В прошлом году данная заявка, в общих чертах, выглядела следующим образом:
Тема: Исследование на стационарных клеточных культурах механизмов старения и влияния на этот процесс различных геропротекторов и геропромоторов
Научный руководитель: зав. сектором эволюционной цитогеронтологии биофака МГУ д.б.н. Хохлов Александр Николаевич (khokhlov@genebee.msu.su; тел. 339-59-60 дом, 939-15-90 раб  -  удобнее всего эл. почта)
Геропротекторами называются любые химические или физические факторы, замедляющие старение экспериментальных животных или человека, а геропромоторами - факторы, ускоряющие его. К сожалению, на сегодняшний день единственное подходящее определение старения, которым располагает геронтология, это “увеличение вероятности смерти с возрастом”. Поэтому сделать окончательный вывод о том, является ли исследуемый фактор геропротектором или геропромотором, можно только с помощью сравнительного анализа кривых выживания контрольной и опытной популяций животных или человека. Именно по соответствующим изменениям таких кривых можно судить о характере влияния химического вещества или физического фактора на процесс старения.

Проведение такого рода исследований на человеке требует времени, сопоставимого со временем жизни самого исследователя, а также гигантских материальных затрат. Использование экспериментальных животных значительно ускоряет и удешевляет получение достоверных результатов, однако приводит к возникновению проблемы переноса полученных данных на человека, старение которого интересует нас в первую очередь. Как пример можно привести известный факт полного отсутствия у крыс (наиболее распространенных экспериментальных животных) амилоидоза, являющегося одним из главных проявлений старческой деградации мозга у человека. 

Все вышесказанное делает понятной необходимость создания экспериментальных моделей, обеспечивающих достаточно быстрое и достоверное тестирование геропротекторов и геропромоторов. Необходимо, однако, подчеркнуть, что исследования на любых моделях позволяют получить лишь предварительные результаты; окончательные же выводы могут быть сделаны лишь после изучения кривых выживания.
Мы разработали две новые модели, позволяющие в экспериментах на культивируемых клетках исследовать механизмы старения и тестировать геропротекторы и геропромоторы с минимальными затратами времени, сил и средств.

Первая модель, которую мы назвали клеточно-кинетической, основывалась на том хорошо известном обстоятельстве, что чем выше возраст донора диплоидных фибробластов человека, тем менее крутой является кривая их роста in vitro и тем меньше высота “плато”, характеризующая насыщающую плотность клеточной популяции, на этой кривой (рис.1). Сходные изменения были выявлены и при изучении старения in vitro “по Хейфлику”, т.е. увеличения числа пассажей, пройденных нормальными культивируемыми клетками. Определенные данные указывали также на то, что геропротекторы увеличивают высоту “плато”, а геропромоторы уменьшают ее. Кроме того, при прогерии (синдром преждевременного старения) насыщающая плотность культивируемых фибробластов оказалась сильно пониженной.
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Рис.1. Влияние возраста донора диплоидных фибробластов человека на кинетику их роста без пересева. По оси абсцисс - время после посева в культуральный флакон (сут), по оси ординат - плотность клеток во флаконе (усл. ед.). Пояснения в тексте.

Получить кривую, подобную приведенным на рис.1, можно за 15-20 сут (в случае клеток животных и человека). Таким образом, за 2-3 недели можно оценить “биологический возраст” исследуемой клеточной популяции. Основываясь на целом ряде данных, мы предположили, что кинетика роста может характеризовать “возраст” не только нормальных, но и трансформированных клеток высших организмов, а также бактерий, растений, микоплазм, водорослей и др.

Анализ данных, полученных на самых разных клетках, показал, что во всех случаях разработанный нами математический аппарат адекватно описывает кинетику их роста.

С помощью клеточно-кинетической модели мы обнаружили, что классический геропромотор, ионизирующая радиация, действительно уменьшает насыщающую плотность культивируемых клеток китайского хомячка, причем строго пропорционально дозе излучения. Так как сходные данные были получены при исследовании другого ДНК-тропного агента - тиофосфамида, а также низкочастотного электромагнитного поля, мы отнесли их к геропромоторам. В то же время, известный геропротектор эпигид (хлоргидрат 2-этил-6-метил-3-оксипиридина) в наших экспериментах увеличивал высоту “плато” на кривой роста не только культивируемых диплоидных фибробластов человека, но и суспензионной культуры микоплазмы Acholeplasma laidlawii, что служит еще одним подтверждением универсальности данного явления.

Вторая наша модель, названная моделью “стационарного старения”, основывалась на следующих положениях. Известно, что при развитии многоклеточного организма средняя скорость размножения составляющих его клеток уменьшается во много раз в результате возникновения в процессе дифференцировки специализированных органов и тканей, часто состоящих из неделящихся (мозг, сердце) или делящихся очень медленно (печень, мышцы) клеток. Есть основания полагать, что именно этот процесс приводит к возрастному накоплению в организме различных молекулярно-генетических изменений (главным образом, физико-химических повреждений ДНК). Это навело ряд исследователей на мысль о том, что стационарные клеточные культуры могут служить хорошей альтернативой модели Хейфлика, ибо в составляющих их клетках должны со временем накапливаться повреждения, сходные с повреждениями клеток стареющего организма. Процесс накопления таких повреждений в культивируемых клетках с увеличением времени после пересева (т.е. при снижении скорости пролиферации клеток и в процессе дальнейшего их пребывания в стационарной фазе) мы и назвали “стационарным старением”. Схематическое описание модели представлено на рис.2.
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Рис.2. Схематическое описание феномена “стационарного старения” культивируемых клеток. По оси абсцисс - время после посева в культуральный флакон (сут), по оси ординат - плотность клеток во флаконе (усл. ед.). Пояснения в тексте.

В экспериментах на культурах диплоидных фибробластов человека и трансформированных клеток китайского хомячка нам удалось показать, что в процессе “стационарного старения” в клетках, как и при старении in vivo, накапливаются однонитевые разрывы ДНК и сшивки ДНК-белок, изменяются уровни спонтанных и индуцированных сестринских хроматидных обменов, активность поли(АДФ-рибоза)-полимеразы, ультраструктура самих клеток и клеточных ядер, уровень метилирования ядерной ДНК. При этом клетки, как и при старении целого организма, непрерывно углубляются в состояние покоя. Сходные изменения были обнаружены другими авторами в исследованиях на клетках других типов, в частности, на микоплазме, цианобактериях и растительных клетках.

Тестирование геропротекторов и геропромоторов на данной модели проводится путем сравнительного анализа скорости “стационарного старения” в контрольных культурах и в культурах, подвергнутых воздействию изучаемого фактора.

Итак, судя по имеющимся данным, обе модели “работают” на клетках самой разной природы, что позволяет использовать эволюционный подход при анализе получаемых с их помощью результатов. Этот подход подразумевает, что механизмы старения на клеточном уровне должны быть практически одинаковыми у всех живых организмов, независимо от ступени эволюционного развития, на которой они находятся.

Кроме того, в обоих случаях мы изучаем воздействие геропротекторов и геропромоторов на клетки “в чистом виде”, т.е. в отсутствие влияния гормонов и центральной нервной системы, которые в целом организме могут сильно повлиять на характер получаемых результатов.

И, наконец, обе модели обеспечивают возможность проведения исследований непосредственно на клетках интересующего нас организма, будь то бактерия, простейшее, растение, животное или человек. Таким образом, исчезает необходимость экстраполяции полученных данных.

В заключение хотелось бы заметить, что клеточно-кинетическая модель, как и модель Хейфлика, является чисто “коррелятивной”, т.е. в ее основе не лежит никаких механизмов старения многоклеточного организма. Обе эти модели основаны лишь на целом ряде эмпирически выявленных корреляций, которые с определенной степенью достоверности позволяют делать вывод о геропротекторном или геропромоторном характере действия изучаемых факторов. В то же время модель “стационарного старения” является “сущностной” моделью, ибо она базируется на вполне определенных постулируемых нами механизмах старения in vivo. Это делает, на наш взгляд, данную модель наиболее привлекательной для дальнейших исследований возможностей тестирования биологически активных препаратов, интересных в геронтологическом отношении, в экспериментах на клеточных культурах.
В процессе работы по данной теме студент может освоить следующие методы:
1) Длительное культивирование клеток животных или человека.
2) Окраска клеток витальными красителями с последующим микроскопическим их анализом (в том числе – с помощью компьютерных программ анализа изображений).
3) Оценка эффективности клонирования клеток.

4) Получение кривых роста и гибели клеточных культур.
5) Математический анализ с помощью соответствующих компьютерных программ полученных кривых с последующим вычислением ключевых параметров, характеризующих "биологический возраст" и скорость "старения" изучаемых клеток.

6) Испытание геропротекторов (в частности, нового "митохондриального" антиоксиданта дезметоксимитоQ) на используемых в секторе клеточных моделях.
7) Изучение изменений некоторых ферментов в процессе "стационарного старения" культивируемых клеток.
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Собственно, в этом, 2004, году принципиально ничего не изменилось. Однако некоторые изменения и дополнения к тому списку, который напечатан перед списком литературы, все же имеют место. В частности, в п.6 вместо дезметоксимитоQ теперь следует написать SQ (новое антиоксидантное соединение, разработанное В.П. Скулачевым с сотрудниками). Предварительные его испытания уже проведены в нашей лаборатории, однако еще много чего нужно бы сделать.
Появился также новый раздел: "Изучение активности бета-галактозидазы в культивируемых клетках китайского хомячка и человека на разных стадиях их "стационарного старения". Указанный фермент является известным маркером старения на клеточном уровне. Хотелось бы узнать, будет ли этот маркер "работать" на наших клеточных моделях. Фактически, эта работа направлена на оценку "биологического возраста" клеточных культур.
И еще один новый аспект наших исследований. Перефразируя Шекспира, нас в настоящее время очень интересует ответ на вопрос "Alive or dead are those cells we study in our flasks and wells…". Если дать формальное определение клеточного старения, то это "увеличение вероятности смерти клетки с возрастом". Чтобы выяснить, действительно ли этот процесс имеет место в наших модельных системах, мы должны снять кривые выживания клеток, а для этого нам нужно непрерывно подсчитывать количество живых клеток в клеточных культурах. Оказалось, что это не такая простая задача, как кажется на первый взгляд. Различные методы оценки клеточной жизнеспособности дают разные результаты, так что по одним тестам клетка может быть живой, а по другим – мертвой. Кроме того, процесс "умирания" клетки здорово растянут по времени, поэтому получить четкую точку на кривой выживания еще более сложно. Из всего вышесказанного возникла задача подбора адекватного комплекса методов, позволяющего корректно снять кривую выживания клеток и, помимо всего прочего, оценить возможное влияние на эту кривую геропротекторов и геропромоторов.
И последнее (очень важное!). Практика показала, что у студентов первых курсов (да и не только первых) приоритет курсовой работы по отношению к другим (как правило, личным) делам достаточно низок. К сожалению, объяснить это культивируемым клеткам не удается и они, обычно, просто дохнут, если их, скажем, долго не пересевают. Поэтому совершенно необходимым условием работы по указанной теме является наличие реальной возможности регулярно появляться в лаборатории в обговоренное время (хотя это время и может быть практически любым – утром, днем, вечером).
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