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В настоящее время ведется активный поиск биомаркеров старения, в том числе и клеточных, которые позволили бы быстро и просто определять момент, когда организмы/клетки можно считать достигшими определенного возраста – состарившимися. Довольно популярными маркерами на сегодняшний день являются проявление активности ассоциированной со старением бата-галактозидазы (SA-β-Gal) и накопление 8-оксо-2’-дезоксигуанозина (8-охо-dG) в ДНК. Мы оценили их применимость в рамках нашей модели "стационарного старения", т.е. увеличения вероятности гибели культивируемых клеток при замедлении скорости их пролиферации в пределах одного пассажа и при дальнейшем пребывании в стационарной фазе роста.
В работе использовали трансформированные клетки китайского хомячка линии B11-dii FAF28 (клон 237). Культуру инкубировали в течение 14–15 суток при 37°C в среде ДМЕМ с добавлением 10% сыворотки крови крупного рогатого скота. В первой серии экспериментов из клеток на 4-е, 8-е и 15-е сутки выделяли ДНК и оценивали количество 8-охо-dG и dG в гидролизате ДНК с помощью хроматографического анализа ("Beckman-Gold", США) при длине волны 254 нм. В другой серии на 7-е и 14-е сутки клетки фиксировали на 3–5 минут в 2%-ном формальдегиде и 0,2%-ном глутаральдегиде, после чего инкубировали с X-Gal в течение 12–16 часов при 37°C.
Оказалось, что отношение 8-охо-dG/dG увеличивается с "возрастом" культуры. На 15-е стуки, когда клетки переходят в фазу вымирания и начинают гибнуть, соотношение достоверно увеличилось (22,40*10-5) по сравнению с этим показателем на 4-е (6,26*10–5) и 8-е (4,42*10–5) сутки, когда клетки только достигли монослоя и перешли в стационарную фазу. Обнаружили также, что в 14-суточной культуре процент клеток, окрашивающихся на SA-β-Gal, гораздо выше, чем в “молодой” (7-суточной) контрольной культуре, где окраска практически отсутствовала.
Таким образом, в "стационарно старой" культуре клеток китайского хомячка действительно происходит накопление 8-охо-dG, о чем свидетельствует значительное увеличение отношения 8-охо-dG/dG перед началом вымирания клеток. Следовательно, можно предсказывать увеличение вероятности их гибели в культуре по проявлению этого маркера. Кроме того, в "старых" клетках проявляется окраска на SA-β-Gal, что демонстрирует хорошую корреляцию этого показателя с "возрастом" культуры. Мы полагаем, что оба метода можно использовать для определения биологического возраста клеток при тестировании новых веществ, обладающих потенциальной геропротекторной активностью.
