4. Экспрессия маркеров инсулиновой сигнализации. 
(a) – репрезентативные снимки экспрессии IR (инсулиновых рецепторов) в сокультуре астроцитов и
нейронов, выделенных от молодых (5 мес.) и стареющих (14 мес.) мышей. Ядра клеток прокрашены
DAPI (голубой), IR (красный). (b) – количественный анализ экспрессии IR в сокультуре клеток. (c) –
определение уровня инсулина в гомогенатах гиппокампа. (d) – определение уровня лактата в гомогена-
тах гиппокампа. (e) – двойное иммунофлуоресцентное окрашивание в группах мышей в возрасте 5 и
14 мес.: в первой колонке ядра клеток прокрашены DAPI (голубой), во второй колонке – экспрессия
IRS1phospho-S312 (синий). SGZ – субгранулярная зона. Масштабная шкала – 100 мкм. (f) – площадь

экспрессии IRS1phospho-S312, мкм2. 5 months – C57Bl/6 мыши в возрасте 5 мес., 14 months –14 мес.
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чимых различий в уровне экспрессии IR в экспериментальных группах выявлено
не было (р = 0.2, критерий Манна–Уитни) (рис. 4a, b). Не было выявлено и стати-
стически значимых различий в уровне инсулина в гомогенатах гиппокампа мышей
исследуемых групп – в группе стареющих мышей (0.23 ± 0.05 нг/мг белка), в груп-
пе зрелых животных (0.2 ± 0.01 нг/мг белка) (р > 0.9, критерий Манна–Уитни)
(рис. 4c).
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Рис. 5. Экспрессия фосфорилированной формы IKKβ in vivo и in vitro.

(a) – тройное иммунофлуоресцентное окрашивание в группах мышей в возрасте 5 и 14 мес.: в первой
колонке ядра клеток прокрашены DAPI (голубой), во второй колонке – экспрессия IKKβ (красный), в
третьей колонке – экспрессия GFAP (зеленый), в четвертой колонке представлено наложение сигналов
(Merge). SGZ – субгранулярная зона. Масштабная шкала – 100 мкм. (b) – репрезентативные снимки
экспрессии IKKβ в сокультуре астроцитов и нейронов, выделенных от молодых (5 мес.) и стареющих
(14 мес.) мышей. Ядра клеток прокрашены DAPI (голубой), IKKβ (красный). (c) – площадь экспрессии

IKKβ в срезах головного мозга, мкм2. (d) – количественный анализ экспрессии IKKβ в сокультуре кле-
ток. 5 months – C57Bl/6 мыши в возрасте 5 мес., 14 months –14 мес.
Далее была определена концентрация продукта метаболизма глюкозы – лактата
в гиппокампе методом иммуноферментного анализа. Лактат, входящий в активи-
рованные синапсы, играет метаболическую роль, в соответствии с высокими по-
требностями в энергии мембранных и клеточных процессов, необходимых для
долговременной синаптической пластичности и памяти [26]. В исследовании был
определен высокий уровень лактата у стареющих животных (13.4 ± 2.6 нмоль/мкг
белка) по сравнению с мышами в возрасте 5 месяцев (5.9 ± 0.7) (р = 0 .01, критерий
Манна–Уитни) (рис. 4d).

При иммуногистохимическом исследовании площади экспрессии патологиче-
ски фосфорилированного IRS1 не было выявлено статистически значимых разли-
чий в группе стареющих (3118 ± 39 мкм2) и зрелых мышей (2809 ± 37 мкм2) (р = 0.4,
критерий Манна–Уитни) (рис. 4e, f). Таким образом, у стареющих мышей не вы-
явлено признаков формирования инсулинорезистентности, но найдено увеличе-
ние уровня лактата в гиппокампе.

При старении у мышей наблюдается увеличение экспрессии
фосфорилированных протеиназ метафламмасом

Поскольку известно, что процесс старения мозга может сопровождаться нару-
шением метаболизма глюкозы или снижением поступления глюкозы в мозг, цен-
тральная инсулинорезистентность связана с повышенным риском когнитивного
дефицита [5]. Как уже было описано, термин “метафламмасома” был введен для
описания клеточной сигнальной реакции, вызванной DAMP, за которой следует
ответ метаболического пути и выброс цитокинов [18]. Мы исследовали экспрессию
основных компонентов комплекса метафламмасом в головном мозге мышей раз-
ного возраста.

Было выявлено статистически значимое увеличение экспрессии фосфорилиро-
ванной формы IKKβ in vivo и in vitro. Площадь экспрессии IKKβ в группе старею-
щих мышей составила 12780 ± 890 мкм2 по сравнению с животными зрелой группы –
5920 ± 943.9 мкм2 (р < 0.01, критерий Манна–Уитни) (рис. 5a, c). Установлено также,
что в сокультуре клеток, выделенных от стареющих животных, уровень экспрессии
киназы IKKβ выше (11.2 ± 0.8 у.е.), чем в клетках, полученных от молодых живот-
ных (8.5 ± 0.7 у.е.) (р = 0.02, критерий Манна–Уитни) (рис. 5b, d).

Площадь экспрессии PKR в гиппокампе стареющих животных была выше
(3206.9 ± 335.2 мкм2) по сравнению с 5-месячными мышами (984.2 ± 189.2 мкм2)
(р < 0.001, критерий Манна–Уитни) (рис. 6a, c). Также было выявлено, что в куль-
туре клеток, выделенных от стареющих животных, количество клеток, экспресси-
рующих PKR в 5 раз выше (6.6 ± 1.2%), чем в культуре, выделенной от молодых жи-
вотных (1.1 ± 0.4%) (р = <0.01, критерий Манна–Уитни) (рис. 6b, d). Таким образом, в
группе стареющих мышей наблюдали увеличение экспрессии фосфорилирован-
ных протеиназ метафламмасом.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Поскольку старение является основным риском развития возрастных заболева-
ний, в последнее время очень активно развиваются направления в науке, ориенти-
рованные на профилактику и терапию ассоциированных с возрастом состояний.
Эта тема, безусловно, очень популярна не только в медицинском сообществе, но и
в обществе в целом [27].

Воспаление, ассоциированное со старением, сопровождается активацией 
инфламмасомы и продукцией провоспалительных цитокинов

Клеточное старение характеризуется неспособностью клеток к пролиферации.
При этом старение характеризуется тремя основными фазами: фаза индукции (ха-
рактеризуется укорочением теломер, повреждением ДНК, депривацией факторов
роста); вторая фаза – реакция на повреждение ДНК; и фаза 3 – остановка роста
(молекулы сигнальной трансдукции р53, р21 запускают остановку роста) [28].

Мы показали, что у стареющих мышей происходит увеличение количества се-
несцентных клеток in vivo и сокультуре астроцитов и нейронов. Сенесцентные
клетки характеризуются необратимой остановкой роста в ответ на различные
стрессы, и одной из отличительных черт сенесцентных клеток является секреция
набора факторов, называемого секреторным фенотипом, ассоциированным со
старением (SASP), состоящего из провоспалительных медиаторов, факторов роста,
металлопротеиназ и других компонентов [29].

Хроническое воспаление, отличительный признак старения, также вызывает
клеточную сенесенцию и способствует старению тканей [4, 30]. Процесс старения
и патогенез воспалительных состояний, связанных со старением, приводят к уве-
личению различных провоспалительных цитокинов, метаболитов, агрегатов и хими-
чески активных веществ. Было доказано, что все они приводят к активации NLRP3
инфламмасомы с помощью различных механизмов, что способствует дальнейшему
развитию воспаления и прогрессированию заболевания [4, 20].

Одним из наиболее важных факторов старения мозга является чрезвычайно вы-
сокая потребность нейронов в энергии для поддержания их работы и сохранения
умственных способностей [31]. С возрастом наблюдается усиление системного
воспаления, метаболических изменений и периферического иммунного старения.
Из-за реципрокных взаимодействий между нервной и иммунной системами разви-
вается хроническое асептическое воспаление в центральной нервной системе, на-
зываемое “нейровоспалительным” старением [32].

Ранее было показано, что нейровоспаление в гиппокампе играет важную роль в
развитии тревожных и когнитивных расстройств, связанных с запоминанием, но
лежащий в их основе механизм до сих пор полностью не выяснен. Nod-подобный
рецепторный белок (NLRP) 3 инфламмасома, который контролирует выработку
провоспалительных цитокинов, широко вовлечен в заболевания, связанные с ней-
Рис. 6. Экспрессия PKR in vivo и in vitro. 

(a) – тройное иммунофлуоресцентное окрашивание в группах мышей в возрасте 5 и 14 мес.: в первой
колонке ядра клеток прокрашены DAPI (голубой), во второй колонке – экспрессия NeuN (зеленый), в
третьей колонке – экспрессия PKR (красный), в четвертой колонке представлено наложение сигналов
(Merge). SGZ – субгранулярная зона. Масштабная шкала – 100 мкм. (b) – репрезентативные снимки
экспрессии PKR в сокультуре астроцитов и нейронов, выделенных от молодых (5 мес.) и стареющих (14 мес.)
мышей. Ядра клеток прокрашены DAPI (голубой), PKR (красный). (c) – площадь экспрессии PKR в

срезах головного мозга, мкм2. (d) – количественный анализ экспрессии PKR в сокультуре клеток.
5 months – C57Bl/6 мыши в возрасте 5 мес., 14 months – 14 мес.
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ровоспалением [6, 33]. В настоящем исследовании мы показываем, что NLRP3 ин-
фламмасома значительно активируется в гиппокампе при старении.

Процесс старения ассоциирован с усиленной
активацией компонентов метафламмасомы

Метаболические нарушения, включая ожирение и диабет 2-го типа, как извест-
но, связаны с хроническим воспалением и являются очевидными факторами риска
болезни Альцгеймера – патологического старения [33], но также, возможно, игра-
ют роль при физиологическом старении. Недавние данные, касающиеся ожирения
и диабета, позволяют предположить, что метаболическая инфламмасома (“ме-
тафламмасома”) опосредует хроническое воспаление [34, 35].

Также в своем исследовании мы убедительно продемонстирровали повышение
экспрессии фосфорилированных протеинкиназ PKR и IKKβ – компонентов ме-
тафламмасом при старении мышей. Двухцепочечная РНК-зависимая протеинки-
наза (PKR) является центральным компонентом метафламмасомы [33]. Недавно
было показано, что двухцепочечная РНК-зависимая протеинкиназа (PKR) является
основным регулятором активации инфламмасомы. У стареющих мышей PKR ак-
тивировалась в гиппокампе. Эти результаты показывают, что воспалительный путь
PKR/NLRP3 гиппокампа играет важную роль в развитии сенесцентного фенотипа
клеток. Более того, ранее в исследованиях была продемонстрирована защитная
роль нокаута гена PKR. У мышей дикого типа (WT) и PKR–/– после индукции
ожирения диетой с высоким содержанием жиров наблюдали значительное повы-
шение уровня активированных белков метафламмасом головного мозга у подверг-
шихся воздействию мышей WT, но изменения не были значительными у мышей
PKR–/– [33]. Также в исследованиях было ранее подтверждено, что РНК-активи-
рованная протеинкиназа запускает активацию канонической инфламмасомы NLRP3
и каспазы-1, что приводило к процессингу и секреции про-IL-1β. PKR активировала
инфламмасому посредством образования активных форм кислорода и MAP-киназ
ERK1/2, JNK и p38 [36].

Другим компонентом метафламмасомы, экспрессия которого усиливалась в
гиппокампе при старении, была IKKβ. Активированный комплекс IKK фосфори-
лирует белки IκB, что приводит к их последующей деградации. В результате димер
NF-κB, секвестрированный в цитоплазме, высвобождается и перемещается в ядро,
чтобы активировать специфический механизм транскрипции. Нормальная актива-
ция NF-kB необходима для поддержания многих физиологических функций, тогда
как его аномальная или хроническая активация связана со многими воспалитель-
ными и возрастными заболеваниями. NF-kB также играет ключевую роль в кле-
точной сенесценции и процессе старения. Биоинформатические исследования по-
казали, что NF-κB является фактором транскрипции, наиболее связанным со ста-
рением млекопитающих. Кроме того, конститутивная активация NF-κB вызывает
сенесценцию и старение млекопитающих, обеспечивая экспрессию факторов
SASP, включая провоспалительные цитокины и хемокины (например, p16INK4a,
p21CIP1, IL-6, IL-1α и TNFα) [30, 37]. В нашем исследовании было показано, что
конститутивная активация IKKβ связана с клеточной сенесценцией и старением, а
также избыточной активацией NLRP3 инфламмасомы.

Физиологическое старение сопровождается увеличением продукции лактата

Известно, что активация NLRP3 инфламмасомы важна для активации врожден-
ных иммунных ответов, но неправильная и чрезмерная активация может вызвать
воспалительное заболевание [8, 38]. Ранее было показано, что гликолиз – метабо-
лический путь, который превращает глюкозу в пируват, необходим для активации
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NLRP3 инфламмасомы в макрофагах. Также ранее было показано, что снижение
ферментации лактата путем ингибирования лактатдегидрогеназы снижает активацию
каспазы-1 и созревание IL-1β в ответ на различные агонисты воспаления NLRP3, та-
кие как нигерицин, АТФ, кристаллы мононатрия урата или квасцы, это указывает на
то, что ферментация лактата необходима для активации инфламмасомы NLRP3. Ин-
гибирование лактатдегидрогеназы с помощью GSK2837808A снижало выработку
лактата и активность NLRP3 инфламмасомы, фосфорилированной протеинкина-
зы R (PKR), но не уменьшало общий триггер воспаления NLRP3, отток калия или
продукцию активных форм кислорода [39, 40].

Наши результаты показывают, что увеличение содержания лактата у стареющих
мышей сопровождается активацией NLRP3 инфламмасом. Некоторые авторы рас-
сматривают перепрограммирование метаболизма пирувата в митохондриях и цито-
плазме как новую стратегию лечения NLRP3-инфламмасом-ассоциированных за-
болеваний [40].

Старение ассоциировано с нарушением контекстуальной памяти

Изменения экспрессии инфламмасом в головном мозге находят отражение в из-
менении сложных форм поведения. Ранее нами было показано, что блокирование
NLRP3 приводит к неожиданным последствиям нарушений эмоциональной сфе-
ры и памяти: развитие тревожного поведения, нарушений процессов формирова-
ния и извлечения памяти, что, безусловно, находит свое отражение на клеточном и
молекулярном уровне: нарушение ранних этапов нейрогенеза, формирования аст-
роцитов и синаптической передачи [6, 7, 38].

Старение связано со снижением эпизодической памяти и изменениями функ-
ций мозга, связанных с памятью [41]. В данном исследовании зафиксировано на-
рушение контекстуальной памяти у стареющих мышей, но не процесса приобрете-
ния и сигнальной памяти. Ранее было показано, что фронтотемпоральная минда-
лина головного мозга имеет важное значение в приобретении и реализации
условного замирания, а гиппокамп, в свою очередь, необходим для контекстуаль-
ного запоминания [42, 43].

Предыдущие результаты показывают, что старение влияет на способность ис-
пользовать контекст для модулирования усвоенных ответов на угрозу, возможно,
из-за изменений в структурах мозга, которые обеспечивают контекстно-зависимое
поведение и преимущественно уязвимы во время старения [44]. К таким структу-
рам относится в первую очередь зубчатая извилина гиппокампа [45].

В остальном нарушений памяти не было выявлено. Кроме того, старение у мы-
шей не приводило к изменению в экспрессии инсулиновых рецепторов, субстрата
инсулиновых рецепторов 1 (IRS1phospho-S312). Это позволяет предположить, что
при физиологическом старении, без признаков нейродегенерации, реактивного
астроглиоза, еще не наблюдается нарушений инсулиновой сигнализации, но уже
наблюдаются проявления метаболического воспаления.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, модуляция активности компонентов метафламмасом PKR и
IKKβ может быть новой патогенетически обоснованной стратегией управления ме-
ханизмами метаболического воспаления и развития cвязанного со старением секре-
торного фенотипа клеток в головном мозге. Данная стратегия может быть использо-
вана для улучшения когнитивных функций в пожилом и старческом возрасте.
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The Role of Metaflammation in the Development of Senescence-Associated 
Secretory Phenotype and Cognitive Dysfunction in Aged Mice

E. D. Khilazhevaa, O. S. Belozora, Yu. A. Paninaa, Ya. V. Gorinaa, A. I. Mosyaginaa,
A. V. Vasilieva, N. A. Malinovskayaa, and Yu. K. Komlevaa, *

aVoino-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University of the Ministry of Healthcare
of the Russian Federation, Krasnoyarsk, Russia

*e-mail: yuliakomleva@mail.ru

Aging is accompanied by numerous pathophysiological mechanisms, which include in-
flammation, cellular senescence and development of the senescence-associated secretory

phenotype (SASP), altered glucose tolerance, and insulin resistance (IR). А significant
contribution to the development of brain IR is made by neuroinflammation due to the
activation of the multiprotein complex – NLRP3 inflammasome. The aim of research
was to study the disruption of the mechanisms of insulin signaling and metabolic in-
flammation in the brain in aged C57BL/6 mice. We found that in aging mice there is an
increase in the number of senescent cells in brain sections and coculture of astrocytes
and neurons, as well as an increase in the expression of phosphorylated protein kinases
PKR and IKKβ, components of metaflammasomes. Another component of the meta-
flammasome, whose expression increased in the hippocampus during aging, was IKKβ.
In our research, it was shown that constitutive IKKβ activation is associated with cell se-
nescence and aging, as well as overactivation of the NLRP3 inflammasome and in-
creased lactate in aging mice. Changes in the expression of inflammasomes in the brain
are reflected in changes in complex behavior. This study documented impairment of
contextual memory in aging mice, but not acquisition and signaling memory. However,
aging in mice did not result in a change in the expression of insulin receptors, insulin re-
ceptor substrate 1 (IRS1phospho-S312). This suggests that during physiological aging,
without signs of neurodegeneration, reactive astrogliosis, there are still no deterioration
of insulin signaling, but manifestations of metabolic inflammation are already observed.
Thus, modulation of the activity of the PKR and IKKβ metaflammasome components
may be a new pathogenetically substantiated strategy for controlling the mechanisms of
metabolic inflammation and developing senescence-associated secretory phenotype in the
brain to improve age-dependent cognitive dysfunction.

Keywords: insulin resistance, metaflammasome, immunosenescence, inflammasome,
secretory phenotype


	МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	1. ПОВЕДЕНЧЕСКОЕ ТЕСТИРОВАНИЕ
	Тест “Условно-рефлекторного замирания” (Fear conditioning)
	Создание условий для запоминания (conditioning day)
	Контекстуальная обусловленность страха (Context day)
	Условное (вызванное стимулом) выражение страха (Cued day)

	2. ИССЛЕДОВАНИЕ КЛЕТОЧНЫХ КУЛЬТУР
	3. ИССЛЕДОВАНИЕ ИММУНОСЕНЕСЦЕНЦИИ
	4. ИММУНОЦИТОХИМИЧЕСКОЕ ОКРАШИВАНИЕ
	5. ИММУНОГИСТОХИМИЯ И КОНФОКАЛЬНАЯ МИКРОСКОПИЯ
	6. СТАТИСТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ
	РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
	Старение характеризуется нарушением контекстуальной памяти у мышей
	Старение сопровождается увеличением числа сенесцентных клеток и повышением экспрессии маркеров воспаления
	Старение приводит к увеличению уровня лактата, но не к изменению экспрессии маркеров инсулинорезистентности
	При старении у мышей наблюдается увеличение экспрессии фосфорилированных протеиназ метафламмасом

	ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
	Воспаление, ассоциированное со старением, сопровождается активацией инфламмасомы и продукцией провоспалительных цитокинов
	Процесс старения ассоциирован с усиленной активацией компонентов метафламмасомы
	Физиологическое старение сопровождается увеличением продукции лактата
	Старение ассоциировано с нарушением контекстуальной памяти

	ЗАКЛЮЧЕНИЕ
	СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ


<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Gray Gamma 2.2)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends false
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams true
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Remove
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile (Color Management Off)
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 290
  /ColorImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleColorImages false
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 600
  /ColorImageDepth 8
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.01667
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterColorImages false
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 290
  /GrayImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleGrayImages false
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 600
  /GrayImageDepth 8
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 2.03333
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /FlateEncode
  /AutoFilterGrayImages false
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 800
  /MonoImageMinResolutionPolicy /Warning
  /DownsampleMonoImages false
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 2400
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile (None)
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /RUS ()
    /ENU <>
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 841.890]
>> setpagedevice


