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 1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ
 1.1   Актуальность темы.
—
Учитывая мировую тенденцию быстрого старения
человеческой популяции, необходимость исследования механизмов
старения с конечной целью разработки возможных путей продления
активного возраста и увеличения продолжительности жизни
человека не вызывает сомнений.
Малая эффективность существующих средств продления
жизни (Анисимов, Соловьев, 1999) может быть связана как с
непониманием глубинных механизмов старения, так и с незнанием
истинной возрастной динамики старения организма. В этой связи
 представляется актуальным «продольное» или прижизненное
 (лонгитудинальное) исследование возрастной динамики различных
 физиологических и биохимических показателей.
На сегодняшний день в геронтологии наиболее
распространено представление о старении как о линейном процессе
«накопления повреждений» (Стрелер, 1964; Frolkis et al., 1972; Лэмб,
1980; Эмануэль,  1984), о чем так же свидетельствуют попытки
отразить     степень     старения     особи,      используя     уравнения
-
множественной линейной регрессии (Минц, Дубина, 1984;
Бел Озерова, 1999). В значительной степени это связано с
отсутствием как надежных маркеров старения, так и методов
определения скорости старения индивида. В настоящей работе
прижизненно и индивидуально исследована возрастная динамика
нескольких показателей, принадлежащих к разным системам
организма (от биохимического уровня до поведения).
Модели ускоренного старения широко применяются в
экспериментальной      геронтологии.      Ионизирующая     радиация
активизирует свободнорадикальные процессы и, следовательно,
может увеличивать скорость старения (Александров, 1978; Comfort,
1964; Wheller, 1981; Эмануэль, Обухова, 1983;~Потапенко, 1992),
поэтому радиационно-ускоренное старение является наиболее
популярной .геронтологической моделью. До сих пор остается
неизвестным, является ли наблюдаемое сокращение
продолжительности жизни облученных мышей по сравнению с
контрольными именно ускорением естественного процесса старения,
и/или у данной модели имеются свои характерные особенности.
Поэтому актуальным представляется продольное исследование
возрастной динамики ряда показателей у облученных мышей с
целью конкретизации модели радиационно-ускоренного старения.
Известно, что регуляцию процессов перекисного окисления
липидов в организме можно эффективно осуществлять с помощью
синтетических и природных антиоксидантов и других
физиологически активных соединений, применяя их как пищевые
ингредиенты (Эмануэль и др., 1976; Морозов, Хавинсон ,1997;
Эмануэль, 1984; Бурлакова, Храпова, 1985; Дюмаев и др., 1995;
Жижина, Блюхтерова, 1997; Reiter, 1999; Анисимов, 1998). Бета-
каротин и коэнзим QlO являются активным началом многих
профилактических пищевых добавок (Nutry-Plus, Randox и др.),
витаминов (Vitrum) и косметических средств. Однако исследования,
посвященные влиянию этих веществ на продолжительность жизни,
крайне скупо представлены в литературе. Этим определяется
актуальность исследования геропротекторных свойств пищевых
добавок, содержащих бета-каротин и коэнзим QlO.
1.2   Цель и задачи исследования.
Целью настоящей работы является экспериментальный анализ
динамики старения интактных и облученных мышей и изучение
5
геропротекторных  свойств  пищевых добавок,  содержащих бета-
каротин и коэнзим QlO.
В связи с этим были поставлены следующие задачи:
· Оценить    гетерогенность    популяции    лабораторных
мышей   по   степени   старения   в   разные   возрастные
периоды.

· Изучить       возрастную       динамику       характеристик
центральной  нервной  системы  (а  именно,   величины
постоянных потенциалов в полушариях головного мозга
и показателя функциональной моторной асимметрии) в
процессе естественного старения.
· Провести       сравнительное       изучение       процессов
естественного     и    радиационного     старения     путем
измерения средней и максимальной продолжительности
жизни мышей, веса и температуры тела лабораторной
популяции мышей неинвазивными и прижизненными
методами.

· Исследовать      возрастную      динамику      эндогенного
окисления   гуанина,   продукты   которого   признаются
биохимическими маркерами старения, в норме и после
облучения.
· Оценить   геропротекторную   эффективность   пищевых
добавок, содержащих бета-каротин и коэнзим QlO.
1.3   Научная новизна и практическая ценность работы.
Научная новизна работы.
Впервые проведено прижизненное исследование возрастной
динамики ряда показателей, относящихся к. • разным системам
организма.    Показано,    что    все    эти    показатели    с    возрастом
изменяются    неравномерно,    более    того,    их    динамика    имеет
б
экстремумы, приходящиеся на возрастной период 10-18 мес. Этот
факт указывает на существование в позднем онтогенезе
критического периода, предшествующего проявлению
фенотипических признаков старения. С помощью корреляционного
анализа выявлен • маркер, обладающий предсказательной силой в
отношении продолжительности жизни. Таким образом, впервые в
экспериментальной геронтологии указан методический пием,
позволяющий прогнозировать индивидуальную продолжительность
жизни, что может служить оценкой скорости старения особи.
Впервые проведено многостороннее сравнение естественного и
радиационно-ускоренного старения мышей, вызванного облучением
головы в дозе 10 и 12 Гр. Впервые получена серия индивидуальных
возрастных зависимостей веса тела, ректальной температуры,
показателя функциональной моторной асимметрии и содержания
окисленного и метилированного гуанина в моче.
Показано, что облучение дозой 10 Гр головы мышей приводит к
изменению доминантности полушарий. Между показателем
функциональной моторной асимметрии и межполушарной
разностью потенциалов выявлена линейная взаимосвязь,
коэффициент которой меняет знак в средних возрастах. Определена
критическая область, приходящаяся на возрастной период 11-16
месяцев.
Обнаружены сезонные колебания концентрации окисленного
гуанина в моче мышей, амплитуда которых уменьшается с
возрастом, и, ритмичность которых нарушается у мышей
подвергшихся облучению.
Показано, что пищевые добавки, содержащие бета каротин и
коэнзим QlO компенсируют радиациошю-ускоренное старение,
проявляя терапевтические свойства. Обнаружено геропромоторное
ч
действие коэнзима QlO при скармливании его интактным мышам,
обсуждаются возможные причины этого эффекта.
Научно-практическая значимость ра&оты. Результаты
проведенных исследований имеют важное теоретическое и
практическое значение для понимания механизмов старения.
Фактически разработана последовательная методика
многосторонней проверки геропротекторных . свойств
лекарственных средств и биологически активных веществ.
Предложенный метод, в отличие от традиционного, выявляет не
только увеличение или уменьшение средней продолжительности
жизни, как результат применения препарата, но и позволяет
проследить особенности возрастной динамики физиологических и
биохимических показателей. Это дает возможность заблаговременно
обнаружить побочные эффекты действия лекарственных и
профилактических средств.
Положения, выносимые на защиту.
· Неоднородность когорты лабораторных мышей по степени
старения (биологическому возрасту) в возрастном периоде 5-
22 мес.
· Неравномерность      процесса      старения      на      основании
экстремального  характера индивидуальных и  усредненных
возрастных зависимостей веса тела, ректальной температуры и
показателя     функциональной     моторной     асимметрии     и
феномена изменения доминантности  полушарий  головного
мозга.
· Наличие    сезонных    колебаний    в    возрастной    динамике
концентрации продуктов окисления и метилирования гуанина
в моче мышей.
· Нарушение  вышеназванног  сезонного  ритма   и   изменение
доминантности    полушарий    головного    мозга    мышей    в
результате облучения головы в дозе 10 Гр. -
· Пищевые добавки, содержащие бета-каротин и коэнзим QlO,
обладают   терапевтическим   свойством   и   в   значительной
степени   компенсируют   радиационно-ускоренное   старение
мышей. Геропротекторных свойств данных пищевых добавок
не обнаружено.
1.4   Апробация работы.
Материалы диссертации докладывались на заседании
Московского отделения Геронтологического общества РАН, на
конкурсе работ молодых ученых ИБХФ РАН в 1999 (3-е место) и
2000 (1-е место) годах, II (Харьков, 1996) и IV (Харьков, 2000)
Международных симпозиумах «Биологические механизмы
старения», Научно-практической конференции «Использование
геропротекторов для предупреждения преждевременного старения»
(Одесса,
1996),
Между народгой
конференции
«Свободнорадикальные
процессы:
экологические,
фармакологические и клинические аспекты» (Санкт-Петербург,
1999), V Международной научно-практической конференции
«Пожилой больной» (Москва, 2000), Всероссийской конференции
«биологический возраст» (Пермь, 2000). В 2002 г. присуждена
премия Геронтологического общества РАН за лучшую работу среди
молодых ученых России по геронтологии.
Глава 2 Экспериментальные методы изучения
механизмов старения (обзор литературы)
2.1   Старение как предмет изучения.
Существует множество определений старения, их можно
разделить на два типа: одни утверждают, что в процессе старения
увеличивается вероятность смерти, другие подчеркивают, что
смерть становится неизбежной. Например, А. Комфорт дает
определение первого типа: «Старение является процессом или
группой процессов которые вызывают возможные разрушения
гомеостаза млекопитающих с течением времени». Определение В.П.
Войтенко относится ко второму типу: «Старение - совокупность
эндогенных процессов различной природы, сопряженных со
временем и приводящих организм к смерти» (Войтенко, Полюхов,
1986). Б. Стрелер определил «старение как совокупность изменений
возникающих, как правило, в пострепродуктивном периоде и
приводящих к понижению жизнеспособности отдельного
организма». Он выделил основные черты процесса старения:
глобальность (стареет все), эндогенность, летальность,
разрушительность, постепенность (Стрелер, 1964). Определения
первого типа, в отличие от определений второго типа, неявно
предполагают возможность потенциального бессмертия.
На сегодняшний день существует множество теоретических
концепций старения, которые по аналогии с определениями можно
разделить на две группы.
В книге «Введение в экспериментальную геронтологию» авторы
(Дубина и Разумович, 1975) отмечают, что «важнейшей
характеристикой всякого процесса, протекающего во времени (в т.ч.
и старения), является скорость. В соответствии с этим, измерение
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скорости старения представляется как первейшая задача
экспериментальной геронтологии». Из данных выше определений
следует, что старение характеризуется прежде всего изменением с
возрастом двух параметров: а) вероятности смерти (увеличивается)
и б) жизнеспособности (уменьшается).
Попытки измерить скорость старения на основании данных об
изменении одного из двух названных выше показателей дали начало
двум главным направлениям экспериментальной геронтологии:
популяционному (измерение вероятности смерти) и
индивидуальному (измерение жизнеспособности).
2.2   Популяционные исследования.
2.2.1 Измеряемые параметры.
Согласно А. Комфорту «Под вероятностью смерти понимают
вероятность того, что отдельный организм, который дожил до
времени t, умрет в интервале времени от t до t+At». Вероятность
смерти отдельной особи может быть выражена только статистически
через показатель смертности (R) той популяции к которой эта особь
принадлежит (Стрелер, 1964; Дубина, Разумович, 1975; Гаврилов,
Гаврил ова, 1991):
R=(N1+At - N0/(Nt*At) ,
где Nt и Nt+At - число выживших особей в момент t и t+At
соответственно.
Однако Т.Л. Дубина и A.M. Разумович отмечают, « что
выражение вероятности смерти через показатель смертности
популяции основано на допущении, что все особи этой популяции
стареют более или менее одинаково». Для вычисления показателя
смертности популяции необходимы статистические данные о
смертности,    которые    обычно    представлены    в    виде    кривой
и
выживания, то есть зависимости доли особей, доживших до данного
момента от времени. Таким образом единственным непосредственно
измеряемым в данном случае параметром является
продолжительность жизни особи.
На основании кривой выживания помимо показателя смертности
может быть вычислено множество параметров, таких как: средняя и
максимальная
продолжительность
жизни,
средняя
продолжительность предстоящей жизни и др., которые могут быть
использованы для оценки старения популяции.
2.2.2 Методы оценки скорости старения на основании кривых
выживания.
Так как изучение продолжительности жизни на основе анализа
кривых выживания исключает индивидуальный подход, то
единственным способом оценки скорости старения «остается
популяционно-статистическое исследование при варьировании
генетических и средовых факторов» (Гаврилов, Гаврилова, 1991).
Существует ряд способов ускорения старения: длительное
воздействие ионизирующего излучения в сравнительно небольших
дозах (Comfort, 1979, Акифьев, Потапенко, 1986), однократное
воздействие облучением в сверхвысоких дозах головного мозга
(Wheller et al, 1981, Потапенко, Обухова, 1992а, 19926), различные
шоковые воздействия. Также известно множество способов
замедления старения: содержание животных при низкой
температуре и недостаточном питании, различного рода диеты, с
преобладанием тех или иных микроэлементов, длительное
воздействие антиоксидантов. Но будучи ускоренным или
замедленным процесс старения может приобрести некоторые
характерные особенности, не свойственные физиологическому
старению (Анисимов, Соловьев, 1999).
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Одним из критериев естественности возрастных процессов
является сохранение закона вымирания популяции. Для проверки
пользуются различными способами нормиро_вки оси времени
(Izmaylov et al., 1993a, 19936; Акифьев, Потапенко, 1986). Если
наблюдаемое в опыте ускорение или замедление адекватно отражает
процесс естественного старения, то нормированные кривые
совпадают. Статистически достоверные различия нормированных
кривых требуют отдельного объяснения.
Л.К. Обухова и Н.М. Эмануэль (1983), изучая влияние
антиоксидантов на продолжительность жизни мышей обнаружили,
что «одно и то же воздействие приводило у мышей разных линий к
различным изменениям кривой выживания по сравнению с
контрольной группой». Для объяснения авторы предложили
«разделить группу животных на субпопуляции: «короткоживущих»
и «долгоживущих». Геропротекторы по-разному влияют на
животных этих подгрупп, и в связи с этим различным является
характер изменения суммарных кривых выживания.
1. Если длительность жизни всех членов группы возрастает на
одну   и   ту   же   величину,   увеличиваются   и   средняя,   и
максимальная     продолжительность     жизни,     то     кривая
выживания     параллельно     смещается/   вправо.     Скорость
смертности при этом не меняется.
2. Воздействие уменьшает скорость смертности только в группе
«долгоживущих»  животных.  В  этом   случае  и  средняя  и
максимальная продолжительность жизни также возрастает»,
но кривая меняет форму, делаясь более пологой по сравнению
с контролем.
3. Если       удлиняется       время       жизни   '   короткоживущей
субпопуляции, а величина максимальной продолжительности
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жизни не меняется, то» кривая делается более прямоугольной
по сравнению с контролем. «Скорость смертности при этом
возрастает , но средняя продолжительность жизни тем не
менее увеличивается.
2.2.3 Особенности популяционных исследований.
Как отмечается многими авторами, одной из наиболее важных
особенностей данных по выживанию является то, что распределение
времени жизни не подчиняется нормальному закону. Точный вид
распределения неизвестен, но наилучшей аппроксимацией признана
функция Гомпертца. Поэтому для сравнения кривых выживания не
применимы такие широко используемые критерии, как критерий
Стьюдента и хи-квадрат. Это обстоятельство заставляет
использовать методы непараметрической статистики, например
критерии Мантеля - Кокса, Гехана - Бреслоу и Колмогорова -
Смирнова, которые по сравнению с обычными параметрическими
методами являются более новыми и менее известными. (Ермаков,
Гаврилова, 1987) Популяционный метод не позволяет оценить
степень старения отдельной особи. (Дубина, Разумович, 1975)
2.3   Индивидуальные исследования.
2.3.1 Измеряемые параметры
Если популяционные методы исследования старения
предполагают оценку вероятности смерти живого существа в
каждый момент времени, то индивидуальные исследования - это
попытка оценить жизнеспособность изучаемого объекта. Стрелер и
Милдван определяли жизнеспособность как некое средне
взвешенное значение жизненности всех подсистем, а жизненность,
как максимально возможную скорость расходования энергии на
восстановление
исходного
состояния
подсистемы.
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Непосредственное и точное измерение жизненности и
жизнеспособности невозможно, однако, любой физиологический
или биохимический показатель так или иначе^ отражает степень
жизнеспособности экспериментального животного в данный момент
времени.
Все исследуемые параметры можно разделить на две группы.
a) Показатели,      измерение      которых       возможно      только
инвазивными   методоми,   что   сопряжено   с   умерщвлением
животного.    К    ним    относятся    содержание    различных
ферментов, веществ и микроэлементов в жизненно важных
органах, мембранные  потенциалы клеток сердца, мышц и
мозга, компоненты генетического материала.
b) Параметры,  которые  могут  быть  измерены   неинвазивным
методом, это - характеристики поведения, температура, вес,
размеры     тела,      содержание      различных      веществ      и
микроэлементов в моче, фекалиях и волосах животных.
В случае использования неинвазивных методов у исследователя
имеется возможность дальнейшего наблюдения за исследуемым
объектом и определения его продолжительности жизни.
2.3.2 Методы оценки степени старения в индивидуальных
исследованиях.
Оценка уровня жизнеспособности и степени старения
экспериментальных животных может осуществляться двумя
методами: "поперечным" (групповое сравнение) и "продольным".
Поперечное исследование предполагает однократное измерение
изучаемых параметров у особей разного возраста в данный момент
времени. Продольный метод подразумевает наблюдение за одними и
теми же животными в течении длительного периода от юности до
старости и смерти. Результатом как поперечного так и продольного
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исследования является возрастная зависимость изучаемого
параметра, которая, в отличие от кривой выживания, позволяет
сравнивать между собой молодых и старых.         _
Известно, что календарный возраст не может в полной мере
отразить степень старения индивидуума. Кривая выживания
указывает на то, что ровесники могут стареть с разной скоростью, и
иметь значительные отличия по продолжительности жизни.
Величиной, характеризующий степень старения особи, является
биологический возраст, значение которого можно вычислять двумя
различными способами.
В первом случае проводится поперечное исследование
комплекса параметров, отражающих жизнеспособность.
Полученные возрастные зависимости аппроксимируются прямой, и
для каждой из них вычисляются коэффициенты линейной регрессии
и корреляции. Биологический возраст описывают как линейную
функцию, зависящую от значений измеряемых параметров. При
вычислении коэффициентов уравнения используют как
коэффициенты линейной регрессии и корреляции данного
показателя и возраста, так и коэффициент корреляции между
независимыми переменными. Маркеры биологического возраста,
входящие в комплекс, должны удовлетворять следующим
условиям: 1) однонаправленность, закономерность и
непрерывность изменений их на протяжении онтогенеза, 2)
достаточная интенсивность изменений показателей, 3)
возможность количественной оценки маркера, 4) способность
отражения адаптационных возможностей организма, 5)
стабильность и воспроизводимость, 6) объективность, 7)
безопасность (Минц и др., 1984; Белозерова 1999). Вычисленная
таким образом величина биологического возраста измеряется во
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временных единицах (годах, месяцах), ранее она рассматривалась
как «норма» старения, то есть указывает какие именно значения
показателей должен иметь индивидуум по достижении
определенного возраста.(Минц и др., 1984). В более поздних работах
отмечается, что- сопоставление вычисленного биологического
возраста и хронологического возраста для одной особи некорр.ектно.
Для каждого индивидуума вводится понятие «должного
биологического возраста», который и является . новым
популяционным стандартом старения (Белозерова, 1999).
Отклонение от «директивных» значений расцениваются как
ускорение или замедление процесса старения. Оценка степени
старения производится в данном случае путем сравнения реальных
показателей особи с нормой: «биологическим возрастом» или
«должным биологическим возрастом».
Другой способ оценки степени старения предполагает
использование результатов продольного исследования. Значения
показателей, измеренные в разном возрасте, сравниваются между
собой для каждого животного. Биологический возраст может
вычисляться различными способами, но в любом случае это
величина безразмерная, изменяющаяся в пределах от нуля
(рождение) до единицы (смерть). Простейшим вариантом такого
рода оценок является приравнивание биологического возраста (БВ) к
относительному, то есть: БВ = КВ/ПЖ, где KB - календарный
возраст, ПЖ - продолжительность жизни (Обухова, Потапенко,
1988). Эта методика предполагает отсутствие видовой нормы
старения, утверждая тем самым, что слабое животное не обязательно
является старым, а сильное - молодым. Но наиболее точные оценки
биологического возраста могут быть произведены только после
смерти изучаемой особи.
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2.3.3 Приоритеты изучения возрастных изменений в
 экспериментальной геронтологии.
Анализ особенностей современных исследований процесса
старения проводился на основании выборки из 32 найденных нами
по Internet публикаций, которые отвечали следующим требованиям:
1)
опубликованы на английском или русском языке в 1998 - 1999 гг.,
2)
объектом   изучения  являлись   интактные   мыши,   крысы   или
морские   свинки,   содержавшиеся   в   стандартных  условиях.   Нас
интересовали не конкретные объекты измерения, а методология,
которая    включает:    во-первых,    способ    изучения,    во-вторых,
приоритетную ткань, в-третьих, характер возрастных изменений, его
однородность и воспроизводимость. Поэтому работы были разбиты
на две группы - морфологическое и биохимическое изучение.
Из 32 рассмотренных работ только одна была выполнена
продольным методом. В ней изучались возрастная динамика
артериального давления у мышей. Остальные исследования были
проведены поперечным способом, они содержали возрастные
зависимости 100 различных параметров (таблица №10 в
Приложении).
Наибольшее внимание было уделено изучению мозга (40%
исследований) (рис. 1). Кроме того, исследовались органы слуха
(16%), кровь (13%), аорта (9%), сердце (6%), легкие (4%), печень
(2%), спинной мозг (2%) и другие ткани. Для сравнительного
анализа были использованы сведения из книги "Биохимия старения"
(Kammgo, 1980), в которой систематизированны данные за 1954 - 78
годы. Тогда наиболее часто изучаемой тканью была печень (44%
публикаций), мозг занимал второе место (24%). За последние 30 лет
в биологии старения произошло существенное смещение акцентов, и
 предположение, что процесс старения инициируют изменения
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Рисунок 1. Ткани, наиболее часто изучаемые в экспериментальной
биологии.
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в тканях центральной нервной системы разделяется большинством
ученых.
Изучению биохимических свойств тканей посвящено 59% всех
исследований (рис 2). Наблюдается общая тенденция уменьшения
активности ферментов с возрастом. Аналогичная закономерность
прослеживается и для данных 1954 —78 гг.
Около четверти всех рассмотренных исследований посвящено
изучению возрастных изменений морфологии отдельных клеток
различных тканей (в основном тканей нервной системы) и/или их
органелл (рис 3). Прослеживается тенденция уменьшения
количества клеток с возрастом, но размеры их при этом
увеличиваются.
Всего две работы из выборки (помимо той работы," которая
выполнена      продольным      методом)      посвящены      изучению
#
физиологических    показателей.    В    одной    из    них    обнаружен
возрастной спад уровня постоянных потенциалов различных отделов
мозга. Другая посвящена изучению тета ритмов в гиппокампе, и
выявляет уменьшение пика частоты тета ритма второго типа у
старых животных по сравнению с молодыми.
Повышенный интерес современных геронтологов к биохимии и
морфологии клеток и фактическое отсутствие внимания к
физиологическим показателям свидетельствует о господстве
дедуктивного подхода к проблеме старения. Этот подход
предполагает, что старение клеток и их органелл является причиной
одряхления всего организма. Для изучения биохимических и
морфологических показателей тканей, как правило, требуется
умерщвление животного, что вынуждает исследователя
20
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Рис. 2. Характер возрастных изменений биохимических показателей,
согласно литературным данным за 1998-99 гг. (А) (59 работ) и за
1954-78 гг. (Б) (133 работы).
21
[image: image34.jpg]


[image: image35.jpg]10

15

25
20

30




[image: image36.jpg]



[image: image6.jpg]16

=

ARERMLOAL OBAORHLION




1 Щ Кол-во клеток
' нразмеры клеток
[image: image7.jpg]



уменьшается       не изменяется    увеличивается
Рисунок 3. Характер возрастных изменений количества и
размеров клеток в различных тканях, согласно литературным
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использовать поперечную методику проведения опыта. Чем больше
возрастных групп будет в эксперименте, проводимом таким
образом, тем точнее можно судить о динамике процесса старения.
Но в рассмотренной выборке в 13 работах из 31 было всего две
группы: молодые и старые, а в других 15 публикациях к ним
добавлялась еще третья группа среднего возраста (рис. 4). При этом
средний возраст мышей и крыс варьировал от 6 до 19 мес, а
пожилой - от 14 до 28 месяцев. Широкое применение в
геронтологии поперечного метода с малым количеством (2-3)
возрастных групп привело к тому, что на сегодняшний день хорошо
изучено, чем молодые отличаются от старых, но остается
неизвестным, как происходит это превращение.
Только в трех публикациях из 31 рассматривался более широкий
набор возрастов (в одной четыре, а в двух других 5 групп), и в двух
случаях из трех полученная возрастная динамика имела
экстремальный (нелинейный) характер. В работе H. De Almeida et al
(1998) обнаружено, что в возрасте от 2 до 12 месяцев содержание
сывороточного кортикостерона во внутренних зонах адренальной
коры мозга крыс-самцов Вистар увеличивается, а затем (с 12 до 24
мес.) уменьшается до уровня, который оказался ниже, чем был в 2
мес. Похожая динамика наблюдается/ для содержания
адренокортикотрпного гормона в плазме внутренних зон
адренальной коры мозга с тем отличием, что величина этого
параметра в 24 мес. выше, чем в 2 мес. Если бы исследователи взяли
только две возрастные группы (2 и 24 мес), то было бы
зафиксировано уменьшение первого и увеличение второго
параметра с возрастом, что привело бы к искажению результата.
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Рис. 4. Количество экспериментальных групп животных в опытах
по изучению старения, по литературным данным 1998-99 гг.
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Экстремальный   характер   возрастной   динамики   параметра
может иметь-несколько причин (Дубина, Орлов, 1987).
1) Если   максимум   или   минимум   появляется   в   старшей
возрастной группе, как будто указывая на «обратное развитие»
возрастных   изменений,   то,  как  правило,  это   происходит  из-за
эффекта избирательной смертности. Он заключается в том, что до
глубокой старости доживают наиболее сильные животные.
2) Если    в   когорте    имеются   две   и    более    выраженные
субпопуляции,    то    на    усредненной    возрастной    зависимости
параметра может появиться экстремум, даже тогда, когда у каждого
отдельного индивидуума показатель меняется с возрастом линейно.
3)
Причиной     появления     «горба»     или     «впадины»     на
популяционной    картине    возрастных    изменений    может    быть
экстремальный характер индивидуальных зависимостей изучаемого
показателя. При проведении поперечного исследования, даже если
число   изучаемых   групп   велико,   не   может   быть   достоверно
определена причина появления экстремума возрастной динамики
потому, что отсутствуют индивидуальные зависимости и данные по
выживанию.
Проведение продольного исследования является более
длительным и трудоемким, по сравнению с поперечным, и
накладывает серьезные ограничения на методы измерения - они
должны быть неинвазивными. Кроме усредненной зависимости
продольный метод дает возможность проследить индивидуальную
динамику параметра и построить кривую выживания. По этому
продольное исследование является предпочтительным для изучения
закономерностей процесса старения.
В нашей работе при изучении процессов естественного и
радиационно-ускоренного   старения   был   применен   продольный
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метод исследования на когортах мышей. В качестве
индивидуальных характеристик измерялись продолжительность
жизни, вес и температура тела, постоянные потенциалы мозга,
показатели моторной асимметрии, содержание окисленного гуанина
в моче мышей в контрольных группах животных и получавших с
пищей бета-каротин и коэнзим QlO.
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Теоретическая часть.
Глава 3  Оценка гетерогенности популяции по бгепени
старения.
Изучая возрастные зависимости физиологических и
биохимических параметров необходимо учитывать, что в каждый
момент времени на величину показателя влияет не столько
календарный возраст особи, сколько ее степень старения, для
отражения которой используют понятие биологического возраста
(см. Обзор литературы). В разные периоды времени изучаемая
когорта может быть более или менее однородна по биологическому
возрасту. От этого зависит степень достоверности усредненных по
данной группе данных. Разработанная нами методика позволяет на
основе кривых выживания оценить гетерогенность популяции по
биологическому возрасту и выявить наиболее однородные
возрастные группы животных.
Гетерогенность      популяции      оценивали      по      плотности
распределения и дисперсии биологического возраста.
Биологический возраст х вычисляли по формуле:
x=t/T,
(I)
где T- продолжительность жизни, а * - календарный возраст
особи, так что 0<t<Tn 0<х<1 (Обухова, Потапенко, 1988).
Если аппроксимировать кривую выживания функцией
Гомпертца, и учесть, что она фактически представляет собой
зависимость численности когорты / (в долях от первоначального
количества особей) от продолжительности жизни (T) ее членов, то
получим выражение:
1(T) = exp[-(Ro/b)(exp(bT)-l)]
.
(2)
где Ro и Ъ - коэффициенты, характеризующие данную кривую
выживания.
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Функция распределения продолжительности жизни F(T) равна:
F(T)=A(T). Согласно формуле (1), можно выразить
продолжительность жизни через календарный... и биологический
возраст особи: T=t/x.
Произведя в формуле (2) соответствующую замену переменных
и учитывая, что плотность распределения g(t,x) биологического
возраста х для фиксированного календарного возраста t равна:
g(t,x)= -F'(t,x), получаем
g(t,x) = (Rot/^explbt/x+Ro/ba-expfbt/x))]
(3)
Теперь для биологического возраста можно вычислить все
необходимые характеристики распределения, в том числе
математическое ожидание и дисперсию. При этом следует иметь в
виду, что в определении биологического возраста (1) была неявно
введена тета-функция, которая ограничивает допустимый
календарный возраст продолжительностью жизни и, следовательно,
ограничивает биологический возраст единицей. Это необходимо
учитывать при интегрировании плотности распределения (3), так как
при t>0 мы «обрезаем» ее значением 1 и, если не ввести
соответствующую нормировку, то интеграл от g(t,x) по х от 0 до 1
будет меньше 1.
На рисунке 5 представлены нормированные к максимуму
кривые выживания для дрозофилы, мышей (собственные данные) и
человека (демографические данные), аппроксимированные
функцией Гомпертца (Конрадов, Кутыркин, 1988). Качество
аппроксимации в интегральном виде удовлетворительное.
Вычисленные параметры функции Гомпертца представлены в
таблице 1. Распределение биологического возраста во всех трех
случаях имеет похожий вид: положительную асимметрию и
меняющуюся дисперсию. На рисунке 6 представлено распределение
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биологического возраста мышей для разных значений календарного
возраста. Если средний биологический возраст монотонно
возрастает при увеличении календарного возраста, то дисперсия
ведет себя сложнее (рисунок »7). Возрастная динамика дисперсии
биологического возраста для трех рассмотренных видов имеет
экстремальный характер, и достигает максимума в средних
возрастах (0,5- 0,7 от СПЖ для каждого вида).
Практически, это означает, что группы совсем молодых (до 5
мес.) и очень старых (старше 25 мес.) мышей можно считать
однородными по биологическому возрасту, то есть внутри каждой
из этих групп животные имеют близкую степень старения. В
возрастном интервале от 10 до 20 мес. наблюдается максимум
гетерогенности популяции по биологическому возрасту. Это
означает, что в группу животных одного календарного возраста
отобранных случайным способом для биологических измерений,
попадут особи, значительно различающиеся по предстоящей
продолжительности жизни и степени старения.
Например, мышь, взятая в календарном возрасте 10 мес, имеет
достаточно высокую вероятность (более 75% от максимальной)
прожить от 8 до 17 мес. Этот интервал покрывает 30% всей
продолжительности жизни животного. Ситуацию нельзя изменить в
лучшую сторону увеличением объема выборки, так как это не
меняет принципиально картину распределения, а лишь уточняет ее.
Таким образом, усредняя экспериментальные данные для
животных среднего возраста (10-20 мес.) необходимо учитывать
систематическую ошибку измерений, возникающую в результате
неоднородности популяции по биологическому возрасту.
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Таблица 1. Параметры функции Гомпертца.
	Вид
	Размер
популяции
	Ro
	В

	Дрозофила
	1775
	0,001316
	0,0826

	Мышь
	345
	0,003056
	0,1753

	Человек*
	-
	0,000049
	


* Шведы мужчины, 1971 - 1975 гг.
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Рисунок 5. Нормированные к максимуму кривые выживания
для дрозофилы (3), мыши (2) и человека (1) и их аппроксимация
функцией Гомпертца.
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Рисунок 6. Распределение биологического возраста мышей для
разных значений календарного возраста (указано на кривых, мес),
рассчитанное по параметрам функции Гомпертца.
32
[image: image9.jpg]



и
та
а
со
о
и
g
о
о ц
Ф Ш
У     •
s з:
и ы
о о
§
S
ю
к
S
и
а
ф
с
о
S

0.15
0.10
0.05

0.5

1.0

1.5
Календарный  возраст,   отн.ед.
Рисунок 7. Дисперсия биологического возраста, как функция
календарного возраста, нормированного на среднюю
продолжительность   жизни   для   дрозофилы (3),   мыши (2)
и человека (1).
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Экспериментальная часть
Глава 4 Материалы и методы исследования.
4.1   Использованные животные.
В работе использовались мыши самки CBA в возрасте от 3 до
28 месяцев. Животные были получены в разное время из питомника
лабораторных животных «Крюково» и содержались при комнатной
температуре, естественной освещенности и на стандартном рационе.
В каждой клетке находилось не более 12 мышей. Изучали 13
экспериментальных групп мышей, численность которых, период
наблюдения и измеряемые параметры представлены в Таблице 2.
В возрасте 4-х месяцев животных из 5, 6, 7, 8, 11 и 12 групп
подвергли воздействию рентгеновского излучения в дозах" 10 и 12
Грей (Таблица 2) на установке РУТ 200-20-2 (мощность дозы 2,5
Гр/мин). Облучали только головы мышей, тела были защищены
стальным экраном толщиной 9 мм. Неподвижность животных
обеспечивалась предварительным введением им подкожно
наркотика нембутала в физиологическом растворе в дозе 80 мг/кг
веса тела. После облучения проводилась реанимация: мышей
укладывали на правый бок на деревянную поверхность, которая
поддерживалась при температуре 400C, и/сохраняли в таком
положении до восстановления нормальной двигательной
активности. Все облученные животные выживали.
Дозовая зависимость средней продолжительности жизни
мышей-самок CBA, облученных по нашей методике, представлены
на рисунке 8. Данные аппроксимированы прямой, коэффициент
корреляции между дозой рентгеновского облучения и средней
продолжительностью жизни равен -0,63. Для построения этой
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Таблица 2. Экспериментальные группы мышей.
	Группа
мышей
	JVa
опыиа
	Время наблюдений
	Воздействие
	ИзмеряемыТГпараметры
	Число
мышей
в
группе

	1
	1
	Март 1993-март
1994
	Интактные
	ПЖ, вес тела, показатель
функциональной моторной
асимметрии, содержание
окисленного гуанина в моче.
	20
t

	2
	2
	Февраль 1993-
январь 1995
	Интактные
	ПЖ, вес тела, содержание
окисленного гуанина в моче.
	20

	3
	3
	Март 1993- январь
1995
	Интактные
	ПЖ, вес тела, показатель  •
функциональной моторной
асимметрии, содержание
окисленного гуанина в моче.
	20

	4
	4
	Октябрь 1993 -
сентябрь 1995
	Интактные
	ПЖ, вес тела, температура,
показатель функциональной
моторной асимметрии,
содержание окисленного гуанина
в моче.
	20

	5
	3
	Июнь 1993 - май
1994
	10 Гр
	ПЖ, вес тела, содержание
окисленного гуанина в моче:
	10

	6
	2
	Февраль 1993-
январь 1995
	10 Гр.
	ПЖ, вес тела, содержание
окисленного гуанина в моче.
	•   20

	7
	4
	Апрель 1994 - август
1995
	10 Гр.
	ПЖ, вес тела, температура,
показатель функциональной
моторной асимметрии,
содержание окисленного гуанина
в моче.
	21

	8
	2
	Февраль 1993- июнь
1994
	12 Гр
	ПЖ, вес тела, содержание
окисленного гуанина в моче.
	20

	9
	2
	Февраль 1993-
декабрь 1994
	Бета-каротин
	ПЖ, содержание окисленного
гуанина в моче.
	20

	10
	2           Февраль 1993-
сентябрь1994
	Коэнзим QlO
	ПЖ, содержание окисленного
гуанина в моче.
	20

	11
	2
	Февраль 1993-
декабрь 1994
	10 Гр. + бета-
каротин
	ПЖ, вес тела, содержание
окисленного гуанина в моче.
	20

	12
	2
	Февраль 1993-
октябрь 1994
	12 Гр. +
коэнзим QlO
	ПЖ, вес тела, содержание
окисленного гуанина в моче.
	20

	13
	5
	май 1996-июнь 1997
	Интактные
	Показатель функциональной
моторной асимметрии,
потенциалы левого и правого
полушарий головного мозга.   -
	15
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Рисунок 8. Зависимость средней продолжительности жизни
мышей от дозы облучения. Уравнение линейной регрессии
представлено на графике.
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зависимости представлены как собственные, так и литературные
данные (Потапенко, Обухова, 1992).
4.2
Использованные реактивы.
В работе использованы следующие вещества и реактивы.
1. Препараты   бета-каротин   и   коэнзим   QlO   выпущенные
фирмой "Solgar vitamin Co.  INC"  США в  виде  капсул,
приведенные в водорастворимую   форму для употребления
человеком в качестве пищевых добавок.
2. Фосфатный буфер таблетированный, фирмы SIGMA, США.
3. Метанол, фирмы SIGMA, США.
4. Силикагель SPE RP-18, фирмы "Merck", Германия.
5. Дистиллированная вода, перегнанная вторично в'кварцевой
установке.
4.3
Схема применения пищевых добавок, содержащих
антиоксиданты.
Начиная с 5-месячного возраста, и в течение всей жизни два
раза в неделю мыши из 7 и 9 групп получали бета-каротин, а мыши
из 8 и 10 групп — коэнзим QIOb дозах 0,3 мг/кг и 0,4 мг/кг веса тела,
соответственно. Оба препарата выпущены фирмой "Solgar vitamin
/
Co. INC" U.S.A. в виде капсул. Мыши получали бета-каротин и
коэнзим QlO в виде нанесенного на хлеб водного раствора. Оба
вещества являются антиоксидантами и радиопротекторами. Дозы
препаратов для геронтологических опытов были подобраны так, что
их однократное предварительное введение обеспечивало 50%
выживание мышей после рентгеновского облучения всего тела в
дозе 7,5 Грей.
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4.4   Методы исследования.
4.4.1
Измерение веса тела и ректальной температуры мышей.
Эти показатели определяли у мышей в течение всей жизни с
периодичностью 1 раз в месяц. Температуру измеряли в 3 часа
пополудни, использовали термометр фирмы Cole Parmer, модель
8502-12 и термистор YSI модель 423.
4.4.2
Изучение поведения в T- лабиринте и измерение постоянных
потенциалов мозга мышей.
Проводилось исследование моторной асимметрии интактных и
облученных мышей в разном возрасте. Каждое животное изучалось
в лабиринте не чаще, чем 1 раз в 20 дней, это позволяло исключить
влияние запоминания «местности». Процедура проводилась при
комнатной температуре, естественной освещенности и всегда в одно
и то же время (2-4 часа пополудни). Пройдя по длинному коридору,
мышь сворачивала в правый или левый отсек. Для каждого
животного определяли число побежек направо (П) из 10. Мыши,
предпочитавшие поворот направо (8 или более поворотов),
составляли группу «правшей» (условно), предпочитавшие поворот
налево - группу «левшей», остальные - группу амбидекстров. Для
популяции вычисляли коэффициент асимметрии Кае:
Kac=ln-5l,    .'
где П - среднее число побежек направо из 10 для данной
экспериментальной группы. Для «правшей» и «левшей» значение
Кае варьирует от 3 до 5, значения Кас<3 характерны для
амбидекстров.
Измерение величины постоянного потенциала мозга
проводилось у интактных мышей разного возраста предварительно
прошедших тестирование в T- лабиринте. Величину постоянного
потенциала измеряли в левом (Ш) и правом (Un) полушарии мозга
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животного. Во время измерения животное находилось в состоянии
бодрствования, на голове мыши делали «пробор», обнажив участок
кожи, и обезжиривали этиловым спиртом. И.спользовали пару
хлорсеребряных электродов, один из которых касался кожи
животного, а другой находился в 30% водном растворе Na Cl.
Каждое измерение проводилось не менее пяти раз.
4.4.3 Определение содержания окисленного гуанина в моче.
Для сбора мочи 2- 4 мыши одного возраста помещались в
метаболическую камеру на сутки. Животные обеспечивались
кормом и водой, и могли свободно передвигаться. Мочу хранили
при температуре -17 0C. В каждой пробе мочи определяли
концентрацию 8-гидрокси-дезоксирибогуанозина (8ОНдГ) и 8-
гидроксигуанина (8ОНГ).
Метод измерения содержания специфических продуктов
окисления оснований ДНК (тимин-гликоля, тимидин-гликоля,
8гидроксидезоксигуанозина) в моче был предложен Б. Эймсом с
сотрудниками (Cathcart et. al., 1984; Shigenaga et. al., 1990) как
прижизненный метод определения уровня эндогенного окисления
ДНК к организме животных и человека. Основным биомаркером
этого процесса считают 8-гидроксигуанин, выщепляемый из ДНК
гликозилазой, и 8-гидроксидезоксигуанозин, удаляемый
эндонуклеазами в процессе репарации, поскольку их содержание в
ДНК и моче является доминирующим (Simic, 1992). Известно также,
что в моче присутствуют метилированные производные гуанозина:
Ы2диметилгуанозин и гуанин, метилированный по 1 и 7 положению
(Weismann et. al., 1957).
В указанную методику (Shigenaga et. al., 1990) нами внесены
следующие изменения:
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1) Проведено     определение     оптимального     объема    мочи,
наносимой на колонку силикагеля SPE RP18 (500 мг) в
зависимости от исходной оптической плохности В2бокаждого
образца.
2) Увеличена продолжительность промывки колонки буфером
А до полного смывания всех водо-растворимых продуктов
(D260-O5I).
3) Увеличено до трех количество фракций, элюируемых 15%
метанолом.
4) Экстракцию 8ОНГ проводили чистым метанолом.
5) Регистрировали УФ спектр каждой фракции.
Аликвоту мочи с оптической плотностью 50 о.е. при 280 нм,
наносили на колонку, содержащую 500 мг силикагеля RP-18,
предварительно промытую 5 мл метанола, 10 мл воды и
уравновешенную 10 мл. буфера А (50 мМ KH2PO4 рН 7,5). Колонку
промывали буфером А порциями по 2 мл до тех пор, пока значение
оптической плотности при длине волны 280 нм не снижалось до 0,1-
0,2 о.е. Промывание продолжали 5% раствором метанола в буфере
А, собирая отдельно 2 или 3 фракции объемом по 2 мл. Затем
элюировали 8ОНдГ 15% раствором метанола в буфере 50 мМ
KH2PO4 (рН 5,5), и 8ОНГ - метанолом, собирая7фракции по 2 мл.
Спектр каждой фракции записывали на спектрофотометре
Specord UV-Vis (Германия). Затем проводили математическую
обработку спектров.
Регистрировали значения оптической плотности D спектра
фракции, соответствующие длинам волн 250, 260, 280, 293 нм. Из
публикаций УФ-спектров (Векстерн, Баев, 1965; Досон и др., 1991)
окисленных и метилированных производных гуанина,, которые
могут присутствовать в моче мышей, были взяты коэффициенты
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РОССИЙСКАЯ
экстинкции для этих длин волн Ег5о> Е2бо? Е28о, Е29з- Спектральные
характеристики этих веществ представлены в Таблице 3. Для этих
веществ были составлены всевозможные композцции по 4 вещества
в каждой. Концентрации компонентов Cl, С2, СЗ и С4 определяли,
решив матричное уравнение:
	£/1250              250      -"-^25O
	S4250
	
	"Cl

	F\          F?         FI
•Cll260      -^ ^26O      •^-'гбО
	£42С0.
	*
	С2

	Д1280                280       ^'-'гбО
	S4280
	
	СЪ

	293                293               293
	S4293
	
	CA



A

80

(4)
Корни матричного уравнения (4), которые представляют собой
концентрации составных частей композиции, не должны быть
меньше нуля. Типичные графики элюции представлены на рисунке
9, из которого видно, что во фракциях с постоянной ионной силой
концентрации изменяются плавно.
4.4.4 Статистические методы обработки результатов.
Для оценки достоверности различий кривых выживания
применяли непараметрический критерий Колмогорова-Смирнова.
Проверку сохранения закона вымирания популяции (формы кривой)
осуществляли путем построения кривых выживания в
нормированных координатах времени /*, которое вычисляли как:
t*=t/S, где S — площадь под кривой выживания (Izmaylov et al, 1993).
Достоверность различий веса тела у мышей разных групп
оценивали по величине статистики Стьюдента Td (Румшинский,
197Oj:
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,_   _,ч     \пп'(п + п'-2)
(т-т')х   
i
^
Td =
Где пи п' - число интактных и облученных животных, тит' -
средний вес тела, тит'- вес интактной и облученной особи.
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Таблица 3. Спектральные характеристики окисленного и
метилированного гуанина и гуанозина.
	Компонента
	PH
	Длины волн, нм.
	Молярный коэффициент поглощения
E* 10"3M'1 см"1

	
	
	Я max
	Xmin
	Е250
	Егбо
	Е280
	Е293

	8ОНдГ
	7
	246
293
	223
270
	12,3
	8,1
	6,7
	10,0

	
	12
	258
280
	224
268
	9,45
	11,6
	10,7
	9,0

	1МеГуа
	7
	258
	234
	9,7
	12,1
	8,5
	6,7

	7МеГуа
	7
	258
281
	238
	7,56
	8,5
	7,4
	4,2

	
	13
	263
	242
	10,1
	14,5
	8,7
	7,2

	ЭДдиМеГуа
	7
	260
	228
	14,7
	18,9
	10,8
	.9,4

	8ОНГ
	7
	290
	265
	9,9
	6,4
	7,7
	8,7

	
	13
	281
	260
	6,16
	5,4
	7,7
	5,8

	1МеГ
	7
	248
272
	227
264
	14,1
	12,4
	9,9
	6,8

	7МеГ
	7
	248
	235
	6,2
	4,7
	7,4
	7,0

	N2MeF
	1
	252
	232
	12,3
	11,8
	8,5
	6,7

	
	12
	278
	263
	7,3
	6,9
	7,2
	5,9

	ЫгДиМеГ
	7
	250
283
	229
	17,0
	14,2
	9,3
	6,0
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Рисунок 9. Типичные кривые элюции 8ОНдГ и 8ОНГ. На оси
абсцисс   указано   %   содержание   метанола   в   каждой   фракции.
43
Оценка достоверности различий количества побежек направо из 10-
ти (П) в Т-лабиринте производилось на основании того, что эта
величина распределена по биномиальному закону, так как результат
каждого испытания предполагает только две возможности: поворот
вправо или влево. Вероятность того, что из п побежек животное т
раз повернет направо, вычисляется по формуле:
P(x=m) = Cnmpmqn-m,
(6)
где Спт=п!/(т!(п-т)!), р - вероятность повернуть направо, q=(l-p) -
вероятность повернуть налево.
Тогда, если в возрасте t для интактных мышей
/-о
п
для облученных мышей ][]/>(*'= т') = Ь',и при этом интервалы [i,j] и
/•-о
[Vj'] не пересекаются, то достоверность различий (а) значения П
для двух популяций в этот момент времени равна:
a=l-min{b;b'}.
(7)
В      качестве      нулевой
гипотезы      было      использовано
предположение,  что  величина
р  зависит  только   от  возраста  и
числено равна TL/10.
Метод пробных периодов.
/
/
Для обработки возрастных зависимостей содержания
окисленного гуанина в моче мышей использовали основанный на
схеме Бюй-Балло для таблицы данных (Серебрянников,
Первозванский, 1965; Buys-Ballot, 1847) Метод пробных периодов,
который позволяет проверить (на уровне значимости р) гипотезу о
наличии периодических колебаний с периодом T.
Пусть экспериментальные данные представляют собой т
измерений параметра х для к моментов времени (т < к), так что
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каждому моменту времени tj соответствует непустое множество
измерений [X]j = {хц, x2j, ..., Ху}, где 2?j=jij — т.
Разобьем изучаемый интервал времени (tr: t/J на к' равных
отрезков, т.е. tf+j-ty = At, где At - шаг поиска (произвольно
задаваемая величина). На практике шаг поиска отражает частоту
проводимых измерений. Так, если измерения проводились один раз
в месяц, то целесообразно выбрать At = 1 мес. Каждому интервалу
(tf.j, tf) соответствует множество значений [X]) = {ху, х2у, ... , XyJ,
где 2?'j-=i if = т. В случае если было пропущено несколько
измерений или они проводились не равномерно, это множество
может быть пустым.
Выберем пробный период T = nAt, n < к'/2 (п - целое), и
запишем матрицу из п столбцов:
ГД7'/    fxj'2
[Х]'п
(8)
CZZ\\Zm'i
J.
\
Объединим множества значений, входящих в каждый столбец в
п множеств: [X]*и [X]*2, 
 [X]*„ , каждое из которых должно
содержать не менее 2-х членов. Последнее условие накладывает
ограничение на максимальный пробный период, который может
быть проверен. Так, если измерения проводились один раз в месяц в
течение года, то максимальный пробный период равен 6 мес.
Попарно сравнив все п множеств, с помощью какого-либо
непараметрического критерия (нами использован критерий
Вилкоксона) получим множество вероятностей различий.
Если соблюдается условие:
р*>1-р,
(9)
где р* - максимальная достоверность отличий при попарном
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сравнении п множеств, а р заданный уровень значимости, то
гипотеза о наличии периодических колебаний с периодом T
подтверждается на уровне значимости, р. Зависимость величины
р*(Т) для различных пробных периодов, называемая
периодограммой, позволяет выяснить наиболее вероятный период
колебаний.
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Глава 5   Возрастные изменения характеристик
центральной нервной системы в процессе
естественного старения.
5.1  Возрастные изменения величин постоянных потенциалов
полушарий мозга и показателя функциональной моторной
асимметрии.
В течение последнего десятилетия наблюдается повышенное
внимание исследователей к изучению мозга. Большая часть
публикаций посвящена выяснению биохимических и
морфологических особенностей нейронов молодых и старых
особей. Будучи выполнены поперечным способом (в силу
инвазивности экспериментальных методов), эти работы выявляют
качественные и количественные отличия старых и молодых
животных, но не могут описать старение, как процесс во времени.
Чтобы избежать этой методической ошибки, нами были выбраны
два измеряемых параметра, которые адекватно отражали
деятельность центральной нервной системы, и могли быть измерены
без существенного вреда здоровью животного, то есть неинвазивно:
1) показатель функциональной моторной асимметрии, П (см.
Методы),
2) величины    постоянных    потенциалов/ левого    и    правого
полушарий головного мозга (см. Методы).
Поведение - это вершина деятельности всей центральной
нервной системы. На него оказывает влияние множество факторов.
Чтобы избежать влияния экспериментатора на результат опыта, что
нередко наблюдается при использовании сложных обучающих
методик (Сперанский, 1990), нами был выбран самый простой метод
исследования асимметрии поведения - тестирование поворотной
тенденции в Т-лабиринте. Не применялось принуждение, пищевая
или иная мотивация. Нагрузка не была утомительной (10 попыток не
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чаще, чем 1 раз в 20 дней) и не приводила к стрессовым состояниям.
По современным представлениям величина постоянного
потенциала в левом и правом полушариях, мозга является
интегральным мембранным потенциалом, в генезе которого
принимают участие мембранные потенциалы нервных и глиальных
клеток. Этот параметр, как мембранозависимый феномен, отражает
всю полноту биохимических реакций, протекающих, в коре
головного мозга. (Клименко 1987,; Фокин и др., 1987; Клименко и
ДР., 1994).
На сегодняшний день не вызывает сомнений наличие у
животных латеральной специализации больших полушарий,
которая является важнейшим принципом функционирования мозга
позвоночных (Бианки, 1985). Ранее этот факт оспаривался* (Collins,
1969) и в качестве аргумента приводилось отсутствие видовой
функциональной моторной асимметрии у большинства животных.
Онтогенетическая динамика этого показателя пока мало изучена.
На рис. 10 представлена зависимость коэффициента
асимметрии Кае от возраста для интактных мышей. Кривая отражает
результаты двух независимых опытов: правая часть кривой
относится к группе мышей №1, которые находились под
наблюдением с 17 до 29 мес. (сплошная -'линия) слева кривая
полученная с группой мышей №2, наблюдавшихся с 5 до 17 мес.
(пунктир). Время проведения первого и второго опыта - с марта 1993
по март 1994. В прямоугольную рамку заключены
экспериментальные точки первого и второго опыта, относящиеся к
животным одного возраста - 17 мес. Возрастное изменение
коэффициента асимметрии представляет собой сложную
зависимость с несколькими экстремумами. Максимальная величина
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Рисунок 10. Возрастные изменения коэффициента асимметрии.
Представлены результаты двух независимых опытов: 1- группа
мышей испытывалась в возрасте 4-17 мес; 2 - группа мышей
испытывалась в возрасте 17-29 мес.
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Кае по определению не может быть больше 5. Как видно на рис. 10
в онтогенезе мышей имеется один ярко выраженный максимум,
приходящийся на 15.7 мес, в это время величина.Кас достигает 3.6,
и один меньший подъем в возрасте 4.8 мес (Кас=1.7). У мышей в
возрасте 5-11 мес. и старше 18 мес. значения коэффициента
асимметрии находятся в пределах от 0 до 1.1. Возрастные изменения
величины Кае, подобные тем, какие представлены на рисунке 10,
были обнаружены у белых крыс Л.Л. Клименко (1987). У мышей
картина качественно полностью воспроизводится, отличия же наших
результатов состоят в том, что экстремальное значение Кае у крыс
приходится на более поздний возраст 25 мес. У мышей этот
экстремум достигается в возрасте 14-16 мес. Большую часть времени
видовая асимметрия у мышей не наблюдается. Четко выраженная
латерализация проявилась только в средних возрастах, но она не
связана с вымиранием популяции, так как в это время все животные
были живы.
Не менее сложна картина возрастных изменений среднего
значения показателя функциональной моторной асимметрии (Пер),
представленная на рис.11. Здесь показаны результаты трех
независимых опытов с мышами из групп №2 (А), 3 (Б) и 11 (В). Во
всех трех случаях максимальные значения показателя Пер
приходится на возрастной период 12-16 мес, а в возрасте старше 24
мес. асимметрия поведения сглаживается, и средние значения
показателя функциональной моторной асимметрии находятся в
пределах 4-6, что характерно для амбидекстров.
Зависимость величины постоянного потенциала в левом и
правом полушариях мозга от возраста представлена на рисунке 12.
Для обоих полушарий наблюдали сходную картину. В 8.3 мес. имеет
место максимум, величина которого в левом полушарии 2,5 мВ, а в
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Рис. 11.
, Возрастная динамика среднего числа побежек направо (П);
данные трех независимых опытов: А- март 1993 - январь 1995
(группа №3), Б- февраль 1994 - август 1995 (группа №4), В- май 1996
- июнь 1997 (группа №13). На графиках показан доверительный
интервал 90%.
51
[image: image12.jpg]\

I

20 27 30
BoapacT, mec.

10





Рис. 12. Зависимость от возраста среднего значения величины
постоянного потенциала в левом (А) и правом (Б) полушариях
головного мозга мышей. На графиках показана ошибка среднего.
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правом 3,0 мВ. Наступление глубокой старости (27 мес.) отмечено
резким спадом величины постоянного потенциала до -30 мВ в обоих
полушариях. Возрастная динамика величины постоянных
потенциалов левого и правого полушарий мозга, подобная той,
которая представлена на рис. 20, была получена Л.Л. Клименко
(1998) на белых крысах. Отличие состоит лишь в том, что
возрастные экстремумы у мышей наблюдаются несколько позже,
чем у крыс. Так у крыс максимум потенциала в левом и правом
полушариях приходится на 5 мес, а у мышей - на 8 мес; минимум у
крыс наблюдается в 15 мес, а у мышей - в 17,5 мес. Старческий (в
возрасте 27 мес.) спад данного параметра до -30 мВ, выявленный в
обоих полушариях у мышей, у крыс не обнаружен. Возможно,
причиной этого является, то что критический возраст' не был
достигнут (наиболее старым крысам было 24 мес).
5.2  Взаимосвязь поведения и межполушарной разности
постоянных потенциалов.
Взаимосвязь моторной асимметрии (количество поворотов
направо из 10) и усредненной разности потенциалов между левым и
правым полушариями для мышей моложе и старше 14 мес.
(максимум латерализации поведения) показана на рисунке 13. В
обеих возрастных группах между этими параметрами
прослеживается линейная зависимость с коэффициентами
корреляции -0,63 и 0,88 для мышей моложе и старше 14 мес.
соответственно.
Значения коэффициента корреляции между количеством
побежек направо и межполушарной разностью потенциалов для
разных возрастов представлены на рисунке 14. Для мышей в
возрасте 2,9 -5,1 мес. данный параметр отрицателен, и равен -0,42,
затем он постепенно увеличивается, стремясь к нулю, и в возрасте
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Рисунок 13. Взаимосвязь поведения (количества поворотов
направо - П) и разности потенциалов между левым и правым
полушариями для мышей моложе (А) и старше (Б) 14 месяцев.
Уравнения линейной регрессии, которыми аппроксимировались
экспериментальные данные, указаны на графиках.
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Рисунок 14. Зависимость коэффициента корреляции между
показателем моторной асимметрии (П) и разностью потенциалов в
левом и правом полушарии от возраста.
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21,4 - 21,9 становится положительным и равным 0,53. Возможно,
изменение знака коэффициента линейной регрессии между
поведением и межполушарнои разностью потенциалов в возрасте 14
мес. свидетельствуют о качественных изменениях, происходящих в
тканях центральной нервной системы. У молодых животных
коэффициент корреляции между этими параметрами отрицательный,
у старых - положительный. Но этот переход не происходит
скачкообразно, поэтому в средних возрастах (11 - 19 мес.) значение
данного параметра близко к нулю. Удивительным является то, что
именно в этот период наблюдали максимум латерализации
поведения. Мы не можем пока дать этому удовлетворительного
объяснения. Изменение доминантности полушарий головного мозга
в пожилом возрасте также отмечено и у людей (Белозерова,
Нуретдинова, 2000).
5.3   Изменение доминантности полушарий в результате
облучения.
Согласно современным представлениям инициация процесса
старения происходит в клетках центральной нервной системы. В
настоящее время считается, что клетки мозга в большей степени
подвержены действию свободных радикалов (ионизирующей
радиации) по сравнению с другими тканями. Это обусловлено
следующими причинами (Floyd., 1988):
a) Активность антиоксидантных ферментов в мозге находится
на относительно низком уровне;
b) B   мозге  высоко   содержание   полиненасыщеных   жирных
кислот,     которые     легко     подвергаются     перекисному
окислению;
c) В  мозге относительно низкий уровень альфа-токоферола
сочетается с высоким содержанием железа (ферритина), что
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может благоприятствовать окислительному повреждению
клеточных мембран и генома.
Изучению поведения животных и механизмов его нарушения в
различные сроки после действия ионизирующего излучения в
больших дозах посвящено немало работ. В настоящее время можно
считать установленным, что условнорефлекторное поведение у
грызунов нарушается при облучении в дозах 25-100 сГр (Давыдов и
др., 1991), а более сложные формы поведения - при" остром
облучении в сублетальных дозах.
Различия по показателям моторной асимметрии в группе
интактных мышей №3 (А), и в группе мышей №4, подвергавшихся
облучению дозой 10 Гр (Б), хорошо видны на рис. 15, где
представлена возрастная зависимость среднего числа П побежек
направо из 10-ти. Кривые А и Б являются "зеркальным
отображением": в то время как у интактной группы в возрасте 12-15
мес. наблюдается максимум значений, у облученных животных на
тот же возрастной период приходится минимум. Значения Кае в
точках экстремумов близки и составляют 3,4 для интактной когорты
и 3,1 - для облученной. Достоверность различий "а" между
показателями моторной асимметрии для облученных и контрольных
мышей в разном возрасте представлены в та'блице 4, из которой
видно, что достоверные различия наблюдаются лишь в возрасте 13,5
- 14,5 мес.
На рисунке 16 дана картина распределения количества побежек
направо из 10-ти для контрольных (А) и облученных (В) мышей. Для
построения этих гистограмм были использованы результаты всех
измерения для третьей (число измерений 120) и четвертой (число
измерений 130) экспериментальных групп. Относительные частоты
характерные для латерализованного поведения заштрихованы по-
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Рисунок 15. Возрастная динамика среднего числа побежек
направо П. А- интактная группа (левая ось), Б- облученная (10 Гр)
группа (правая ось).
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разному: для правшей - вертикально, для левшей - горизонтально.
Области значений П соответствующие различным типам моторной
асимметрии отделены друг от друга вертикальцыми линиями. На
графиках обозначена цифрами вероятность того, что случайно
взятая мышь окажется правшей, левшей или амбидекстром. На
гистограмме для контрольной популяции (А) видны три локальных
максимума, соответствующие значениям П=0, П=4 и П=10.
Последний из них наиболее выражен, и доминирует над другими.
Это означает, что правши и амбидекстры встречаются среди
интактных мышей значительно чаще чем левши (в 2.4 раза). На
гистограмме .для облученной когорты имеется один максимум
приходящийся на значение П=5. Из этого следует, что, не смотря на
то, что среди облученных мышей левши встречаются в 1.5 раза
чаще чем правши, тем не менее, в группе доминирует поведение
характерное для амбидекстров (с вероятностью 60%).
По видимому моторный контроль у мышей не связан жестко с
деятельностью одного полушария (у правшей левого, у левшей -
правого), доминирование по этому признаку является
относительным, и не исключает инверсию. Наиболее естественной
причиной инверсии поведения следует считать радиационное
повреждение мозга после облучения дозой IG Гр. Чувствительнее
оказалось доминантное левое полушарие. Увеличение в облученной
группе числа левшей и амбидекстров (рис. 16) можно рассматривать,
как компенсаторную реакцию. Этот результат находится в одном
ряду со многими фактами, указывающими на активное
взаимодействие полушарий (Спрингер, Дейч, 1983; Бианки, 1989).
Возрастная динамика поведения является также отражением
изменяющихся в позднем онтогенезе межполушарных отношений.
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Таблица 4. Достоверность различий (а) среднего количества
поворотов направо (П) между группами интактных и
облученных мышей.
	Календарный возраст, мес.
	а

	5,0-13,0
	Различия не достоверны

	13,5
	0,10

	14,0
	0,05
4

	14,5
	0,10

	15,0-19,0
	Различия не достоверны
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Рисунок 16. Распределение количества побежек направо П для
интактной (А) и облученной дозой 10 Гр (Б) групп. Число измерений
120 и 130 соответственно. Горизонтальная штриховка соответствует
"левшам", вертикальная - "правшам", не заштрихованные столбики -
амбидекстрам. Вероятность появления правши, левши или
амбидекстра отмечена на графиках в процентах соответственно.
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Глава 6   Сравнительное изучение процессов
естественного и радиационного старения.
6.1   Введение.
Одним из методов изучения механизмов старения является
исследование «преждевременного» старения, которое вызывается,
как правило, неблагоприятными воздействиями на организм. Чаще
всего это облучение, температурный шок или "разного
происхождения стрессы (Comfort, 1979). Выявление внешнего
фактора, увеличивающего скорость старения, и построение
адекватной модели должно указать на внутренние механизмы
старения. Модель преждевременного старения была бы идеальной,
если бы представляла собой «просто ускорение» естественного
процесса старения, но, как правило, она обладает еще и
специфическими чертами.
Согласно свободнорадикальной теории, которую в 50-х годах
20-го века разработали D. Harman (1956) и Н.М. Эмануэль (1958),
главной причиной старения служит свободнорадикальное окисление
липидов, белков и других субклеточных компонентов кислородом.
Митохондрии являются основным источником супероксидных
радикалов в клетке, возникновение которых есть результат
случайных сбоев переноса электронов в электрон-транспортных
цепях (В.К. Кольтовер, 1998). Следовательно, любые причины
внешнего и внутреннего характера, нарушающие гомеостаз,
вызывают снижение надежности работы внутриклеточных
процессов, ведут к росту интенсивности свободнорадикальных
отказов и ускоряют процесс старения. Воздействие ионизирующего
изблучения увеличивает количество свободных радикалов в клетке,
поэтому    в    качестве    модели    ускоренного    старения    обычно
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пользуются радиационным старением, разные виды которого
описаны в работах Александрова CH. (1978).
Известно (Пулатова и др., 1995), что уже_в первые 1,5 часа
после облучения клеток восстанавливается 97- 99% разрывов ДНК,
которые относятся к быстро (однонитевые) и медленно (двунитевые)
репарируемым. Спустя сутки после лучевого воздействия
антиокислительная активность липидов митохондрий близка к
норме (Бурлакова и др., 1975). При этом максимум "данного
параметра приходится на 4 часа после облучения, а минимум
наблюдается спустя 8 часов. Не смотря на то, что повреждения ДНК
и липидов нормализуются в основном в течение суток, при
воздействии на весь организм в течение месяца после облучения
велика вероятность гибели животных от лучевой болезни - это
зависит от дозы облучения, которая должна быть достаточно
большой (сублетальной) (Жестянников Д.В., 1979). После облучения
сохраняется часть нерепарируемых повреждений, вызывающих
нестабильность генома клетки (Мазурик В.К., Михайлов В.Ф., 2001),
передающейся следующим поколениям облученных клеток.
Общепринятым является мнение, что причинные события,
определяющие скорость старения происходят в постмитотических
клетках, в особенности в клетках мозга. По этому в качестве модели
радиационно-ускоренного старения использовали методику,
предложенную в работе (Wheller et al., 1981), в соответствии с
которой облучали только голову животного, а тело защищали
стальным экраном, что позволило избежать лучевой болезни. Ранее
эта модель ускоренного старения применялась в работах А.И.
Потапенко и Л.К. Обуховой (1992), где изучались возрастные
зависимости количества дефектов вторичной структуры ДНК,
опознаваемых нуклеазой Sl, в печени интактных и облученных
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мышей. Было показано, что по окончании периода риска (1 мес.
после облучения) и в течение года после облучения не наблюдалось
достоверных отличий по числу Sl чувствительных участков ДНК
между интактными мышами и группой радиационно-ускоренного
старения. Это свидетельствует о том, что данная модель
преждевременного старения, как и процесс естественного старения,
имеет длительную потенциальную фазу, то есть период, когда нет
явных фенотипических проявлений старения, но определенные
изменения организма происходят (Потапенко, Акифьев, 1999), что
является несомненным достоинством рассматриваемой модели.
6.2   Выживание.
Линия мышей CBA является долгоживущей и имеет низкую
частоту злокачественных опухолей (1-3%). В нашей лаборатории эти
животные используются в геронтологических исследованиях более
15 лет. Так как радиочувствительность зависит от породы животных,
их возраста, времени года и других причин, доза облучения
выбиралась эмпирически с тем, чтобы продолжительность жизни
сократилась не более чем на 25% по сравнению с контролем. В
работах (Потапенко, Обухова, 1992, 1992а) в тех же целях
использовались дозы 16 Гр и более. В течение периода риска,
который составляет 30 дней со дня облучения, гибели'мышей не
наблюдалось. Это указывает, что разработанная процедура
облучения не вызывает острых форм лучевого поражения. Через два
месяца после облучения на головах мышей появлялась седина,
позже было заметно развитие катаракты. Частота злокачественных
опухолей не увеличилась.
Средняя продолжительность жизни интактных мышей
составила 804±19 дней, облученных дозой 10 Грей - 721±17 дней, а
облученный дозой 12 Грей - 637±19 дней. Различия в величинах
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Рисунок 17. Кривые выживания для интактных (1), облученных
дозой 10 Гр (2) и облученных дозой 12 Гр (3) мышей.
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Рисунок 18. Нормированные кривые выживания для
интактных (1), облученных дозой 10 Гр (2) и   облученных   дозой
12 Гр (3) мышей. Нормированный возраст t* .вычисляли отдельно
для каждой кривой путем деления календарного возраста t на
площадь под кривой выживания.
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средней продолжительности жизни, составляющие 10.5 (контроль-
10 Гр), 21.0 (контроль - 12 Гр) и 8.8% (10 Гр - 12Гр) отчётливо
видны на рис. 17.
Сравним закономерности выживания интактных и облученных
животных. Как видно на рисунке 18, нормировка кривых выживания
облученных и контрольных групп, то есть замена календарного
возраста на безразмерное время t*, приводит к практически полному
их совмещению. Это служит доказательством, что динамика
вымирания следует единому закону, несмотря на достоверные
отличия в величинах средней продолжительности жизни. Так как
имеет место один и тот же тип распределения продолжительности
жизни, то правомерным будет предположение, что после облучения
изменилась не генетическая программа старения, а скорость ее
реализации. В работах (Izmailov et al. 1993a, 19936) наблюдали
естественные колебания средней продолжительности жизни в
лабораторных популяциях дрозофилы, которые, как и в настоящем
исследовании, не сопровождались изменением закона вымирания
когорты.
6.3   Возрастные изменения массы тела и ректальной
температуры у интактных и облученных мышей.
На рис 19. представлена возрастная зависимость среднего веса
тела для облученных (10 и 12 Гр) и интактных мышей. Она имеет
вид плавного подъема и последующего спада с максимумом в
возрасте 11-14 мес. Данные удовлетворительно аппроксимируются
функцией:/(х,) = (ах - Ь) ехр(-сх) + Ъ.
В течение всей жизни значения среднего веса тела для
облученных дозой 10 Гр и интактных животных практически не
отличались. Возрастные изменения статистики Стьюдента, которая
отражает достоверность отличий веса тела интактных и облученных
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Рисунок 19. Возрастная зависимость веса тела интактных (О) и
облученных дозой 10 Гр (D) и 12 Гр (V) мышей. Сплошная линия-
аппроксимация данных для интактных и облученных дозой 10 Гр
групп, пунктир - аппроксимация для мышей, облученных дозой
12 Гр. Данные аппроксимировали функцией:/fo) = (ax-b)exp(-cx)+b.
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Рисунок 20. Динамика статистических отличий среднего веса
тела интактных и облученных дозой 12 Гр мышей. На правой оси
ординат отложено значение достоверности отличий р, на левой оси -
величина статистики Стьюдента Td.
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дозой 12 Гр. животных показаны на рис. 20. У животных,
облученных дозой 12 Гр, наблюдается снижение веса тела по
сравнению с интактными, но эти отличия становятся заметными
(достоверными) только спустя 3,5 мес. после облучения.
Полученные результаты подтверждают предположение о том, что
облучение по описанной выше методике ускоряет естественный
процесс старения.
Методом продольного исследования были получены
возрастные изменения ректальной температуры. Температура тела
интактных животных с возрастом заметно варьирует (рис. 21).
Можно выделить несколько периодов: первый, совпадающий с
физиологическим оптимумом (5-8 месяцев), отмечен повышением
температуры в среднем с 38.3+-0.2 до 38.8+-0.1; в возрасте 8-14
месяцев происходит её постепенное снижение, у мышей старше 14
месяцев наблюдаются минимальные значения в диапазоне 37.8-37.5,
в 19 месяцев температура вновь повышается до 38.1+-0.2 С.
Область минимальных температур в возрасте 14-15 месяцев
наблюдали в работах (Talan et al.,1985; Talan,Engel,1986), авторы
которых утверждают, что это снижение температуры тела
наблюдается у особей обоего пола и не зависит от сезона.
После облучения в общих чертах повторяется та же картина, но
область минимальных значений достигается раньше, уже в 12
месяцев и сохраняется вплоть до 18 месяцев.
Картина возрастных изменений температуры тела дает
дополнительные аргументы в пользу принципиального сходства
процессов естественного и радиационного старения. И в том и в
другом случаях имеют место следующие характерные черты: во-
первых, наличие области максимальных температур в возрасте 5-8
месяцев и, во-вторых, последующий спад к низким температурам в
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Рисунок 21. Возрастная динамика ректальной температуры
интактных (О) и облученных дозой 10 Гр (А) мышей. Данные для
интактных мышей аппроксимированы кривой по методу
скользящего среднего по трем точкам.
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возрасте 12-16 месяцев. В отличие от интактных мышей, у которых
затем наблюдается подъем температуры, зарегистрированный также
в работах (Talan et al., 1985, Talan and Engel, 19£6), у облученных
животных этого увеличения нет. Так как у теплокровных животных
центром температурной регуляции является гипоталамус, логично
объяснить это отличие как результат облучения головы.
Сравнивая процессы естественного и радиационного (в нашей
модификации) старения мышей по совокупности полученных
данных, можно прийти к заключению о значительном сходстве
обоих процессов. Первое, что обосновывает подобный вывод, это
тождественность динамики выживания, которая свидетельствует по
нашему мнению, о неизменности программы старения. Второй не
менее важный результат: то, что облученные животные в" течение
длительного времени не отличаются от контрольных по весу и
температуре тела. Таким образом, радиационное старение в
значительной мере адекватно отражает процесс физиологического
старения. Оно подчиняется тем же основным закономерностям, но
отличается большей скоростью.
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Глава 7 Эндогенное окисление гуанина в норме и после
облучения.
7.1   Введение.
Стремительное развитие молекулярной биологии привело, в
частности, к тому, что арсенал разнообразных теоретических
представлений о причинах процесса старения пополнился гипотезой
о решающей роли ДНК (Акифьев, Потапенко, 1986, 1997).
Эндогенное окисление оснований ДНК является неизбежным
следствием аэробного метаболизма.
В процессе нормального метаболизма клетки кислород
восстанавливается до молекул воды, энергия запасается в молекулах
АТФ и как побочные продукты образуются активные формы
кислорода - супероксидные и ОН- радикалы. Эти свободные
радикалы могут инициировать реакции окисления различных
компонентов клетки: липидов, белков и нуклеиновых кислот. В
процессе эволюции возникли клеточные системы защиты от
окисления и репарации повреждений генетического материала.
Антиоксидантные системы включают в себя различные ферменты, в
том числе супероксиддисмутазу, каталазу, глутатионпераксидазу и
др., низкомолекулярные антиоксиданты (токоферол, глутатион,
флавопротеиды, витамины) и некоторые белки (металлотионеины).
Накопление повреждений в структуре ДНК считают одной из
возможных причин старения (Ames, 1989). В ДНК среди окисленных
оснований преобладают 8-гидрокси-дезоксирибогуанозин (8-ОНдГ)
и 8-гидрокси-гуанин (8-ОНГ). Другой вид повреждений ДНК
млекопитающих - метилирование гуанина по 7 положению (7МеГ) -
происходит в клетках с достаточно высоким выходом и, по-
видимому, неферментативным путем в отличие от образования 5-
метилцитозина, играющего регуляторную роль в экспрессии генов
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(Steelwell, 1989; Floyd et al., 1986; Floyd, 1990; Park, Ames, 1988). Эти
продукты ферментативно удаляются из ДНК в процессе репарации.
Сведения о содержании окисленного и метилированного
гуанина в геноме молодых и старых животных неоднозначны.
Известно, что оно увеличивается в процессе старения в ядерной
ДНК ряда органов крыс (селезенки, печени), а в других органах не
изменяется (Fraga et al., 1990), но уровень экскреции 8-ОНдГ крыс
(который отражает эксцизионную репарацию) уменьшается с
возрастом почти в, три раза. В этой же работе отмечено, что
стационарный уровень 8ОНдГ варьировал в широких пределах (0,2 -
2,0)» 105 остатков на клетку. В митохондриальной ДНК диафрагмы и
сердца человека 8-ОНдГ также аккумулируется с возрастом,
коррелируя с возрастанием количества делеций (Hayakawa et al.,
1991, 1992). В работе (Adelman et. al., 1988) обнаружена линейная
взаимосвязь между средней продолжительностью жизни вида и
средним содержанием окисленных оснований ДНК в моче. Park J-W
and Ames B.N. (1988) наблюдали возрастное увеличение количества
7МеГ в клетках печени крыс.
Нарушение баланса между окислительными процессами и
защитными системами клетки, называемое оксидативным стрессом,
приводит к повышению уровня окисления компонентов клетки.
Ионизирующая радиация вызывает избыточную генерацию
свободных радикалов в клетке. Поврежденные основания и
нукдеозиды выщепляются ферментами репарации (гликозилазами и
эндонуклеазами) и выводятся из организма с мочой. Как указано
выше, окисленные нуклеозиды (в частности 8ОНдГ) считаются
биомаркерами эндогенного окисления ДНК (Bergtold et al., 1988;
Simic, 1992). Повышение содержания этих биомаркеров
наблюдалось   в   моче   облученных  животных     и  людей   (Simic,
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Bergtold, 1991). Нерепарированные окисленные основания ДНК,
особенно 8ОНГ, служат причиной мутаций, индукции и промоции
канцерогенеза и различных соматических заболеваний, например,
атеросклероза (Floyd, 1990).
Однако процессы окисления ДНК и ингибирования их
антиоксидантами изучены значительно меньше процессов окисления
липидов мембран.
Количество окислительных повреждений ДНК в ткани может
быть определено химическими, физическими, ферментативными и
иммунологическими способами. С помощью этих методов можно
оценить степень повреждения ДНК после серьезного стресса, такого
как облучение в дозе порядка 10 Гр, но значительно труднее
определить физиологический уровень окисления' ДНК,
формируемого нормальным аэробным метаболизмом. Данный
способ, в отличие от прочих, несмотря на то, что является
косвенным, обладает двумя преимуществами: во-первых, большой
чувствительностью (так как продукты повреждения ДНК из всех
клеток организма сконцентрированы в сравнительно малом объеме
мочи), а во вторых, он является неинвазивным (Ames, 1989).
Эта методика была модифицирована нами, и использована в
продольном исследовании возрастных изменений эндогенного
окисления ДНК.
7.2   Эндогенное окисление гуанина в период риска.
Так как ткань головного мозга состоит в основном из
радиоустойчивых постмитотических клеток, последствия облучения
дозами 10 и 12 Гр не являются летальными для животных,
облученных только в области головы. Мы попытались оценить
повреждающее действие радиации по экскреции с мочой продуктов
окисления ДНК. Дезоксинуклеозид 8-ОНдГ считается биомаркером
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окисления ДНК (Bergtold et al.,1988; Simic, 1992), окисленное
основание 8-ОНГ может происходить как из молекул ДНК, так и из
молекул РНК, распадающихся в процессе катаболизма
(Wallace, 1988; Fiola et al.,1989). Было проведено измерение
количества этих продуктов в моче интактных и облученных мышей
в остром периоде после облучения с 1 по 28 день. Результаты
представлены на рис.22 и в таблице 5. Количество обоих продуктов
в моче контрольных мышей практически одинаково: 4,7+0,6 и
4,9±0,8 нмоль на г веса тела в день, что согласуется с литературными
данными для интактных крыс (Жижина, Блюхтерова, 1997). Оно
снижается вдвое через сутки после облучения. Затем количество
окисленных продуктов начинает увеличиваться: содержание 8-ОНГ
достигает исходного уровня на 8-е сутки, тогда как для
восстановления нормального количества 8-ОНдГ потребовалось 28
дней. Максимальное количество 8-ОНдГ, отмеченное на 12-е сутки,
в 1.5 раза превысило контрольный уровень.
Облучение, как известно, инициирует окислительное
повреждение молекул ДНК и повышение содержания окисленных
оснований, в том числе и 8ОНГ (Dizdaroglu, 1992). Динамика
изменения количества 8ОНдГ и 8ОНГ в течение 28 дней после
облучения мышей, то есть в периоде радиобиологического риска,
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Таблица 5. Содержание окисленных продуктов гуанина в моче
мышей в течение периода риска после облучения дозой 10 Гр.
	Время
после
облучения,
ДНИ.
	Возраст,
ДНИ.
	Содержание, -
нмоль/(г день).
	Концентрация в
моче, 10"8моль/мл.

	
	
	8ОНдГ
	8ОНГ
	8ОНдГ
	8ОНГ

	2
	159
	2,4
	2,6
	19,6
	•  21,4

	6
	163
	2,3
	3,7
	8,5
	13,5

	8
	165
	2,9
	4,9
	4,8
	8,0

	12
	170
	7,4
	6,0
	26,0
	21,1

	20
	177
	6,0
	5,8
	13,3
	12,9

	28
	185
	5,5
	5,7
	38,2
	,39,6

	Контроль
	175
	3,2
	2,9
	38,8
	34;9

	Контроль
	199
	5,4
	5,7
	40,1
	42,1

	Контроль
	205
	5,9
	6,6
	39,0
	43,1

	Контроль
	207
	4,3
	4,3
	46,2
	46,4

	Среднее
ДЛЯ
контроля ±
CT. ОТКЛ.
	
	4,7±0,6
	4,9±0,8
	40,0+3,2
	41,6±4,2
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Рисунок 22. Динамика содержания 8ОНдГ (А) и 8ОНГ (Б) в
моче облученных (10 Гр) мышей в период риска. Пунктиром
обозначен физиологический уровень.
78
когда велика вероятность гибели, указывает на фазовый процесс
нормализации. Содержание обоих продуктов минимально на 2- 8
сутки (рис 22), вероятно, за счет уменьшения эффективности
репарации ДНК. Возможно, облучение мозга приводит к снижению
продукции гормонов гипофиза и стероидных гормонов. Как
известно, стероидные гормоны в комплексе с рецепторными
белками регулируют транскрипцию специфичных к ним. участков
хроматина клетки (Yamomoto, 1976) и, вероятно, могут регулировать
процессы репарации. Кроме того, возможна инактивация фермента
рибонуклеотидредуктазы, от которого также зависит эффективность
репарации ДНК в ранние сроки после облучения (Пулатова и др.,
1995).
Так как 8ОНГ может поступать из двух источников: из ДНК и
из РНК, - то его нормальный уровень достигается раньше, через 8
суток после облучения, и в дальнейшем не выходит за пределы
физиологической нормы. В случае 8ОНдГ нормализации
предшествует экстремум, приходящийся на 12 день после
облучения, когда его количество достоверно (в 1,5 раза) превышает
физиологический уровень. Можно предположить, что 8ОНдГ в
период в 8 по 20 день после облучения выщепляется
преимущественно ферментами эксцизионной репарации ДНК
(Wallace, 1988). Повышенное содержание 8ОНдГ было обнаружено в
моче пациентов через сутки после локального облучения дозой
1,8 Гр (Bergtold et al., 1990). Общепринято, что старение организма
инициируется повреждением генетического материала. Снижение
эффективности репарации в начале периода риска приводит,
вероятно, к накоплению в геноме продуктов окисления, которые
являются потенциальными сайтами точечных мутаций (Wood et al.,
1990).   Для    индукции   процесса   репаративного   синтеза   ДНК
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необходим, в частности, пул дезоксирибонуклеотид-5'-дифосфатов,
синтез которых катализируется рибонуклеотидредуктазой. Поэтому
активность этого фермента лимитирует скорость репаративного
синтеза ДНК. Это подтверждено экспериментально Л.К. Пулатовой
с соавторами (1995 г.) в опыте с селезенкой мышей 2-х месячного
возраста, облученных в дозе 6,5 Гр. В этой же работе обнаружено,
что активность рибонуклеотидредуктазы в селезенке мышей
снижается в 1,5 раза через 2 часа после тотального облучения в дозе
10 Гр., а спустя 3 суток возрастает в 1,3 раза по отношению к
контролю.
7.3   Эндогенное окисление и метилирование гуанина в процессе
естественного и радиационно-ускоренного старения.
На рисунке 23 показаны значения суммарной концентрации
продуктов окисления и метилирования гуанина в моче интактных
(А) и облученных дозой 10 Гр (Б) мышей, усредненные для четырех
возрастных групп: от 2 до 7 мес, от 7 до 15 мес, от 15 до 24 мес. и
более 24 мес. Для интактных и облученных мышей наблюдается
общая тенденция уменьшения значений этого параметра с
возрастом. Концентрация как окисленного так и метилированного
гуанина в моче облученных мышей ниже, чем в аналогичный
возрастной период у интактных. Так в возрастных группах от 2 до 7
мес. и от 7 до 15 мес. у облученных мышей концентрация
окисленного гуанина равна 36 10~8 моль/мл, похожая концентрация
(35 10"8 моль/мл) наблюдается у интактных в возрастной группе от
15 до 24 мес. Это подтверждает предположение о том, что
облучение ускоряет процесс естественного старения.
Взаимосвязь концентраций окисленного и метилированного
гуанина в моче мышей и возрастом отражена в Таблице 6.
Коэффициент корреляции между суммарной концентрацией 8ОНГ
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Рисунок 23. Концентрация 80НдГ и 8ОНГ (вертикальная
штриховка) и 7 МеГ (горизонтальная штриховка) в моче
интактных (А) и облученных дозой 10 Гр (Б) мышей для разных
возрастных групп.
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Таблица 6. Взаимосвязь концентраций окисленного и
метилированного гуанина в моче мышей с их возрастом.
	Группа мышей
	Интактный контроль
	Облученные 10 Гр.

	Возрастная группа
	60-1052 дней
	175-809 дней

	
	60 - 560
дней
	560- 1052
дней
	175-400'
дней
	400 - 809
дней.

	Коэффициент корреляции
между концентрациями
метилированного и
окисленного гуанина в моче.
	0,74**
	0,39*

	Коэффициент корреляции
между концентрацией
окисленного гуанина в моче и
возрастом
	-0,46**
	-0,28

	
	-0,28
	-0,64**
	0,09
	-0,57*

	Коэффициент корреляции
между концентрацией
метилированного гуанина и
возрастом
	-0,31*
	-0,17

	
	-0,06
	-0,43*
	0,16
	-0,55*


** р<0.001
* р<0.05
Достоверность оценивали по критерию Вилкоксона.
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в моче и возрастом интактных животных равен -0,46, причем
для мышей моложе 560 дней он равен -0,28, а для более старых он
возрастает и равен -0,64. На кривой выживания этот возраст
(560 дней) соответствует концу плато или началу вымирания
когорты. Для концентрации 7МеГ в моче интактных мышей
наблюдается похожая возрастная динамика. Коэффициент
корреляции в данном случае равен -0,31.
Другие закономерности обнаружены для мышей, облученных
дозой 10 Гр (Таблица 6). Коэффициент корреляции между
суммарной концентрацией 8ОНГ в моче и возрастом равен -0,28,
причем для мышей моложе 400   дней   он   равен 0,09, а для более
старых
0,57. Для концентрации 7МеГ в моче облученных 10 Гр
мышей наблюдается похожая возрастная динамика. Коэффициент
корреляции в данном случае равен -0,17 (до возраста 400 дней: 0,16;
после: -0,55).
Обнаружено (Таблица 6), что концентрации окисленных и
метилированного продуктов ДНК в моче интактных мышей связаны
между собой (коэффициент корреляции 0.74). Аналогичные
результаты получены в работе Г.П. Жижиной и Н.В. Блюхтеровой
(1997) на крысах (коэффициент корреляции равен 0.97). Взаимосвязь
концентраций окисленного и метилированного гуанина в моче
авторы объясняют тем, что неферментативные процессы окисления
и метилирования ДНК имеют общий метаболический
предшественник, генерирующий и кислород-содержащие свободные
радикалы, и метилирующий агент (предположительно, окись азота,
NO) (Жижина, Блюхтерова, 2000). После обучения наблюдали
нарушение взаимосвязи между концентрацией окисленного и
метилированного гуанина в моче мышей, коэффициент корреляции
уменьшился до 0,39.
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Наблюдаемое нами возрастное снижение уровня окисленного и
метилированного гуанина в моче (рис. 23) может быть обусловлено
несколькими причинами. При старении значительно уменьшается
общая скорость обмена веществ (Sacher, Duffy, 1978), фильтрующая
способность ткани почки и эффективность репарации поврежденных
оснований ДНК (Srivastava, Busbee, 1992). С другой сто'роны,
известно, что в крови и тканях старых животных происходит
накопление продуктов окисления липидов и белков (Обухова,
Эмануэль, 1983). Следовательно, полученный результат молсет быть
итогом взаимодействия нескольких разнонаправленных процессов.
Для понимания причины наблюдаемого возрастного спада
содержания окисленного и метилированного гуанина в моче мышей
большой интерес представляют результаты, полученные
А.И. Газиевым с соавторами (1997). Было исследовано накопление
мутаций с возрастом и в результате острого облучения в дозах 2 и 5
Грей. У старых животных после облучения одной и той же дозой
обнаружилось втрое больше мутаций, чем у молодых, что
свидетельствует о значительном ухудшении работы репаративной
системы с возрастом. Но в контрольной группе скорость накопления
мутаций была постоянной в течение жизни. Это доказывает, что
замедление репарации с возрастом сопровождается синхронным
замедлением внутренних процессов, вызывающих мутации.
Очевидно, что и процессы эндогенного окисления и метилирования
уменьшают свою интенсивность к старости, что объясняет
наблюдаемый возрастной спад концентрации окисленного и
метилированного гуанина в моче мышей.
На рисунке 24 представлена зависимость концентрации
окисленного гуанина от возраста (нижняя ось абсцисс), и сезона
(верхняя ось абсцисс) для одних и тех же четырех мышей из группы
84
№4. Наблюдаемая картина разительно отличается от усредненных
данных на рис. 23: нет постепенного возрастного уменьшения, но
есть чередование подъемов (весной и осенью) и спадов (зимой и
летом). Как и любые биохимические характеристики, концентрация
окисленного и метилированного гуанина в моче мышей может
претерпевать случайные апериодические изменения во времени
(флуктуации). В отличие от флуктуации, колебания (не обязательно
гармонические) обладают периодичностью и предсказуемостью.
Чтобы ответить на вопрос, являются ли наблюдаемые изменения
концентрации окисленного и метилированного гуанина в моче
колебаниями (или только флуктуацией) возрастные зависимости
обоих параметров анализировали методом пробных периодов
(предварительно из них вычли возрастной спад) (см. Методы).
В таблице 7 представлена достоверность периодических
колебаний концентрации окисленного и метилированного гуанина в
моче интактных и облученных 10 Гр мышей для разных пробных
периодов. Для интактных животных наиболее вероятным
(достоверность 0,001) является период 7 мес. Форма колебаний
показана на рисунке 24. Колебания концентрации метилированного
гуанина (Б) более резкие (максимум больше минимума более чем в 9
раз), по сравнению с окисленным гуанином (А) (максимум больше
минимума в 4 раза).
Так как точность метода пробных периодов в данном случае
равна ±0,5 мес, то, возможно,что наблюдаемые колебания являются
сезонными (7±0,5 мес « полугодие). Так максимальные значения
окисленного гуанина в моче мышей наблюдаются в феврале -
апреле, минимальные - в мае - июне. Вероятно, они отражают
нормальный физиологический процесс, связанный с репродуктивной
функцией. Мышь-полевка интенсивно размножается два раза в год -
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Рисунок 24. Продольная зависимость концентрации
окисленного гуанина в моче интактных мышей (гр. 4) от возраста
(нижняя ось абсцисс) и сезона (верхняя ось абсцисс).
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Таблица 7. Достоверность* р периодичности колебаний
содержания окисленного и метилированного гуанина в моче
мышей для заданных "пробных периодов"** (выделены
наиболее достоверные периоды).
	Длительность
заданного
пробного
периода, мес.
	Уровень достоверности, р.

	
	Контрольный опыт
	Опыт с облучением 10 Гр

	
	8ОНГ+8ОЩГ
	7МеГ
	8ОНГ+8ОНдГ
	7МеГ

	2
	0,5
	0,5
	0,5
	0,008

	3
	0,11
	0,5
	0,2
	0,09

	4
	0,007
	0,018
	0,4
	0,015

	5
	0,25
	0,25
	0,2
	0,025

	6
	0,016
	0,032
	0,2
	0,025

	7
	0,001
	0,001
	0,2
	0,025

	8
	0,005
	0,005
	-
	-

	9
	0,014
	0,1
	-
	-


* Критерий Вилкоксона.
** см. Методы.
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Рисунок 25. Семимесячный цикл периодических колебаний
концентрации окисленного (сплошная граница и темная заливка) и
метилированного (пунктирная граница и светлая заливка) гуанина в
моче интактных мышей. Значения концентрации указаны на
диаграмме курсивом.
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весной и осенью (Домовая мышь, 1994). Поколение, родившееся
осенью, вступает в зиму в расцвете сил, оно имеет больше шансов
выжить и гарантирует сохранение вида (Ивантер и др., 1985).
Лабораторная линия мышей CBA культивируется в постоянных
климатических условиях не одно десятилетие, но, пройдя через
сотни генераций, животные не утратили природного ритма жизни.
Для мышей облученных в дозе 10 Гр наблюдается совсем
другая картина. Периодичность в колебаниях концентрации
окисленного гуанина не обнаружена, а для 7МеГ наиболее
вероятным (р= 0.008) является период колебаний длительностью 2
мес. (Таблица 7). Это свидетельствует еще об одной специфической
особенности радиационно-ускоренного старения: происходит
нарушение сезонного ритма.
Нами выявлено две составляющих изменений во времени
концентрации окисленного и метилированного гуанина: возрастная
и сезонная. При построении этих закономерностей производилось
группирование и усреднение данных. Полученные обобщения
имеют ограниченное применение к конкретному индивидууму.
Старение как процесс отражен на рисунках 26, 27 и 28, где показаны
продольные возрастные изменения (каждая кривая - данные для
одой и той же группы из 4 мышей) суммарной концентрации
продуктов окисления гуанина и концентрации 7МеГ в моче
интактных и облученных мышей в дозах 10 и 12 Гр.
Полученные зависимости для интактных мышей (рисунок 26)
имеют вид колебаний, амплитуда которых не постоянна, и имеет
тенденцию уменьшаться. В трех независимых опытах максимальные
значения суммарной концентрации 8ОНГ приходятся на март-
апрель и июль-сентябрь, минимальные - на декабрь-февраль и май-
июль. Пик данного параметра наблюдали у мышей близких
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Рисунок 26. Возрастные изменения концентрации окисленного
гуанина (сплошная линия) и 7МеГ (пунктир) в моче интактных
мышей групп №2 (А), 3 (Б) и 4(B). Представлены результаты
трех независимых исследований.
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Рисунок 27. Возрастные изменения концентрации окисленного
гуанина (сплошная линия) и 7МеГ (пунктир) в моче
облученных 10 Гр мышей из групп №5 (А), 6 (Б) и 7(B).
Представлены результаты трех независимых продольных
исследований.
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Рисунок 28. Возрастные изменения концентрации окисленного
гуанина (сплошная линия) и 7МеГ (пунктир) в моче
облученных 12 Гр мышей из групы №8 (продольное
исследование).
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возрастов: в первом опыте - на 609 день (рис. 25, А), во втором - на
576 день (рис 25, Б), в третьем - на 581 день (рис. 25, В).
Индивидуальные зависимости концентрации 7МеГ в моче мышей от
возраста представляют собой апериодические колебания.
Характерным, является то, что этот продукт не всегда присутствует в
моче и его концентрация меняется синбатно содержанию
окисленного гуанина.
Продольные возрастные зависимости концентрации
окисленного гуанина в моче мышей, облученных в дозе 10 Гр
(рисунок 27, сплошные линии) имеют экстремальный вид. В первом
опыте выраженный максимум приходится на 340 дней (рис. 27, А),
во втором - на 483 дня (рис. 27, Б), в третьем - на 411 дней (рис. 27,
В). Так же как и в случае с интактными животными,
индивидуальные возрастные зависимости концентрации 7МеГ в
моче облученных 10 Гр мышей (рис. 27, пунктир) представляют
собой апериодические колебания, но синбатность изменений
содержания окисленного и метилированного гуанина нарушена.
Продольная зависимость концентрации окисленного и
метилированного гуанина в моче облученных 12 Гр (рис. 28)
представляет собой возрастной спад. Коэффициент корреляции
между содержанием 8ОНГ и 8ОНдГ и возрастом равен -0,78, а
между содержанием 7МеГ и возрастом - -0,71. В данном случае,
облучение фактически нивелировало сезонный ритм.
Пятикратное различие между максимальным и минимальным
содержанием окисленного и метилированного гуанина в моче
молодых интактных мышей в течение года указывает на границы
адаптационного интервала. Это указывает на источник
противоречивых сведений, которыми изобилует экспериментальная
геронтология.     Статистические     различия     средних     значений
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параметров, измеренных в разных возрастных группах, то есть
поперечным методом, могут обладать или не обладать
достоверностью в зависимости от времени года Например, в мае -
июне, когда содержание окисленного гуанина в моче низкое,
возрастные изменения нивелируются.
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коэнзим QlO.
Глава 8  Оценка геропротекторной эффективности
пищевых добавок, содержащих бета-каротин и
коэнзим О10.       -
8.1   Введение.
В настоящее время развивается представление о том, что
регуляцию процессов окисления в организме можно эффективно
осуществлять с помощью синтетических и природных
антиоксидантов и других физиологически активных соединений,
применяя их как пищевые ингредиенты. Бета-каротин и коэнзим QlO
являются составными частями многих профилактических пищевых
добавок (Nutry-Plus, Randox и др.), витаминов (Vitrum) и
косметических средств.
Бета каротин (провитамин А) постоянно присутствует в тканях
и плазме. Роль каротиноидов в организме млекопитающих остается
на сегодняшний день не достаточно ясной. Но известно, что
недостаток витамина А приводит к поражениям зрительной,
дыхательной и нервной систем, а также эпителиальных покровов, к
повышению чувствительности к инфекциям и потере способности к
воспроизводству (Леутский, 1959). Способность бета-каротина
поглощать супероксид и пероксил радикалы показана многими
авторами (Ozhogina, Kasaikina, 1995; Woodall et. al., 1997; Mortensen,
Skibsted, 1996). Ho на сегодняшний день остается малоизученным
механизм этого процесса. Так, после дезактивации бета-каротином
радикалов О2- и ОН- не было обнаружено бета-каротин радикалов
(Iannonne et. al. 1998). Они были найдены только как результат
взаимодействия бета-каротина с более тяжелыми алкоксил и
алкилпероксил радикалами (Liebler, McClure, 1996). Важной
особенностью действия бета-каротина в организме является то, что
концентрация этого  вещества  в  плазме   и  тканях  не  связана  с
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содержанием какого-либо антиоксидантного фермента (Ondreicka et.
al., 1998) и антиоксидантной способностью ткани (Borel et. al., 1998).
Коэнзим QlO (убихинон QlO) - широко распространенное в
различных тканях и в сыворотке крови липидорастворимое
хиноидное соединение. Он выполняет в организме несколько
важнейших физиологических функций. В митохондриях коэнзим Q
обеспечивает взаимодействие между прочносвязанными с
мембраной электронными переносчиками комплексов I,. II и III
дыхательной цепи, а также является переносчиком протонов во
втором пункте сопряжения процессов электронного транспорта и
окислительного фосфорилирования. В клеточных мембранах и
липопротеидных частицах плазмы крови восстановленный коэнзим
Q служит антиоксидантом, обеспечивая эффективную защиту
мембранных липидов, белков и ДНК от последствий
разрушительного действия свободных радикалов. Коэнзим Q
является единственным липидорастворимым антиоксидантом,
который синтезируется в организме, а так же постоянно
регенерируется из окисленной формы с помощью ферментативных
систем организма (Рууге, 2001). Многими авторами отмечены его
антиоксидантные свойства (Artuch et. al. 1999; Tsukahara et. al., 1999;
Hoppe et. al., 1999; Huertas et. al., 1999; Tomasetti et. al., 1999).
Известны геропротекторные свойства этого вещества. Так, в работе
(Huertas et. al., 1999) показано, что добавление в клеточную культуру
коэнзима QlO защищает митохондриальные мембраны от
клеточного старения, a Hoppe U. Et. al. (1999) обнаружил, что
убихинон предупреждает фотостарение (процесс старения,
ускоренный воздействием ультрафиолетового облучения)
эпидермиса человека. Коэнзим QlO, будучи добавлен в клеточную
культуру, повышает устойчивость ДНК к процессам окисления. Но
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механизм его действия остается не выясненным, так как известно,
что он является слабым ингибитором радикальных процессов
(Заславский и др., 1977) и не влияет непосредственно на образование
разрывов ДНК (Tomasetti et. al., 1999).
Нами было исследовано влияние пищевых добавок,
содержащих бета-каротин и коэнзим QlO на процессы естествелного
и радиационно-ускоренного старения.
8.2   Влияние пищевых добавок, содержащих бета-каротин и
коэнзим QlO на продолжительность жизни облученных и
интактных мышей.
Данные по выживанию для интактных и облученных дозой
10 Гр. мышей, получавших бета-каротин,- и соответствующих
контрольных групп представлены на рисунке 29, где показаны
кривые выживания, и в таблице 8, где также указана достоверность
различий между экспериментальными группами. Обнаружено, что
бета - каротин недостоверно (р=0.2) увеличивал среднюю
продолжительность жизни интактных животных на 4%, у
облученных мышей, получавших этот препарат, наблюдали полную
компенсацию радиационно-ускоренного старения. На рисунке 30
показаны кривые выживания для тех же самых групп, построенные в
нормированных координатах. Зависимости для интактных мышей,
получавших препарат, и интактного и облученного контроля
практически совпали. Кривая выживания облученных животных,
получавших бета - каротин, имела более прямоугольную форму и
достоверно (р<0.1) отличалась от остальных. Это свидетельствует о
том, что данный препарат увеличивает продолжительность жизни
только "короткожителей" (слабого звена когорты), но не влияет на
"долгожителей".
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Рисунок 29. Кривые выживания для интактных (1), облученных
дозой 10 Гр (2), получавших в течение жизни бета-каротин
интактных (3) и получавших в течение жизни бета-каротин
облученных дозой 10 Гр (4) мышей.
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Таблица 8. Изменение продолжительности жизни мышей
после облучения и воздействия ПД бета-каротин и ПД QlO и
достоверность различий* выживаемости между
экспериментальными группами.
	Группа
	Интакт-
ные
	10 Гр
	12 Гр
	Интактные
+ ПД бета-
каротин
	Интактн
ые + ПД
QlO
	10Гр +
ПД бета- ,
каротин
	12Гр +
nflQIO

	СПЖ +
SME, дни.
	804±19
	721±
17
	637+
19
	836+31
	734+31
	842+
14
	772+
28

	Мах ПЖ,
дни.
	970
	828
	770
	970
	930
	950
	919

	Числен-
ность
группы, шт.
	46
	36
	20
	20
	20
	20
	20

	Интактные
	, -г* •
	Р<0.01
	р<0.01
	Р=0.2
	р<0.02
	Не дост.
	р=0.2

	10 Гр
	
	
	р<0.05
	Р<0.01
	Не дост.
	р<0.01
	р=0.2

	12 Гр
	
	
	
	Р<0.01
	р=0.1
	р<0.01
	р<0.01

	Интактные
+ ПД бета-
каротин
	Л~-:' '
'•8К   -• '
	"- _
	
	*                    * >
	р<0.02
	р=0.2
	р=0.1

	Интактные
+ FWQlO
	&   -
	
	
	
	-Г
■, >] й-
	р<0.01
	Не дост.

	ЮГр + ПД
бета-
каротин
	4    : '
8
	
	
	
	
	р=0.1

	12 Гр + ПД
QlO
	
	
	
	*                                                   I    "                *^        *   ;,
	,  v ч -
	


"Критерий Колмогорова-Смирнова.
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Рисунок 30. Нормированные кривые выживания для интактных
(1), облученных дозой 10 Гр (2), получавших в течение жизни
ПД бета-каротин интактных (3) и получавших в течение жизни
ПД бета-каротин облученных дозой 10 Гр (4) мышей.
Нормированный возраст t* вычисляли отдельно для каждой
кривой путем деления календарного возраста t на площадь под
кривой выживания.
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Ранее подобное действие бета-каротина было обнаружено в
работе (Massie et al, 1986). Бета-каротин увеличивал среднюю
продолжительность жизни мышей самцов, толыго если препарат
начинали давать в раннем возрасте (с 1 мес). Мыши, получавшие
бета-каротин с 20 мес, прожили на 11,5% меньше, чем интактный
контроль. В работах В.Н. Анисимова (1994) отмечено, что
ректангуляция кривой выживания после воздействия препарата
часто бывает связана с увеличением числа и удлинением латентного
периода новообразований.
Кривые выживания для интактных и облученных дозой 12 Гр.
мышей, получавших ПДСНО, представлены на рисунке 31. Средняя
продолжительность жизни, максимальная продолжительность жизни
и достоверность различий между этими экспериментальными
группами отражены в таблице 8. Для облученных в дозе 12 Гр
мышей, получавших препарат, наблюдалась компенсация
радиационно-ускоренного старения, то есть увеличение средней
продолжительности жизни с 637±19 (у облученного контроля) до
772+28 дней, что всего на 4% (не достоверно) меньше, чем у
интактных мышей (СПЖ = 804+19 дней). Обнаружено достоверное
(р=0.02) сокращение средней продолжительности жизни (на 9,1%) у
интактных животных, получавших HE(QlO (СПЖ = 734±31 дней), по
сравнению с интактным контролем. Будучи построены в
нормированных координатах, все кривые выживания практически
совпали (рис. 32). Похожая картина наблюдается для животных,
облученных дозой 10 Гр по нашей методике, средняя
продолжительность жизни, которых на 10,5% меньше, чем у
интактных при сохранении формы кривой выживания. В работе
(Lonnrot et al., 1998), посвященной изучению влияния коэнзима QlO
на продолжительность жизни мышей и крыс, так же не
101
п
Q)
9
X
Eh
О
X
S
э
PQ
S
в:
о



	J. . U
	ir
r-L.
	
	
	
	

	
	I
	
	
	
	

	
	\_
	
	
	
	

	0.8
	
	I I

	V:
	
	-

	
	
	L
	"i ^i:
I     Y.
	1
	

	
	
	Ц;
	
	T
1
	

	0.6
	
	1I
	3
	L.
	-

	
	
	
	'-"I
	
	

	
	
	I
	I
L
	
	

	0.4
	
	i
	
	Li-.
I     ;
	

	
	
	
	
	I     :
	V

	
	
	
	
	*~i   '":
—i  *
	\

	0.2
	
	
	i
	L_
	

	
	
	
	
	1
	

	л
	I                               .                               i
	
	
	i    .
	


200

400

600

800

1000
Возраст,   дни.
Рисунок 31. Кривые выживания для интактных (1), облученных
в дозе 12 Гр (2), получавших в течение жизни ПДС>10
интактных (3) и получавших в течение жизни ПДСНО
облученных в дозе 10 Гр (4) мышей.
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Рисунок 32. Нормированные кривые выживания для интактных
(1), облученных в дозе 12 Гр (2), получавших в течение жизни
коэнзим QlO интактных (3) и получавших в течение жизни
коэнзим QlO облученных в дозе 10 Гр (4) мышей.
Нормированный возраст t* вычисляли отдельно для каждой
кривой путем деления календарного возраста t на площадь под
кривой выживания.
юз
обнаружено   геропротекторного   действия   этого   вещества,   что
согласуется с нашими данными.
8.3   Влияние пищевых добавок, содержащих бета-каротин и
коэнзим QlO на процессы эндогенного окисления и
метилирования гуанина.
В таблице 9 представлены результаты исследования влияния
длительного употребления пищевых добавок содержащих бета-
каротин и коэнзим QlO на концентрацию в моче окисленного и
метилированного гуанина для двух возрастных групп мышей:
зрелых (11-13 мес.) и старых (22-28 мес). В среднем возрасте ни
одна из пищевых добавок не оказала значительного влияния на
окисление гуанина, но в обоих случаях наблюдали достоверное
(р<0.05) увеличение выхода метилированного гуанина в мочу (ПД
бета-каротин - в 8 раз, a ЦДО10 - в 5 раз по сравнению с контролем).
В старости наблюдается другая картина. Мыши, получавшие в
течение жизни ПД бета-каротин по своим биохимическим
показателям практически не отличаются от контрольных. Это
согласуется с тем, что не выявлено достоверных отличий в
выживаемости этих экспериментальных групп. У животных,
употреблявших всю жизнь (с 5 мес.) ЦДОЮ обнаружено
достоверное снижение концентрации как окисленного (вдвое, р<0.1)
так и метилированного (в 5 раз, р<0.05) гуанина в моче. Такие
биохимические показатели соответствуют еще более позднему
возрасту. Это свидетельствует в пользу того, что уменьшение
средней продолжительности жизни данной экспериментальной
группы связано с ускорением процесса старения.
Данный эффект, с точки зрения свободно-радикальной
концепции, может быть объяснен тем, что избыточное содержание
коэнзима QlO, потребляемого мышами с пищей, могло, вероятно,
увеличить поток электронов по дыхательной цепи. Максимальная
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Таблица 9. Влияние коэнзима Qi0 и бета-каротина на
среднюю концентрацию окисленного и метилированного
гуанина в моче взрослых и старых мышей.      _
	
	Возраст, мес.

	Эксперимент
	11-13
	22-28

	тальные
группы
	Средняя концентрация,
10'8моль/мл
	Средняя концентрация,
10"8моль/мл

	
	8ОЬдГ+8ОНГ
	7МеГ
	8ОНдГ+8ОНГ
	7МеГ

	Контроль
	58,1
	3,4
	24,3
	2,6

	Коэнзим Qio
	42,9
	24,9*
	12,3*
	0,42**

	Бета-каротин
	62,7
	40,1*
	21,9
	1,72


* Достоверность отличий от контроля < 0,05
** Достоверность отличий от контроля < 0,1
Использован критерий Вилкоксона.
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активация системы митохондриального дыхания имеет опасный
побочный эффект: повышение продукции 02- и ОН радикалов, что
может ускорить старение и сократить продолжительность жизни
(Скулачев, 1998). Э.К. Рууге (2001) доказал, что в определенных
условиях в организме коэнзим Q может проявлять прооксидантные
свойства, усиливая генерацию активных форм кислорода. Кроме
того, семихинонная форма коэнзима QlO является прекрасным
донором электронов, то есть восстановителем кислорода в
супероксид (Dean, Morgenthales, 1990) и участвует в образовании
высокоактивного ОН радикала (Beyer, 1992). С этих позиций эффект
уменьшения содержания окисленного гуанина в моче мышей,
получавших коэнзим QlO, может быть объяснен только, если
предположить, что данный препарат может выводить из строя
систему репарации ДНК. Тогда, несмотря на общее увеличение
числа окислительных повреждений, понизилось бы их содержание в
моче.
Полученные результаты могут быть объяснены и с другой
точки зрения. Возможно, роль свободных радикалов в организме не
сводится исключительно к окислительным повреждениям жизненно
важных клеточных структур. Известно, что в цельной крови
здоровых доноров идет непрерывная генерация активных форм
кислорода (Voeikov et. al., 1999), а минимально поврежденные
органы и ткани используют в относительном покое до 10-15%
потребляемого организмом кислорода для производства его
активных форм (Oshino et. al., 1975; Shoaf et. al., 1991).
На рисунке 33 показана возрастная динамика содержания
окисленного и метилированного гуанина в моче облученных в дозе
10 Гр мышей, получавших в течение жизни ПД бета-каротин (рис.
ЗЗБ), для сравнения на этом же рисунке представлены аналогичные
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данные для облученного в дозе 10 Гр (рис. 33A) и интактного (рис.
33В) контроля. Видно, что пищевая добавка восстановила у
облученных мышей максимум концентрации окисленного гуанина,
приходящийся на 20 мес. Так же восстановлены низкочастотные
колебания концентрации метилированного гуанина, утраченные
после облучения.
Возрастная динамика содержания окисленного гуанина и 7МеГ
в моче облученных в дозе 12 Гр мышей, получавших в течение
жизни ПДСПО, показана на рисунке 34Б, для сравнения здесь же
приведены аналогичные данные для облученного (рис. 34A) и
интактного (рис. 34В) контроля. Прием пищевой добавки
восстановил у облученных животных ритмичность изменения
концентрации как окисленного, так и метилированного гуанина в
моче. Кроме тог у облученных в дозе 12 Гр мышей, получавших
IXH1QlO наблюдается, как и у интактных, синхронность и
синбатность изменений концентрации окисленного гуанина и 7МеГ
(у облученного контроля эта особенность утрачена).
Таким образом, обе пищевые добавки полностью или частично
восстанавливают возрастную динамику содержания окисленного и
метилированоого гуанина в моче мышей, что согласуется с
полученными данными по выживаемости, ,-й свидетельствует о
компенсации радиационно-ускоренного старения.
Не вызывает сомнения разрушительное действие избытка
свободных радикалов. Тогда, в случае радиационно-ускоренного
старения, изучаемые природные антиоксиданты (бета-каротин и
коэнзим QlO) поглощают избыточные свободные радикалы,
появившиеся в организме после облучения. Это приводит к
замедлению старения, то есть к эффекту компенсации
радиационного ускорения старения. Если же старение протекает
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Рисунок 33. Возрастная динамика содержания окисленного и
метилированного гуанина в моче мышей.
А - мыши облученные в дозе 10 Гр.
Б - облученные мыши, получавшие ПД бета-каротин.
В - контрольная группа.
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Рисунок 34 Возрастная динамика содержания окисленного и
метилированного гуанина в моче мышей.
А - мыши облученные в дозе 12 Гр.
Б - облученные мыши, получавшие ЦДОЮ.
В - контрольная группа.
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естественно, и в организме присутствует метаболически нормальное
(не избыточное) количество свободных радикалов, то уменьшение
их количества благодаря действию антиоксидантов может привести
к ускорению процесса старения и сокращению продолжительности
жизни, как в случае с коэнзимом QlO.
Важные для понимания механизма действия ПДСПО данные
представлены в работе (Beyer et al.,1985). Оказывается,
концентрация коэнзима Q в сердце, печени и почках имеет
тенденцию увеличиваться с возрастом. В работе (Lonnrot et al., 1998)
показано, что потребление в течение жизни коэнзима Q достоверно
увеличивает его концентрацию в плазме и печени. Из этого следует,
что прием ПДС>10 мог биохимически моделировать процесс
старения. Это еще одно объяснение эффекта сокращения
продолжительности жизни мышей, получавших ПДСНО.
Бета-каротин представляет собой полифункциональное
соединение (Карнаухов, 1988). Одной из важных его функций
(долгое время считавшейся единственной) в организме животных
является образование витамина А. Другим важным свойством этого
соединения является его способность быть как хорошим донором,
так и хорошим акцептором электронов (Пюльман, Пюльман, 1965).
Возможно, обладая антиоксидантными свойствами, бета-каротин
проявляет их только в случае значительного избытка свободных
радикалов (например, после облучения), а в случае естественного
старениявыполняет другие функции. Кроме того, бета-каротин, в
отличие от коэнзима QlO, является экзогенным (хотя и
необходимым) веществом у млекопитающих, и поэтому организм
лучше "подготовлен" к изменениям его концентрации. Если учесть,
что уровень витамина А в здоровом организме может варьировать в
очень широких пределах (более чем в 10 раз) (Kelleherer, Losowsky,
по
1978), то, возможно, этим объясняется отсутствие изменений
продолжительности жизни и содержания окисленного гуанина в
моче интактных мышей, получавших бета-каротин.
На основании этих фактов можно сделать предположение о том,
что процессы генерации и поглощения свободных радикалов
находятся в динамическом равновесии. К похожим выводам в .своих
работах пришел В.Л. Воейков (2000). Открытие многочисленных
специфических генов и путей регуляции, на которые влияют
антиоксиданты и свободные радикалы, привело к предположению,
что активные формы кислорода служат внутриклеточными
мессенджерами в регуляции генной активности. Изменение редокс-
статуса клеток млекопитающих играет большую роль в процессах
дифференцировки, развития и старения (Allen, Tresini, 2000).
В современном обществе широкое распространение приобрели
пищевые добавки, витамины и косметические средства, в состав
которых входят антиоксиданты, в частности бета-каротин и коэнзим
QlO. Все эти препараты предполагают или допускают ежедневное
применение. В проведенном исследовании были использованы
рекомендованные дозы бета-каротина и коэнзима QlO, однако
геропротекторного эффекта, то есть достоверного увеличения
продолжительности жизни, для интактных животных обнаружено не
было. Напротив, применение коэнзима QlO достоверно уменьшило
продолжительность жизни интактных мышей. Это свидетельствует
необходимости тщательной проверки геропротекторной активности
всех пищевых добавок и профилактических средств, рекомендуемых
к частому применению и содержащих антиоксиданты.
ш
Глава 9   Обсуждение.
Начиная с 50-х годов прошлого века и до настоящего времени в
литературе широко обсуждается (и уже "приобрело черты
аксиоматичности) предположение о ключевой роли свободно-
радикальных' повреждений в механизмах старения живых
организмов. Действительно, многократно установлено, что
эффективность защитных систем снижается с возрастом, создавая
возможность интенсификации процессов свободнорадикального
повреждения макромолекул. Так для нескольких линий
лабораторных мышей было показано монотонное возрастное
снижение величины AOA липидов, для долгоживущих линий оно не
превышало 20-25% от исходного уровня, для короткоживущих было
более 50%. С другой стороны видовая продолжительность жизни по
данным R. Cutler (1985) образует положительную линейную связь с
содержанием антиоксидантов в плазме крови. Здесь уместно
отметить, что продолжительность жизни коротко- и долгоживущих
особей одного вида (членов когорты) такой закономерности не
подчиняется.
Во многих лабораториях мира были развернуты работы по
экспериментальному замедлению процесса старения посредством
включения в диету различных синтетических и природных
антиоксидантов. Для тех веществ, применение которых приводило к
увеличению средней продолжительности жизни лабораторных
популяций крыс, мышей, мухи-дрозофилы, нематоды и пр. был
предложен термин "геропротекторы", т.о. эффективность
геропротекторов сводится к количественной прибавке срока жизни
особи.
Согласие с основным тезисом данной гипотезы, а именно, с
ключевой ролью свободнорадикальных повреждений, казалось бы,
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требует признания универсальности действия антиоксидантов как
геропротекторов, однако такое прямолинейное рассуждение
находится в противоречии с фактами: не все антиоксид анты
способны замедлить старение; часто преимущество оказывалось на
стороне синтетических, а не природных антиоксидантов,
геропротекторами являются также вещества из других классов
биогенных соединений, например, короткие пептиды (Хавинсон и
др., 2001), гормоны (Анисимов, 1998) и т.д. Бесспорно природные
антиоксиданты чрезвычайно важны для нормальной
жизнедеятельности, но давно и хорошо известно, что их
передозировка приводит к негативным последствиям (Раскин, 1972).
Наступившая "эра пищевых добавок" требует большего
внимания к практике профилактического применения
антиоксидантов. Чтобы приблизиться к корректному объяснению
полученных нами результатов укажем на следующие известные
факты. Во-первых, индивидуальная вариабельность содержания
витаминов A, E, С, каротина в плазме крови людей (возможно и
животных, так как средние величины этих показателей у мышей и у
людей близки) очень велика, вплоть до 6-кратной, возрастные
изменения выражены слабо (Kellhrer, Losowsky, 1978). Не этим ли
объясняется отсутствие корреляции между .продолжительностью
жизни индивидуума и содержанием антиоксидантов в плазме крови?
Во-вторых, у старых животных при высоком содержании каротина в
крови отмечен его недостаток в органах. В этом отношении
показательны результаты H. Massie (1986), когда обогащение
пищевого рациона мышей каротином достоверно не влияло на
продолжительность жизни молодых мышей (+5%) и уменьшало на
12% ПЖ старых животных. При этом содержание бета-каротина в
крови увеличивалось на 60%, но не изменялось в органах.
из
Использованные в наших опытах дозы пищевых добавок
содержали концентрацию антиоксидантов в пределах
физиологической нормы, их можно .определить, как
"поддерживающие", принимая во внимание результаты работы
(Бурлакова и др., 1975) и следующий расчет скоростей
взаимодействия антиоксидантов с радикалами RO2; значения
концентраций и величины констант скорости К7 взятые из работы
(Бурлакова, Храпова, 1985)
Таблица
	Препара
T
	Константа
реакции с
RO2, л/мс
	Применя-
емые
дозы,
мг/кг
	Регуляр-
ность,
1/нед
	Скорость
реакции с
RO2, 1/с
	Среднее
содер-
жание в
живом
организме,
мг/кг

	Бета-
каротин
	4*104
	0.3
	2
	0.15
	2

	Коэн-
зим Qio
	3.7*104
	0.4
	2
	1.7
	4


Как известно бета-каротин не синтезируется в организме
человека и животных, комплекс каротиноидов, поступающих с
пищей, гораздо богаче биологическими свойствами, связанными не
только с А-витаминной активностью (Шашкина и др., 2001). Авторы
этого большого обзора о биодоступности каротиноидов особенно
подчеркивают, что "в процессе эволюции в организме
сформировалась система регуляции поступления и усвоения
каротиноидов при участии метаболических ферментов и
транспортирующих белков, механизмы которой весьма сложны и во
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многом еще не ясны".
С этих позиций, пищевые добавки, содержащие комплексы
природных антиоксидантов, в которые входит негодно соединение, а
несколько аналогов, (например, не только альфа-токоферол, а все 4
природных токоферола в их естественном соотношении) способные
более тонко регулировать эффективность систем антирадикальной
защиты, имели бы возможно, больше оснований именоваться
геропротекторами, чем стандартные витаминные препараты.
Совокупностью изложенных фактов можно достаточно
корректно, на наш взгляд, объяснить отсутствие достоверного
влияния бета-каротина на продолжительности жизни интактных
мышей (см. Таблицу).
Что касается результатов опытов с коэнзимом QlO, то их можно
считать скорее ожидаемыми, чем неожиданными. Сделанное выше
замечание о преимуществе природных комплексов справедливы и
для этого случая, известно по крайней мере десять аналогов
убихинонов, различающихся длинной боковой цепи (N = 0 - 10) и
осуществляющих взаимодействие в линейной и циклической форме.
В отличие от каротина, коэнзим QlO является эндогенным
антиоксидантом, его синтез осуществляется в печени у животных и
человека.
Возрастное снижение энергообеспечения тканей
сопровождается заметным изменением митохондриальной ДНК,
существует предположение, что это явление только часть
универсального программированого генетически процесса старения.
В тканях пожилых людей обнаруживаются лишь следы
полномерной мтДНК. Потери мтДНК влекут другие
неблагоприятные для клетки события: спад активности цитохром-
оксидазы-С   и других компонент дыхательной  цепи,  и  в  итоге
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снижение биоэнергетики митохондрий (Kovalenko, 1999).
Предотвратить или замедлить программу старения митохондрий в
модельных эуспериментах добавлением коэнзцма QlO пока не
удалось (Linnane et. al. 1992). Как показано в работе Г.П. Жижиной
(2000) y6nxHHOH'Q10 по способности ингибировать эндогенное
окисление ДНК уступает мелатонину и бэта-каротину в 2 - 4 раза. И
хотя доза QlO в наших опытах не выходила за физиологические
границы, но её постоянное употребление, возможно, создавало
условия для участия QlO в неферментативных реакциях с
биосубстратами, продукты которых пополняют в организме депо
"биогенных шлаков" и способствуют ускорению старения (Голубев,
1996).
Нельзя не упомянуть и о еще одной, крайне интересной
гипотезе, отражающей "положительное" участие свободных
радикалов кислорода в метаболизме. Она не столь распространена
по сравнению с гипотезой о свободно-радикальных повреждениях,
но уже имеет не малое экспериментальное обоснование и ,
следовательно, право на жизнь.
Речь идет о том, что "из протекающих в организме химических
процессов наиболее подходящими источниками энергии могут быть
реакции активных форм кислорода" (Vbeikov, 2000). При
рекомбинации двух 02- освобождается один Эв, при гидролизе АТФ
- менее 0,5 Эв, т.е. в организме кроме АТФ имеется альтернативный
и более значительный источник энергии, перераспределяясь и
накапливаясь в макромолекулах, он может выступать в роли
инициатора метаболических процессов.
Что касается увеличения продолжительности жизни
облученных в дозах 10 и 12 Гр животных, которые затем получали с
пищей те же самые добавки антиоксидантов, то этот положительный
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результат мы целиком относим к их благотворному действию на
облученный организм, у которого, пострадали естественные тонкие
регуляторные механизмы. Как известно, результаты воздействия
зависят от исходного состояния организма, что не раз наблюдалось
при сравнении последействия антиоксидантов после хронического
или острого облучения (Давыдов и др., 1991)
На сегодняшний день в геронтологии существует множество
гипотез и теорий, объясняющих процесс старения. Их можно
разделить на две группы. Это, во-первых, гипотезы,
рассматривающие старение, как заключительную стадию
генетической программы индивидуального развития (Фролькис,
1969; Skulachev, 2001); во-вторых - различные варианты гипотезы
"катастрофы ошибок", согласно которой старение есть следствие
постепенного накопления ошибок и повреждений, что приводит к
снижению надежности биологических систем (Стрелер, 1964;
Дильман, 1986; Кольтовер, 1998; Оловников, 1999).
В пользу теорий "катастрофы ошибок" свидетельствует тот
факт, что в ходе старения человека и животных не происходит
экспресстии принципиально новых макромолекул, а происходит
только количественное изменение различных признаков
(Оловников, 1999). К фактам, подтверждающим эту концепцию,
следует отнести значительные спонтанные вариации средней
продолжительности жизни внутри одной линии дрозофилы от
поколения к поколению без изменения формы кривых выживания
(Izmaylov et al., 1993), а так же увеличение продолжительности
жизни экспериментальных животных с помощью синтетических
антиоксидантов (Обухова, Эмануэль, 1983;Наппап, 1956).
Концепцию генетической программы старения подтверждает,
прежде    всего,    наблюдаемый   на   клеточном    уровне    апоптоз
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(программированная клеточная гибель). Доказано, что существует
группа физиологически консервативных генов, контролирующих
этот процесс (Хансон, 1999). В.П. Скулачевым_ж(2001) высказано
предположение, что механизм, подобный апоптозу (феноптоз),
реализуется и ' на организменном уровне. К фактам,
подтверждающим данную концепцию, следует также отнести
возможность искусственного отбора по продолжительности жизни и
то, что средняя продолжительность жизни является четким видовым
признаком (Потапенко, Акифьев, 1999).
В результате проведенной работы были получены возрастные
зависимости массы тела, температуры, показателя функциональной
моторной асимметрии, величины постоянных потенциалов в левом и
правом полушариях головного мозга и содержания окисленного и
метилированного гуанина в моче мышей. Динамика всех
показателей имела нелинейный характер. Везде за исключением
возрастных изменений концентрации окисленных и
метилированных оснований ДНК, динамика которых представляет
собой сложные колебания, наблюдали выраженный экстремум.
Наличие максимума или минимума на усредненной картине
возрастных изменений некоего параметра может свидетельствовать
как о действительной нелинейности наблюдаемого процесса, так и о
наличии двух и более субпопуляций в экспериментальной группе
(например, короткожители и долгожители). В последнем случае,
даже если для отдельной особи процесс протекает линейно, на
усредненной кривой может быть экстремум. Достоверно выяснить
причину наличия максимума или минимума можно только,
сопоставив усредненную динамику с индивидуальными
возрастными зависимостями. Продольный метод исследования дает
такую возможность.
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На рисунках 35, 36 и 37 представлены индивидуальные
возрастные зависимости показателя моторной асимметрии,
ректальной температуры и массы тела мышей. .Все кривые имеют
экстремальный характер. Масса тела (рис. 37) меняется плавно,
постепенно растёт, достигает максимума, а затем уменьшается.
Индивидуальные возрастные изменения показателя функциональной
моторной асимметрии (рис. 35) претерпевают апериодические
колебания, которые не заметны на усредненной зависимости. Но у
каждого животного имеется период, когда показатель П возрастает,
достигает пикового значения П=10, а затем уменьшается до
значений, характерных для амбидекстров. Ректальная температура
(рис. 36) может в течение жизни изменяться в широком диапазоне
(более 2 градусов), как у мыши М5-367, или в относительно узком (в
пределах одного градуса), как у мыши Ml0-367. Но у каждого
животного в возрасте 5-8 месяцев наблюдается период
максимальной температуры, а в возрасте 13-16 месяцев -
выраженный минимум этого показателя.
Корреляционные связи также изменяются в течение жизни. В
молодом (до 11 мес.) возрасте коэффициент корреляции между
межполушарной разностью потенциалов и показателем моторной
асимметрии отрицательный (-0,42), в старости (старше 21 мес.) -
положительный (0,53), а с 11 до 19 мес. - близок к нулю (рис. 14).
Другой пример изменения корреляционной связи представлен в
Таблице 6. До 18,5 мес. концентрация окисленных оснований ДНК в
моче мышей мало зависит от возраста (коэффициент корреляции -
0,28), а после 18,5 мес. между этими показателями обнаруживается
взаимосвязь (коэффициент корреляции —0,64). Процесс разрушения
старых и образования новых корреляционных связей, возможно,
объясняется   тем,   что   разрушительному   процессу   старения   в
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организме противопоставлен адаптивный процесс витаукта
(повышающий его жизнеспособность), который поддерживает
гомеостаз, находя для этого при необходимости новые пути
(Фролькис, 1969). Может быть, одним из таких путей является
изменение доминантности полушарий
Таким образом, экстремальный характер усредненных и
индивидуальных возрастных зависимостей физиологических
показателей позволяет сделать вывод о том, что возрастные
изменения нелинейны и, следовательно, процесс старения протекает
неравномерно. Возможно, существуют такие периоды онтогенеза,
когда старые корреляционные связи разрушаются, и образуются
новые. Это может происходить в возрасте, когда вымирание
популяции только начинается, когда начинают вымирать уже
"постаревшие" короткожители, о чем свидетельствует изменение
корреляционной связи между содержанием окисленного гуанина в
моче и возрастом, или гораздо раньше, когда внешние признаки
старения отсутствуют и животное еще способно к репродукции.
Сам по себе факт неравномерности процесса старения не может
служить опровержением концепции стохастического накопления
ошибок, как причины старения. Так для объяснения "преключения"
доминантности полушарий головного мозга достаточно представить,
что процессы накопления повреждений в обоих полушариях
протекают монотонно, но с разной скоростью. Тогда изменение
доминантности ознаменует собой период, когда поврежденность
ведущего полушария превысит, поврежденность субдоминантного.
Изучение механизмов и поиск программы старения отражены в
ряде работ (Фролькис, 1969; Обухова, Акифьев, 1980; Потапенко,
Акифьев, 1999): Одним из аргументов в пользу существования
программы     старения     было     бы     обнаружения     "предиктора
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продолжительности жизни", то есть показателя, позволяющего
предсказать индивидуальную продолжительность жизни и оценить
индивидуальную степень старения. На сегодняшний день в
экспериментальной геронтологии таких параметров не найдено.
Располагая индивидуальными возрастными зависимостями, мы
сделали попытку выявить взаимосвязь между характерными
экстремумами и продолжительностью жизни.
Обнаружено, что возраста достижения мышью максимального
веса (Tm) и наибольшей латерализации поведения (Tn) связаны друг
с другом (г=0.6, р<0.001). Между разностью двух этих возрастов и
продолжительностью так же существует взаимосвязь (г=0.62,
р<0.001) (рис. 38). На практике это означает, что животное, у
которого пик латерализации поведения наступил значительно
раньше, чем она достигла своего наибольшего веса, по-видимому,
будет жить дольше, а продолжительность жизни мыши, которая
набрала максимальный вес прежде, чем достигла наибольшей
асимметрии поведения, вероятно, будет ниже среднего.
Неравномерность возрастных изменений, а так же взаимосвязь
между возрастами достижения экстремумов и продолжительностью
жизни позволяет усомниться в том, что старение представляет собой
стохастический процесс накопления «ошибок». Возможно, что
старение является побочным продуктом реализации генетической
программы развития и, поэтому возникает с закономерностью
генетической программы (Дильман, 1986). Но нельзя исключить и
возможность существования отдельной программы старения,
«запуск» которой отмечен особыми периодами онтогенеза.
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Рисунок 35. Индивидуальные возрастные зависимости
показателя моторной асимметрии для трех интактных мышей.
В правом верхнем углу каждого графика показан персональный
номер мыши.
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Рисунок 37. Индивидуальные возрастные зависимости веса тела
для трех интактных мышей.
В правом верхнем углу каждого графика показан персональный
номер мыши.
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Рисунок 38. Взаимосвязь разности (Tm-Tn) и продолжительности
жизни.
Tm- возраст достижения животным максимального веса тела,
Tn - возраст достижения наибольшей латерализации поведения.
Сплошная линия отражает линейную аппроксимацию
экспериментальных данных. На графике показано урвнение
линейной регрессии.
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Выводы.
1. С помощью математических расчетов установлено, что
когорта лабораторных мышей  в  возрастном   периоде  5-22  мес.
неоднородна по степени старения (биологическому возрасту), что
является причиной систематической ошибки в геронтологических
исследованиях, проводимых методом группового сравнения. Это
послужило основой для выбора экспериментальной методики.
2. Обнаружен экстремальный характер индивидуальных и
усредненных   возрастных   зависимостей   веса   тела,   ректальной
температуры и показателя функциональной моторной асимметрии, а
также феномен переключения доминантности полушарий головного
мозга в возрасте 14 мес. Все указанные изменения происходят в
возрастном периоде, когда фенотипические признаки старения еще
отсутствуют.   Полученные   данные   позволяют   сделать   вывод   о
принципиальной неравномерности процесса старения.
3. Показано,    что    возрастная    динамика    концентрации
продуктов окисления и метилирования гуанина в моче мышей -
прижизненных   биохимических   маркеров   эндогенных   процессов
окисления и метилирования ДНК - представляет собой сезонные
колебания. По этой причине абсолютные значения этих показателей
не   могут   использоваться   в   качестве   биохимических   маркеров
старения, вопреки общепринятой практике,.
4. Сходство возрастной динамики веса тела и ректальной
температуры у облученных и интактных мышей, восстановление
нормального уровня продуктов эндогенного окисления гуанина ДНК
в моче по истечении 30 'дней после воздействия ионизирующей
радиации и сохранение закона вымирания когорты после облучения
свидетельствуют   о   том,   что   радиационное   старения,   являясь
ускоренным,   в   общих   закономерностях   протекает   аналогично
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естественному старению.
5.
Впервые      показано,      что     радиационно-ускоренное
старение
обладает
двумя
особенностями:
· во-первых облучение головы в дозе 10 Гр приводит к изменению
доминантности полушарий головного мозга мышей, регистрируется
тестом
поворотной
тенденции
в
Т-лабиринте;
· во-вторых, у облученных мышей отмечается нарушение сезонного
ритма колебаний концентрации окисленного и метилированного
гуанина в моче.
6.
Пищевые добавки, содержащие бета-каротин и коэнзим
QlO    в    значительной    степени    компенсировали    радиационно-
ускоренное старения по продолжительности жизни, несмотря на то,
что  прием  обоих препаратов  был  начат  спустя   1   месяц после
облучения.   Пищевая   добавка,   содержащая   бета-каротин, "была
нейтральна в отношении старения интактных животных, то есть не
обладала        геропротекторными        свойствами.        Хроническое
использовании   пищевой   добавки   с   коэнзимом   QlO   привело   к
сокращению   средней   продолжительности   жизни   необлученных
мышей,   то   есть   в   этом   случае   обнаружены   геропромоторные
свойства пищевой добавки.
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Приложение.
Таблица 10. Характер возрастных изменений биологических
показателей, наблюдаемых в поперечных исследованиях,
результаты которых опубликованы в 1998-99 гг. и
использованы в обзоре литературы.
	п/п
№
	Объект
исслед.
	Изучаемый параметр
	Ткань
	Возр.
группы
	Параметр с
возрастом...
	Ссылка

	1
	Крысы
самцы
Ficsher 344
	Содержание изоморф
переносчиков глюкозы GLUT-
1 в сердце.
	сердце
	4, 12,25 мес
	не изменяется
	Mooradian
etal, 1999

	2
	Крысы
самцы
Ficsher 344
	Содержание поерносчика
глюкозы GLUT-4 в сердце
	сердце
	4, 12, 25 мес
	уменьшается
	Mooradian
etal, 1999

	3
	Крысы
	Количество и размер
рецепторных систем
нейрокинин В/ нейрокинин 3 в
мозге
	мозг
	5,15,23-25
мес.
	не изменяется
	Mileusnic et
al, 1999

	4
	Люди
	Количество и размер
рецепторных систем
нейрокинин В/ нейрокинин 3 в
мозге
	мозг
	30 - 69 и
старше 70
лет.
	уменьшается
	Mileusnic et
al, 1999

	5
	Мыши
самцы
BALB/c и
SAMRl
	Содержание эластина в
легких.
	легкие
	3 и 24 мес.
	не изменяется
	Takubo et al,
1999

	6
	Мыши
самцы
BALB/c и
SAMRl
	Содержание коллагена в сухих
легких
	легкие
	3 и 24 мес.
	не изменяется
	Takubo et al,
1999

	7
	Мыши
самцы
BALB/c и
SAMRl
	Прапорция I и III типов
коллагена в легких
	легкие
	3 и 24 мес.
	не изменяется
	Takubo et al,
1999

	8
	Мыши
самцы
BALB/c и
SAMRl
	Содержание коллагена в
полных легких
	легкие
	3 и 24 мес.
	увеличивается
	Takubo et al,
1999

	9
	Крысы
Ficsher 344
	t
Размеры гамма 1 субъединицы
GABA(A) рецептора
	ухо
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	увеличивается
	Caspary et
al, 1999

	10
	Крысы
Ficsher 344
	Размеры альфа 2 субъединицы
GABA(A) рецептора
	ухо
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	уменьшается
	Caspary et
al, 1999
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	11
	Крысы
Ficsher 344
	Функциональная активность
GABA(A) рецепторов (связана
умением отличать речь от
шума)
	ухо
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	уменьшается
	Caspary et
al, 1999

	12
	Мыши CBA
	Размеры главного нейрона и
его ультраструктурные черты
	мозг
	3, 8 и 2Д,
мес.
	не изменяется
	<.azee, West,
1999

	13
	Крысы
самцы
Wistar
	Концентрация серум
мелатонина в шишковидной
железе
	эпифиз
	9 недель и
23 мес.
	уменьшается
	Selmaoui,
Touitou,
1999

	14
	Крысы
самцы
Wistar
	NAT активность
шишковидной железы
	эпифиз
	9 недель и
23 мес.
	уменьшается
	Selmaoui,
Touitou,
1999

	15
	Крысы
самцы
Wistar
	HIOMT активность
шишковидной железы
	эпифиз
	9 недель и
23 мес.
	не изменяется
	Selmaoui,
Touitou,
1999

	16
	Крысы
	Активность протеасом
	попереч
ное
	4,18,24,29
и 34 мес.
	до 29 мес.
увеличивается, а
.   затем падает.
	Bardag-
Gorse et al.,
1999

	17
	Крысы
	Количество 20S протеасом
	попереч
ное
	4,18,24,29
н 34 мес.
	до 29 мес.
увеличивается, а
затем падает.
	Bardag-
Gorse et al.,
1999

	18
	Крысы
	Содержание гликопротенинов
весом 30 kDa (PO) в мозге.
	мозг
	9 недель и
29 мес.
	не изменяется
	Sato et al.,
1999

	19
	Крысы
	Содержание гликопротенинов
весом 30 kDa (PO) в спинном
мозге.
	спинно
й мозг
	9 недель и
29 мес.
	увеличивается
	Sato et al.,
1999

	20
	Крысы
самцы
Sprague-
Dawley
	Количество c-Fos
иммунореактивных клеток,
распределенных по спинному
мозгу.
	спинно
й мозг
	1 неделя, 5
и 24 мес.
	уменьшается
	Kim et al.,
1999

	21
	Крысы
Ficsher 344
	Размеры ворот зубчатой
извилины
	мозг
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	увеличивается
	Shetty,
Turner, 1999

	22
	Крысы
Ficsher 344
	Количество нейронов ворот
зубчатой извилины
	мозг
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	уменьшается
	Shetty,
Turner, 1999

	23
	Крысы
Ficsher 344
	Площаль и ширина ганглия
зубчатой извилины
	мозг
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	не изменяется
	Shetty,
Turner, 1999

	24
	Крысы
Ficsher 344
	Восприимчивость зубчатой
извилины к эксцитоксическим
повреждениям.
	мозг
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	увеличивается
	Shetty,
Turner, 1999

	25
	Крысы
самцы
Sprague-
Dawley
	Экспрессия fos генов в мозге.
	мозг
	6, 13 и 23
мес.
	уменьшается
	Salehi et al.,
1999

	26
	Крысы
самцы
Sprague-
Dawley
	Экспрессия jun генов в мозге.
	мозг
	6, 13 и 23
мес.
	с б до 13
мес.увеличивается
и далее не
изменяется.
	Salehi et al.,
1999
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	27
	Крысы
самцы
Sprague-
Dawley
	Содержание
ювенилспецифического
цитоскелетного протеина
МАР1Ьи
взрослоспецифического
протеина МАР2 в гиппокампе
	мозг
	3 и 20 мес.
	уменьшается
	Рора-
Wagner et
al., 1999

	28
	Крысы
самцы
Sprague-
Dawley
	Содержание
ювенилспецифического
цитоскелетного протеина
МАР1Ьи
взрослоспецифического
протеина МАР2 в коре мозга.
	мозг
	3 и 20 мес.
	не изменяется
	Рора-
Wagner et
al., 1999

	29
	Крысы
	Соотношение альфа-
токоферолкинин/ альфа
токоферол в мембранах
эритроцитов
	кровь
	10 и 120
недель
	слабо
увеличивается
	Yanagava et
al., 1999

	30
	Крысы
	Соотношение альфа-
токоферолкинин/альфа
токоферол в плазме
	кровь
	10 и 120
недель
	уменьшается
	Yanagava et
al., 1999

	31
	Крысы
	Содержание
липогидропероксидов в
мембранах эритроцитов
	кровь
	10 и 120
недель
	увеличивается
	Yanagava et
al., 1999

	32
	Крысы
	Содержание жидкости в
мембранах эритроцитов
	кровь
	10 и 120
недель
	уменьшается
	Yanagava et
al., 1999

	33
	Крысы
	Содержание жидкости в
плазматических мембранах
эндотелиальных клеток аорты
	попереч
ное
	5 и 100
недель
	уменьшается
	Hashimoto
etal., 1999

	34
	Крысы
	Концентрация холестерола в
эндотелиальных клетках
аорты
	аорта
	Sh 100
недель
	увеличивается
	Hashimoto
etal., 1999

	35
	Крысы
	Молярное соотношение
холестерол/ фосфолипиды в
эндотелиальных клетках
аорты
	аорта
	5 и 100
недель
	увеличивается
	Hashimoto
etal., 1999

	36
	Крысы
	Уровень липид-пероксидов в
плазме эндотелиальных
клеток аорты
	аорта
	5 и 100
недель
	увеличивается
	Hashimoto
etal., 1999

	37
	Крысы
	Активность Cu, Zn-супероксид
дисмутазы в мозге
	мозг
	молодые и
старые
	уменьшается
	Анисимов и
др., 1999

	38
	Крысы
	Концентрация оснований
Шиффа в мозге
	мозг
	молодые и
старые
	уменьшается
	Анисимов и
Др., 1999

	39
	Крысы
	Концентрация диеновых
конъюгатов в мозге
	мозг
	молодые и
старые
	не изменяется
	Анисимов и
др., 1999

	40
	Крысы
	Концентрация протеин
пероксидов в мозге
	мозг
	молодые и
старые
	не изменяется
	Анисимов и
др., 1999

	41
	Крысы
	Общая антиоксидантнаяная
активность в мозге
	мозг
	молодые и
старые
	не изменяется
	Анисимов и
др., 1999

	42
	Крысы
	Концентрация диеновых
конъюгатов в печени
	печень
	молодые и
старые
	не изменяется
	Анисимов и
др., 1999
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	43
	Крысы
	Общая антиоксидантнаяная
активность в печени
	печень
	молодые и
старые
	не изменяется
	Анисимов и
др., 1999

	44
	Крысы
	Активность Cu, Zn-супероксид
дисмутазы в плазме
	кровь
	молодые и
старые
	уменьшается
	Анисимов и
др., 1999

	45
	Крысы
	Концентрация оснований
Шиффа в плазме
	кровь
	молодые и
старые
	увеличивается
	Анисимов и
др., 1999

	46
	Крысы
	Концентрация диеновых
- конъюгатов в плазме
	кровь
	молодые и
старые
	увеличивается
	Анисимов и
др., 1999

	47
	Крысы
	Концентрация протеин
пероксидов в плазме
	кровь
	молодые и
старые
	увеличивается
	Анисимов и
др., 1999

	48
	Крысы
	Общая антиоксидантнаяная
активность в плазме
	кровь
	молодые и
старые
	уменьшается
	Анисимов и
др., 1999

	49
	Крысы
Ficsher 344
	Активность антиоксидантных
ферментов во внутреннем
колликуле (слуховая система)
	ухо
	3, 19 и 28
мес.
	уменьшается
	Mey et al.,
1999

	50
	Крысы
Ficsher 344
	Активность супероксид
дисмутазы во внутреннем
колликуле (слуховая система)
	ухо
	3,19 и 28
мес.
	уменьшается
	Mey et al.,
1999

	51
	Крысы
Ficsher 344
	Активность каталазы во
внутреннем колликуле
(слуховая система)
	ухо
	3,19 и 28
мес.
	уменьшается
	Mey et al.,
1999

	52
	Крысы
Ficsher 344
	Уровень изоморф протеин
киназы С во внутреннем
колликуле (слуховая система)
	ухо
	3, 19 и 28
мес.
	не изменяется
	Mey et al.,
1999

	53
	Крысы
Ficsher 344
	Митохондриальная плотность
в сомате GABA+ нейрона во
внутреннем колликуле
(слуховая система)
	ухо
	3, 19и28
мес.
	уменьшается
	Mey et al.,
1999

	54
	Крысы
Ficsher 344
	Митохондриальная плотность
в сомате GABA - нейрона во
внутреннем колликуле
(слуховая система)
	ухо
	3, 19 и 28
мес.
	уменьшается
	Mey et al.,
1999

	55
	Мыши
линии
ICR/Jcl
	Обем содержания креатинина,
альфа-1-микроглобулина и
улинастатина в моче за 24
часа.
	попереч
ное
	3,6 и 14
мес.
	увеличивается
	Shikimi et
al., 1999

	56
	Мыши
линии
SAMPl
(ускоренно
стареющие
инбреды)
	Обем содержания креатинина,
альфа-1-микроглобулина и
улинастатина в моче за 24
часа.
	попереч
ное
	3,6 и 14
мес.
	не изменяется
	Shikimi et
al., 1999

	57
	Крысы
Ficsher 344
	Активность глютатион
пероксидазы в 'аорте
	аорта
	4, 18и24
мес.
	увеличивается
	Demaree et
al., 1999

	58
	Крысы
Ficsher 344
	Активность супероксид
дисмутазы в аорте.
	аорта
	4, 18 и 24
мес. .
	наблюдается
минимум в ердних
возрастах
	Demaree et
al., 1999

	59
	Крысы
Ficsher 344
	Активность каталазы в аорте
	аорта
	4,18 и 24
мес.
	уменьшается
	Demaree et
al., 1999
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	60
	Крысы
Wistar
	Содержание инозитол
фосфотазы и инозитол
фосфатов в аорте.
	аорта
	3 и 20 мес.
	увеличивается
	Wang, Wen,
1999

	61
	Крысы
Wistar
	Сокращение аорты в Са2+
содержащем буфере и буфере
не содержащем Ca 2+.
	аорта
	3 и 20 HiSt.
	уменьшается
	Wang, Wen,
1999

	62
	Крысы
	Уровень про-
опиомеланокартина мРНК в
предшествующей доле
гипофиза.
	гипофи
3
	2 и 18 мес.
	уменьшается
	Givalois et
al., 1999

	63
	Крысы
	Активность Na+, К+ - АТФазы
в теменной коре
	мозг
	12 и 24 мес.
	уменьшается
	Kaur, et al.,
1999

	64
	Крысы
	Активность Na+, К+ - АТФазы
в гиппокампе
	мозг
	12 и 24 мес.
	уменьшается
	Kaur, et al.,
1999

	65
	Крысы
	Активность Na+, К+ - АТФазы
в стриатуме
	мозг
	12 и 24 мес.
	уменьшается
	Kaur, et al.,
1999

	66
	Крысы
	Активность Na+, К+ - АТФазы
в таламусе
	мозг
	12 и 24 мес.
	не изменяется
	Kaur, et al.,
1999

	61
	Крысы
	Уровень постоянного
потенциала в гиппокампе
	мозг
	12 и 24 мес.
	уменьшается
	Kaur, et al.,
1999

	68
	Крысы
	Уровень постоянного
потенциала в теменной коре.
	мозг
	12 и 24 мес.
	уменьшается
	Kaur, et al.,
1999

	69
	Морские
свинки
	Плотность
ацетилхолинэстеразной
позитивной иннервации
метрального клапана.
	сердце
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	уменьшается
	Jew,
Williams,
1999

	70
	Мыши
	Плотность
ацетилхолинэстеразной
позитивной иннервации
метрального клапана.
	сердце
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	уменьшается
	Jew,
Williams,
1999

	71
	Крысы
Wistar
	Плотность
ацетилхолинэстеразной
позитивной иннервации
метрального клапана.
	сердце
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	уменьшается
	Jew,
Williams,
1999

	72
	Крысы
Ficsher344
	Плотность
ацетилхолинэстеразной
позитивной иннервации
метрального клапана.
	сердце
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	уменьшается
	Jew,
Williams,
1999

	73
	Крысы
белые.
	Объем дорзальных боковых
коленчатых ядер.
	
	3,18,24 и
28 мес.
	увеличивается
	Diaz et al.,
1999

	74
	Крысы
белые.
	Объемная плотность нейронов
в дорзальных боковых
коленчатых ядрах.
	
	3, 18,24 и
28 мес.
	уменьшается
	Diaz et al.,
1999

	75
	Крысы
белые.
	Численная плотность
нейронов в дорзальных
боковых коленчатых ядрах.
	
	3, 18,24 и
28 мес.
	уменьшается
	Diaz et al.,
1999

	76
	Крысы
белые.
	Общее число нейронов в
дорзальных боковых
коленчатых ядрах.
	
	3,18, 24 и
28 мес.
	уменьшается
	Diaz et al.,
1999
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	77
	Крысы
самцы
Wistar
	Цитостолическая
концентрация
глюкокортикоидных
рецепторов в мозге.
	мозг
	5-6 и 17-24
мес.
	увеличивается
	Martin et al.,
1999

	78
	Крысы
	Количество астроцитов
иммунореактивных к
глиально-фибриллярным
кислотным протеинам в белом
веществе коры мозга.
	мозг
	3,12 и 24
мес.
	уменьшается
	Sabbatini et
al., 1999

	79
	Крысы
	Размер астроцитов
иммунореактивных к
глиально-фибриллярным
кислотным протеинам в белом
веществе коры мозга.
	мозг
	3, 12 и 24
мес.
	увеличивается
	Sabbatini et
al., 1999

	80
	Крысы
	Количество астроцитов
иммунореактивных к
глиально-фибриллярным
кислотным протеинам на
гранулярном уровне.
	мозг
	3, 12 и 24
мес.
	наблюдается
увеличение только
в старом возрасте
	Sabbatini et
al., 1999

	81
	Крысы
	Размер астроцитов
иммунореактивных к
глиально-фибриллярным
кислотным протеинам на
гранулярном уровне.
	мозг
	3, 12 и 24
мес.
	наблюдается
увеличение только
в старом возрасте
	Sabbatini et
al., 1999

	82
	Крысы
	Аггрегация тромбоцитов
	кровь
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	увеличивается
	Hossain et
al., 1999

	83
	Крысы
	Молярное соотношение
холестерол/ фосфолипиды в
тромбоцитах.
	кровь
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	увеличивается
	Hossain et
al., 1999

	84
	Крысы
	Микровязкость тромбоцитов.
	кровь
	молодые,
среднего
возраста и
старые
	увеличивается
	Hossain et
al., 1999

	85
	Крысы
	Пик частоты тета-ритма типа 1
в гиппокампе.
	мозг
	4,12-13 и
22 -25 мес.
	не изменяется
	Abe,
Toyosawa,
1999

	86
	Крысы
	Пик частоты тета-ритма типа 2
в гиппокампе.
	мозг
	4,12-13 и
22 -25 мес.
	уменьшается
	Abe,
Toyosawa,
1999

	87
	Крысы
Ficsher 344
	Плотность GABA+ синапсов
	ухо
	3, 19 и 28
мес.
	уменьшается
	Helfert et al.,
1999

	88
	Крысы
Ficsher 345
	Плотность GABA - синапсов
	ухо
	3, 19 и 28
мес.
	уменьшается
	Helfert et al.,
1999

	89
	Крысы
Ficsher 346
	Количество GABA+ синапсов
	ухо
	3,19 и 28
мес.
	уменьшается
	Helfert et al.,
1999

	90
	Крысы
Ficsher 347
	Количество GABA - синапсов
	ухо
	3, 19и28
мес.
	уменьшается
	Helfert et al.,
1999

	91
	Крысы
Ficsher 348
	Ветвистость GABA+ синапсов
	ухо
	3,19 и 28
мес.
	уменьшается
	Helfert et al.,
1999
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	92
	Крысы
Ficsher 349
	Ветвистость GABA - синапсов
	ухо
	3,19 и 28
мес.
	уменьшается
	Helfert et al.,
1999

	93
	Крысы
самцы
Wistar
	Размер клеток в зоне
фасцикулята
	адренал
ь-ная
кора
	2,6, 12,18 и
24 мсс.
	увеличивается
	de Almedia
etal., 1998

	94
	Крысы
самцы
Wistar
	Размер митохондрий и
гладкого эндоплазматического
ретикулума в зоне
фасцикулята
	адренал
ь-ная
кора
	2,6, 12,18 и
24 мес.
	уменьшается
	de Almedia
etal., 1998

	95
	Крысы
самцы
Wistar
	Размер липидных вкраплений
и липофусциновых гранул в
зоне фасцикулята
	адренал
ь-ная
кора
	2,6, 12, 18 и
24 мес.
	увеличивается
	de Almedia
etal., 1998

	96
	Крысы
самцы
Wistar
	Размер липофусциновых
гранул в ретикулярной зоне
	адренал
ь-ная
кора
	2,6, 12,18 и
24 мес.
	увеличивается
	de Almedia
etal., 1998

	97
	Крысы
самцы
Wistar
	Содержание серум-
кортекостерона во внутренних
зонах адренальной коры.
	адренал
ь-ная
кора
	2,6, 12, 18 и
24 мес.
	увеличивается до
12 мес, а затем
уменьшается до
уровня ниже, чем
в 2 мес
	de Almedia
etal., 1998

	98
	Крысы
самцы
Wistar
	Содержание
адренокортекотрофического
гормона в плазме внутренних
зон адренальной коры.
	адренал
ь-ная
кора
	2,6, 12, 18 и
24 мес.
	увеличивается до
12 мес, а затем
уменьшается до
уровня выше, чем
в 2 мес
	de Almedia
etal., 1998

	99
	Крысы
самцы
Ficsher 344
	Плотность 125I-GAC
связывающих сайтов.
	мозг
	3 и 21 мес.
	уменьшается
	Planas et al.,
1998

	100
	Крысы
Wistar
	Активность фосфодиэстеразы
	кровь
	2 и 25 мес
	не изменяется
	Spoto et al.,
1998
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