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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ KLF, PTEN, SUMO1, APOE, SOD2 И SHC1 В ПОКОЯЩИХСЯ КЛЕТКАХ РАЗНОГО «ВОЗРАСТА»: 

МОДЕЛЬ ТЕСТИРОВАНИЯ НЕКОТОРЫХ ГЕРОПРОТЕКТОРОВ

Г.А. Шиловский
1
, В.В. Ашапкин

1
, Н.С. Линькова

2
, В.Х. Хавинсон

2
, Б.Ф. Ванюшин

1

1 
Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, НИИ физико-химической биологии им. А.Н. Белозерского, 

Москва, Россия
2 

Санкт-Петербургский институт биорегуляции и геронтологии, Санкт-Петербург

Изучено влияние физиологически активных олигопептидов AED, KED и KE на уровень экспрессии генов, влияющих на про-

должительность жизни (вовлеченных в реакции на окислительный стресс, температуру, доступность пищи и повреждения гено-

ма – так называемых «геронтогенов»). Для этого сравнивали уровни экспрессии геронтогенов (представителей семейства KLF,

PTEN, SUMO, APOE, SOD и SHC) в клетках, последовательно подвергнутых двум «типам» старения: прошедшим 7 или 14 пас-

сажей репликативного старения и затем еще 7 суток «стационарного» старения, обозначенных, соответственно, как 7Q и 14Q.

Уровень экспрессии большинства исследованных генов (за исключением SUMO1 и APOE) в «старых» клетках (14Q) выше, чем

в «молодых» (7Q). Действие олигопептидов AED, KED и KE на экспрессию геронтогенов различно и направлено, по-видимому,

на оптимизацию функционирования клеток. Исследуемые олигопептиды влияют на уровень экспрессии генов как в «молодых»

(7Q), так и в «старых» (14Q) клетках, кроме двух случаев: KED и AED слабо влияют на экспрессию SHC1, и AED не влияет на

экспрессию APOE. Наиболее единообразно все три пептида действуют на экспрессию PTEN, снижая ее в «молодых» клетках, и

еще сильнее – в «старых». В случае KLF, SOD2 и SHC1 наблюдается обратная картина: все пептиды повышают уровень их экс-

прессии, причем в молодых клетках сильнее, чем в старых. Полученные данные позволяют предположить, что геропротектор-

ные пептиды действуют на клетки по-разному, в зависимости от их пролиферативного статуса, от которого, в свою очередь, за-

висит способность клеток реагировать на окислительный стресс и повреждения ДНК и скорость накопления таких повреждений.

Изучение влияние того или иного препарата на процесс старения, в том числе и клеточного, очевидно, требует предварительной

оценки его действия на моделях с различным пролиферативным статусом клеток.

Ключевые слова: пептиды, стволовые клетки, старение, геропротекторы, противовозрастные препараты, клеточ-

ное старение, геронтогены

EXPRESSION OF KLF, PTEN, SUMO1, APOE, SOD2, AND SHC1 GENES IN DIFFERENTLY «AGED» QUIESCENT CELLS: 

A MODEL FOR TESTING OF SOME GEROPROTECTORS

G.A. Shilovsky
1
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Effects of physiologically active oligopeptides AED, KED, and KE on expression of genes affecting the lifespan (involved in respons-

es to oxidative stress, temperature, food availability, and genome damages – so-called «gerontogenes») were studied. The expression

levels of gerontogenes (members of the KLF, PTEN, SUMO, APOE, SOD, and SHC families) were compared between cultures of human

mesenchymal stem cells subjected sequentially to two «types» of aging: 7 or 14 passages of replicative aging and then 7 more days of

«stationary» aging, designated respectively 7Q and 14Q. The expression levels of most genes are higher in «aged» cells (14Q) com-

pared with «young» cells (7Q), except for SUMO1 and APOE. Effects of oligopeptides AED, KED, and KE on the expression of geron-

togenes are variable and directed, apparently, to optimization of the cell function. Oligopeptides studied affect gene expression in both

«young» (7Q) and «aged» (14Q) cells, except for two cases: KED and AED have little effect on SHC1 expression, and AED does not

change APOE expression. Most consistently all three peptides influence PTEN expression, reducing it in «young» cells and even strong-

er in «aged» cells. An opposite pattern was observed for KLF, SOD2, and SHC1: all peptides increase levels of their expression, the ef-

fect being stronger in young cells than in aged cells. We suggest from the data obtained that geroprotective peptides act on cells differ-

ently depending on their proliferative status, which, in its turn, affects the ability of cells to respond to oxidative stress and DNA damage,

and the rate of accumulation of such damage. Studies of the effects of drugs on aging, including the cellular aging, evidently, require pre-

liminary evaluation of their effects in cell models with variable proliferative status.

Key words: peptides, stem cells, aging, geroprotectors, anti-aging drugs, cell aging, gerontogens

Теоретические разногласия о причинах, механизмах и степени детерминированности процесса старения создают значительные

препятствия и методологические трудности для объявления того или иного вещества не только лекарством, но и геропротектором [1].

Отслеживание чувствительных к макромолекулярным повреждениям и окислительному стрессу и зависимых от пролиферативного ста-

туса клеточной культуры показателей представляется важным для изучения действия геропротекторов, так как основные модели кле-

точного старения, репликативное и «стационарное» (старение покоящихся клеток), в той или иной степени связаны с ограничением

клеточной пролиферации [2,3].

Цели и задачи работы. Поскольку перспективы применения стволовых клеток для омоложения растут с каждым годом, их культу-

ры особенно привлекательны для исследований экспрессии генов, связанных со старением клеток и организма в целом.
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Использованная нами культура мезенхимальных стволовых клеток человека может пройти около 50 пассажей до перехода в сенес-

центное состояние. Однако для текущего исследования мы выбрали отрезок ростовой кривой, на котором замедления скорости клеточно-

го деления только начинает наблюдаться (около 14 пассажей). Аналогично, для «стационарной» культуры мы выбрали временную точку в

7 суток, при которой увеличение доли мертвых клеток (окрашиваемых трипановым синим) составляет 10% против 2,5% на 2-е сутки.

Свойства исследуемых пептидов. Олигопептиды AED, KED и KE стимулируют клеточную пролиферацию и процессы обновления

в стареющих фибробластах кожи, ингибируя ремоделирование внеклеточного матрикса (синтез MMP-9), и усиливают экспрессию мар-

керов пролиферации и регенерации (Ki-67 и CD98hc). AED также подавляет апоптоз в клеточной культуре [4]. KED нормализует экс-

прессию эндотелина-1 и коннексинов и повышает уровень экспрессии сиртуина 1 [5].

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Целью данной работы было изучение зависимости уровня экспрессии геронтогенов в стационарных культурах разного «возраста»,

а также действия регуляторных пептидов, используемых в качестве геропротекторов.

Экспрессию генов, кодирующих белки, обеспечивающие реакцию клеток на стресс (включая окислительный): KLF, PTEN, SUMO1,

APOE, SOD2 и SHC1 изучали методом количественной полимеразной цепной реакции с регистрацией в режиме реального времени

(RT-PCR). В качестве внутреннего стандарта использовали мРНК GAPDH.

Действие дипептида-иммуномодулятора KE и трипептидов – вазопротектора KED и хондро- и нефропротектора AED на экспрессию

генов изучали в стационарных культурах клеток разного «возраста». Ранее мы показали, что некоторые пептиды способны влиять на ге-

ны, модулирующие старение (геронтогены) за счет эпигенетической регуляции (в частности, влияя на степень метилирования их промо-

торных участков) [6].

Клеточные культуры и реактивы. Мезенхимные стволовые клетки костного мозга 5–6-недельного эмбриона человека FetMSC

культивировали (5% CO
2
, 37°C) на среде DMEM, содержащей 10% ЭТС). Клетки пересевали 1:3 по достижении 80–85%-ной сомкнутос-

ти монослоя, с плотностью посева 4–5•10
4
 клеток/см

2
.

Клеточные культуры и реактивы. Старение культивируемых клеток изучали по методу Швайгерта [7], с модификациями. Клетки

выращивали до 7-го или 14-го пассажа, добавляя в культуральную среду при каждом пересеве раствор одного из изучаемых олигопеп-

тидов (AED, KED, KE) до конечной концентрации 20 нг/мл. В среду для контрольных клеток добавляли такой же объем физраствора. На

14-м пассаже наблюдали явное замедление скорости клеточной пролиферации, поэтому такую культуру рассматривали как «культуру

клеток, в которых процессы старения не только запущены, но уже и проявились» (определяя процент мертвых клеток, окрашиваемых

трипановым синим). Пролиферирующие клетки 7-го пассажа, образующие сомкнутый монослой, рассматривали как «молодые», 7-сут

культуры покоящихся клеток, полученные от них (без замены среды) были обозначены как клетки 7Q, а клетки 14-го пассажа, образую-

щие сомкнутый монослой, обозначены как «старые»; 7-сут культуры покоящихся клеток, полученные от них (без замены среды) были

обозначены как клетки 14Q.

В экспериментах использовали по три независимых образца клеток каждой группы (биологические параллели), для каждого из ко-

торых проводили не менее трех независимых реакций в соседних лунках амплификатора (технические параллели).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

KLF. Ген KLF в «молодых» покоящихся клетках (7Q) экспрессируется на невысоком уровне, а в «старых» покоящихся клетках (14Q) –

примерно в 5 раз сильнее. Такое увеличение должно означать возросшую нагрузку на систему регуляции клеточного цикла, то есть на

изменение пролиферативного статуса клеток. В «молодых» клетках (7Q) геропротекторные трипептиды AED и KED заметно стимулиру-

ют экспрессию KLF (в 26 и 23 раза, соответственно), тогда как дипептид KE снижает ее в два раза по сравнению с контролем (покоящи-

еся клетки того же «возраста» без добавления пептида). В «старых» клетках (14Q) все три пептида стимулируют экспрессию KLF, при-

чем по величине этого эффекта они располагаются в том же порядке: AED (~ 5,5 раз) > KED (~ 2,3 раза) > KE (~ в 1,7 раза) по сравне-

нию с контролем. Таким образом, в «старых» покоящихся клетках (14Q) исследуемые пептиды оказывает аналогичное, но менее

выраженное действие на экспрессию гена, нежели в «молодых» (7Q).

PTEN. Ген PTEN экспрессируется в «молодых» покоящихся клетках (7Q) гораздо активнее, чем ген KLF, а уровень его экспрессии в

«старых» клетках (14Q) еще на порядок выше. В отличие от KLF, в «молодых» клетках (7Q) экспрессия PTEN не стимулируется, а, на-

оборот, снижается исследуемыми пептидами (AED ~ 1,6 > KE ~ 1,5 > KED ~ 1,1 раза) по сравнению с контролем. В «старых» клетках

(14Q) подавляющее действие пептидов на экспрессию PTEN еще более выражено: KE и KED ~ 5,7 раза > AED ~ 1,9 раза. Таким обра-

зом, геропротекторные пептиды сильно влияют на активность PTEN.

SUMO1. Ген SUMO1 оказался самым активно экспрессирующимся в «молодых» МСК (7Q) из исследованных генов, однако в «ста-

рых» клетках (14Q) уровень его экспрессии почти в пять раз ниже. Такое изменение может являться следствием возросшей нагрузки на

систему регуляция активности и транспорта белков. В «молодых» клетках (7Q) геропротекторные пептиды уменьшают экспрессию гена

SUMO1: AED в ~ 6,6 раз > KED ~ 4,5 раза > KE ~ 2,6 раза, во многом аналогично их действию на экспрессию PTEN. В «старых» клетках

(14Q), наоборот, пептиды стимулируют экспрессию SUMO1: AED в ~ 3,1 раза > KE ~ 2,9 раза > KED ~ 1,2 раза, по-видимому, компенси-

руя недостаток активности SUMO1.

APOE. В «старых» клетках (14Q) уровень экспрессии гена APOE примерно в 2,7 раза ниже, чем в «молодых» (7Q). В «молодых»

клетках (7Q) из геропротекторных пептидов лишь AED практически не влияет на экспрессию APOE, тогда как под действием KED и KE

уровень его экспрессии снижается в 1,8 и 1,3 раза, соответственно. В «старых» клетках (14Q) они, наоборот, стимулируют экспрессию

APOE: KED в 2,2 раза > KE в 1,5 раза, тогда как AED и в этом случае практически не влияет на нее.

SOD2. В «старых» клетках (14Q) уровень экспрессии гена SOD2 примерно в 1,5 раза выше, чем в «молодых» (7Q). Это подтвержда-

ет популярное мнение, что при старении нагрузка на систему антиоксидантной защиты увеличивается. В «молодых» клетках (7Q) три-

пептид KED практически не влияет на экспрессию SOD2, а пептиды AED и KE увеличивают ее примерно в 3 и 4 раза, соответственно.

В «старых» клетках (14Q) все три пептида стимулируют экспрессию SOD2: AED в 3,1 раза > KE в 2 раза > KED в 1,4 раза, что отражает,

по-видимому, положительный эффект исследуемых пептидов в условиях растущей нагрузки на систему антиоксидантной защиты.

SHC1. Уровень экспрессии гена SHC1 в «старых» клетках (14Q) примерно в 3 раза выше, чем в «молодых» (7Q). В «молодых» клет-

ках (7Q) трипептид KED практически не влияет на экспрессию SHC1, а два другие пептида действуют разнонаправленно: AED снижает

уровень экспрессии в 2,2 раза, а KE – в такой же степени увеличивает. В «старых» клетках (14Q) KED, как и в «молодых», практически

не влияет на экспрессию SHC1. AED в этом случает также почти не влияет, а KE повышает экспрессию примерно в 2,5 раза.

Итак, все три исследуемых пептида оказывают влияние на уровень экспрессии генов как в «молодых» (7Q), так и в «старых» клет-

ках (14Q). При этом «старые» клетки (Q14), как правило, более чувствительны к действию олигопептидов, чем «молодые» (Q7). Оче-

видно, степень стимуляции экспрессии генов пептидами зависит от пролиферативного статуса клеток. Эти данные позволяют предпо-

ложить, что геропротекторные пептиды действуют на клетки по-разному в зависимости от их пролиферативного статута, от которого, в

свою очередь, зависит и способность клеток реагировать на окислительный стресс и повреждения ДНК и скорость накопления таких

повреждений. В репликативно стареющих клетках, в условиях увеличивающейся нагрузки на регуляторные системы, геропротекторные

пептиды дополнительно стимулируют ее до уровня, соответствующего количеству повреждений. В стационарных культурах эти пепти-

ды еще сильнее стимулируют экспрессию генов регуляторных систем, адаптируя клетку к ее новому состоянию [2].

Исходя из вышесказанного, мы предполагаем, что изучение влияния препаратов на процесс старения, в том числе и клеточного,

требует предварительной оценки их действия на моделях с различным пролиферативным статусом клеток.

Работа выполнена при финансовой поддержке Российского научного фонда (проект 14-50-00029).
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АНТИВОЗРАСТНАЯ МЕДИЦИНА: ТРЕБОВАНИЯ К ГЕРОПРОТЕКТОРАМ ДЛЯ ЛИЦ ПОЖИЛОГО ВОЗРАСТА
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Измерение вариации имеет большое значение для изучения устойчивости изучаемых патологических явлений в старшем

возрасте. Так как уравнение Гомпертца недостаточно точно описывает смертность в пожилых возрастах, для лечения больных

пожилого возраста очень важно не только вычислить среднюю смертность, но и изучить ее устойчивость во времени и размер

флуктуации, показателем которых является коэффициент вариации продолжительности жизни (КВ
ПЖ

). Чтобы решить данную

проблему, мы обратились к методу, описанному А.В. Халявкиным [1], основанному на рассмотрении когорт, стареющих по зако-

ну Гомпертца, но различных по скорости старения. Учитывая размах показателей относительно средней величины, КВ выявляет

характер рассеяния отдельных значений признака вокруг этих центров, способствуя выявлению различий в действии геропро-

текторов. Мы обнаружили, что в популяциях с одинаковой максимальной ПЖ наблюдается значительный разброс по гетероген-

ности ПЖ: по-видимому, смертность зависит не только от «естественного» старения, но и от других факторов, в первую очередь,

болезней. Оценка распределения ПЖ дает важную информацию о том, является ли исследуемый препарат лекарством от той

или иной болезни или геропротектором, особенно в условиях, когда контрольная и опытная когорты мало различаются по мак-

симальной ПЖ. В целом изучение параметров кривых выживания людей в пожилом возрасте и долгожителей дает информацию

о влиянии геропротекторов и образа жизни, а также может служить фундаментальной основой при разработке рекомендаций

для клинических и лабораторных исследований.

Ключевые слова: старение, продолжительность жизни, кривые выживания, уравнение Гомпертца, коэффициент вари-

ации, модели старения
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Measurements of variation are of a great importance for studying stability of pathological phenomena in the older age. Since the

Gompertz equation does not accurately describe mortality in the elderly, it is very important for treatments of elderly patients not only to

calculate the average mortality, but also to study its stability over time and the fluctuation scale; those parameters are described by the


