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Използвани съкращения 
 

ДАГ Диацилглицерол 
ПКС Програмирана клетъчна смърт 
РКС Регулирана клетъчна смърт 
СКС Случайна клетъчна смърт 
 

4EBP1 Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 
53BP1 TP53-binding protein 1 (p53-свързващ белтък 1) 
ABCA1 ATP-binding cassette sub-family A member 1 
ACPs Alternative cationic patches („алтернативни катионни кръпки“) 
ADCD Autophagy-dependent cell death (автофагия-зависима клетъчна смърт) 
ANRIL Antisense non-coding RNA in the INK4 locus 
aSMase Acid sphingomyelinase (кисела сфингомиелиназа) 
ATM Ataxia telangiectasia mutated 
ATR Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein 
Bcl-2 B-cell lymphoma 2 
Bcl-W Bcl-2-like protein 2 
Bcl-xL B-cell lymphoma-extra large 
BMI1 Polycomb complex protein BMI-1 
BODIPY Boron dipyrromethene (4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene) 
BODIPY-SM BODIPY-Sphingomyelin (сфингомиелин, конюгиран с флуоресцентното 

багрило BODIPY) 
BRD4 Bromodomain-containing protein 4 
c/EBP-β CCAAT-enhancer-binding protein β 
CBX7 Chromobox protein homolog 7 
CCFs Cytoplasmic chromatin fragments (цитоплазмени хроматинови 

фрагменти) 
CCN1 CCN family member 1 
CDC42 Cell division control protein 42 homolog 
CDK2 Cyclin-dependent kinase 2 (циклин –зависима киназа 2) 
CDK4 Cyclin-dependent kinase 4 (циклин –зависима киназа 4) 
CDK6 Cyclin-dependent kinase 6 (циклин –зависима киназа 6) 
cGAS Cyclic GMP-AMP synthase 
CHK Checkpoint kinase 
CXCR2 C-X-C chemokine receptor type 2 
DAMPs Damage-associated molecular patterns 
DCF 2’,7’-dichlorofluorescein 
DCFDA 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate 
DDR DNA damage response 
DF-BSA Defatted bovine serum albumin (обезмаслен телешки серумен албумин) 
DHQ Dihydroquercetin (дихидрокверцитин) 
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dNTPs Deoxyribonucleotides (дезоксирибонуклеотиди) 
EGF Epidermal growth factor (епидермален растежен фактор) 
EGFR Epidermal growth factor receptor (Рецептор на епидермалния растежен 

фактор) 
ERK Extracellular signal-regulated kinases (кинази, регулирани от 

извънклетъчни сигнали) 
EZH2 Histone-lysine-N-methyltransferase EZH2 
FBS Fetal bovine serum (фетален телешки серум) 
GAPs GTPase-activating proteins (ГТФаза-активиращи белтъци) 
GATA4 Transcription factor GATA4 
GEFs Guanine nucleotide exchange factors (фактори, обменящи гуаниновите 

нуклеотиди) 
GPCRs G-protein-coupled receptors (рецептори, свързани с G-белтъци) 
GPI Glycosylphosphatidylinositol (Гликофосфатидилинозитол) 
HCC Hepatocellular carcinoma (хепатоцелуларен карцином) 
HP1 Heterochromatin protein 1(хетерохроматинов белтък 1) 
HRP Horseradish peroxidase (пероксидаза от хрян) 
HSCs Hepatic stellate cells (чернодробни стелатни клетки) 
hTERT Telomerase reverse transcriptase (обратна транскриптаза на теломеразата) 
ICD Immunogenic cell death (имуногенна клетъчна смърт) 
IGFBP7 Insulin-like growth factor-binding protein 7 (инсулин-подобен растежен 

фактор свързващ белтък 7) 
IL-1α Interleukin-1α (интерлевкин 1α) 
IL-6 Interleukin-6 (интерлевкин 6) 
IL-6R Interleukin-6 receptor (рецептор за интерлевкин-6) 
IP3 Inositol-3,4,5-triphosphate (Инозитол-3,4,5-трифосфат) 
JAG1 Jagged-1 
JMJD3 Jumonji domain-containing protein 3 
LAD Lamina-associated domain (ламина-свързан домен) 
LCDC Lysosome-dependent cell death (лизозомално-зависима клетъчна смърт) 
LMNB1 Lamin-B1 (ламин B1) 
LPS Lipopolysaccharides (липополизахариди) 
LXR Liver X receptor (чернодробен Х рецептор) 
MAPK/ERK Mitogen-activated protein kinases (митоген-активирани протеин кинази) 
MAPKAPK2 MAP kinase-activated protein kinase 2 
MLL1 Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia protein 1 
MPT Mitochondrial permeability transition 
mTOR Mammalian target of rapamycin 
MTT 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 
MyD88 Myeloid differentiation primary response protein MyD88 
MβCD Methyl-beta-cyclodextrin (метил-бета-циклодекстрин) 
NAK Normal adult keratinocytes (нормални човешки кератиноцити от 

възрастен индивид) 
NCCD Nomenclature Committee on Cell Death 
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NF-κB Nuclear factor kappa B 
NOTCH Neurogenic locus notch homolog protein 
nSMase 1 Neutral sphingomyelinase 1 (неутрална сфингомиелиназа 1) 
p14ARF Tumor suppressor ARF (туморен супресор ARF) 
p15INK4b Cyclin-dependent kinase 4 inhibitor B (инхибитор на циклин-зависимата 

киназа 4 B) 
p16INK4a Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (инхибитор на циклин-зависимите 

кинази 2А) 
p21CIP1 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1(инхибитор на циклин зависимите 

кинази 1) 
PDGF-AA Platelet-derived growth factor AA (тромбоцитен растежен фактор АА) 
PET Positron emission tomography (позитронна емисионна томография) 
PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate (фосфатидилинозитол-4,5-бифосфат) 
PRC1 Polycomb repressive complex 1 
PRC2 Polycomb repressive complex 2 
PUFA Polyunsaturated fatty acids (полиненаситени мастни киселини) 
Q Quercetin (кверцитин) 
Rac1 Ras-related C3-botulinum toxin substrate 1 
Rb Retinoblastoma-associated protein (ретинобластомен протеин) 
ROCK Rho-associated protein kinases (Rho-свързани протеин кинази) 
ROS Reactive oxygen species (реактивни форми на кислорода) 
RPLP0 60S acidic ribosomal protein P0 
RT-qPCR Reverse transcription quantitative PCR 
SAHF Senescence-associated heterochromatic foci 
SASP Senescence-associated secretory phenotype (сенесценс-асоцииран 

секреторен фенотип) 
SAβGal Senescence-associated β-galactosidase (сенесценс-асоциирана β-

галактозидаза) 
SH2 domain Src2 homology domain 
SMS Senescence-messaging secretome 
SMS2 Sphingomyelin synthase 2 (сфингомиелин синтаза 2) 
SNARE SNAP (Soluble NSF Attachment Protein) Receptors 
STING Stimulator of interferon genes 
TASCC TOR-autophagy spatial coupling compartment 
TGF-β Transforming growth factor β (трансформиращ растежен фактор β) 
TLR Toll-like receptor (Toll-подобен рецептор) 
TNF-α Tumor necrosis factor α (туморен некрозисен фактор α) 
TRAF6 TNF receptor-associated factor 6 (TNF рецептор-свързан фактор 6) 
TWIST1 Twist-related protein 1 
ZFP36L1 mRNA decay activator protein ZFP36L1 (Zinc finger protein 36, C3H1 type-

like 1) 
ZRF1 Zuotin-related factor 1 
  

5 
 



ВЪВЕДЕНИЕ 
 

Каспазно-киназните регулаторни пътища представляват едни от най-основните 
регулаторни пътища в клетките на бозайниците и човека и имат отношение към редица 
физиологични и патофизиологични процеси. От изключително значение е участието на 
каспазни и киназни ензими както в регулацията, така и в осъществяването на 
разнообразните програми, отговорни за индукцията и прогресията на програмираната 
клетъчна смърт, а също така и за процесите на клетъчно стареене и крайна 
диференциация. 

Клетъчното стареене или сенесценс представлява стабилен арест в клетъчния 
цикъл, наблюдаван за пръв път при клетки, намиращи се в условията на клетъчна 
култура, който впоследствие е установен и in vivo. Въпреки че молекулните механизми, 
контролиращи избора на клетката между регулирана клетъчна смърт и сенесценс не са 
напълно изяснени, е добре известно, че по време на ембрионалното развитие процесите 
на клетъчно стареене и на апоптоза могат, при определени условия, да бъдат 
взаимнозаменяеми и да компенсират недостатъци или дефекти в някоя от двете 
клетъчни програми. Стареенето по време на следембрионалното развитие доскоро не e 
било обект на задълбочени изследвания, поради което наличната информация в 
научната литература е ограничена. Сенесценсът на нормални човешки кератиноцити, 
поставени в условията на монокултура също не е бил обект на задълбочени 
изследвания и наличната информация в научната литература е крайно недостатъчна. 

В последните години изследванията на липидния състав и структура на 
биологичните мембрани привлякоха вниманието на научната общност, главно заради 
установяването на връзка между динамичния състав и структура на липидните домени 
в плазмената мембрана и процесите на клетъчна сигнализация, както при нормални 
физиологични условия, така и при патологични състояния. Един от основните 
проблеми и следователно важно предизвикателство при разгадаването на структурата и 
състава на субмикрометричните липидни домени в плазмената мембрана на нормални 
кератиноцити е нейната сложна архитектура и технологичните ограничения на 
наличните методологии за визуализация на липидните рафтове. 

В последните няколко години интереса на научната общност е насочен към 
разкриването на молекулните механизми на клетъчното стареене в контекста на 
нормалната физиология на организма с цел модулирането на тези механизми и/или на 
тяхната регулация да бъдат използвани за разработването на терапии за свързани с 
възрастта заболявания, включително и голям брой от невродегенеративните 
заболявания, а също така и за забавяне на физиологичното стареене на организма. 

Природните продукти, включително и антиоксидантните съединения, 
представляват интерес при разработването на разнообразни терапевтични стратегии, 
както за повлияване на патофизиологични процеси, а също така и като модулатори на 
различни физиологични процеси, включително и на процесите на клетъчна смърт и 
стареене. Едни от най-широко разпространените в природата представители на групата 
на флавоноидите са кверцитина и дихидрокверцитина, чиито ефекти върху нормални 
човешки кератиноцити не са били обект на задълбочени научни изследвания. 
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ЛИТЕРАТУРЕН ОБЗОР 
 

Молекулни механизми на клетъчната смърт 
Дълго време клетъчната смърт е отхвърляна от биолозите като неизбежно и 

следователно лъжливо следствие от клетъчния живот. Голямото количество 
експериментални доказателства, натрупани през последните десетилетия, обаче разкри 
и охарактеризира още по-детайлно набор от генетично убословени механизми за 
насочено елиминиране на излишни, необратимо увредени и/или потенциално вредни 
клетки [1, 2]. Любопитно е, че регулираната клетъчна смърт (РКС) не е уникална за 
многоклетъчните форми на живот, при които има очевидно предимство при 
хомеостазата на организма, както при физиологични, така и при патологични условия 
[3, 4], но също така е установена (в по-прости варианти) сред едноклетъчни еукариоти, 
които живеят (поне през някаква част от жизнения си цикъл) под формата на колонии 
(каквито са някои видове дрожди и Dictyostelium discoideum) [5] и при някои 
прокариоти (напр. E. coli) [6]. За разлика от случайната клетъчна смърт (СКС), която 
представлява внезапно и катастрофално изчезване на клетки, изложени на действието 
на силни атаки с физична (напр. високо налягане, температура или осмотични сили), 
химическа (напр. силно изменение на pH) или механична (напр. сили на опън) природа, 
РКС се основава на специална молекулна машинария, което означава че може да бъде 
модулирана (т.е. забавяна или ускорявана) чрез фармакологични или генетични 
манипулации [3, 7]. 

Въпреки че основните механизми проявяват значително припокриване, РКС е 
въвлечена в два диаметрално противоположни сценария. От една страна, РКС може да 
наспъпи при отсъствието на каквото и да е екзогенно нарушение в заобикалящата 
среда, следователно действайки като вграден ефектор при физиологични програми, 
свързани с развитието или обмяната на тъканите [4, 8]. Тези изцяло физиологични 
форми на РКС обикновено се означават като програмирана клетъчна смърт (ПКС). От 
друга страна, РКС може да възниква в резултат на нарушения във вътреклетъчната или 
извънклетъчната среда, когато тези нарушения са прекалено интензивни или 
продължителни за адаптивен отговор, който да се справи със стреса и да възстанови 
клетъчната хомеостаза [3]. Стрес-предизвикваната РКС също представлява стратегия за 
запазването на биологичното равновесие, следователно наподобява адаптивния стресов 
отговор. Обаче, докато адаптивните стресови отговори действат на клетъчно ниво 
(което в по-широк смисъл промотира поддържането и хомеостазата на равнището на 
организма или колонията), РКС действа директно на нивото на организма или 
колонията независимо от клетъчната хомеостаза [3]. Подобна хомеостатична функция 
не само отразява елиминирането на иначе потенциално опасни клетки, но също така 
демонстрира способността на умиращите клетки да се излагат или отделят молекули, 
които предупреждават организма или колонията за потенциалната опасност. Подобни 
сигнали за опасност обикновено се означават като свързани с увреждане молекулни 
модели (damage-associated molecular patterns, DAMPs) или алармини [9, 10]. 

Клетъчната смърт се проявява чрез макроскопични морфологични изменения. 
Заедно с механизмите, чрез които мъртвите клетки и техните фрагменти се 
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унищожават, подобни морфотипове исторически са били използвани и за 
подразделянето на клетъчната смърт на три различни форми: (1) тип I клетъчна смърт 
или апоптоза, която се проявява със свиване на цитоплазмата, кондензация на 
хроматина (пикнозис), фрагментация на ядрото (кариорексис) и пъпкуване на 
плазмената мембрана, които завършват с образуването на очевидно интактни малки 
везикули (общоизвестни като апоптотични телца), ефикасно поемани и разграждани в 
лизозомите на съседни клетки с фагоцитна активност; (2) тип II клетъчна смърт или 
автофагия, която се проявява с интензивна вакуолизация на цитоплазмата и подобно 
завършва с фагоцитоза и последващо лизозомално разграждане; (3) тип III клетъчна 
смърт или некроза, която не проявява характерните черти на тип I и тип II клетъчната 
смърт и завършва с изхвърлянето на клетъчните тела при отсъствието на фагоцитно и 
лизозомално участие [11]. Трябва да се отбележи, че тази морфологична класификация 
все още се използва интензивно, независимо от множеството ограничения и 
условности. От 2005 Номенклатурния комитет за клетъчната смърт (Nomenclature 
Committee on Cell Death, NCCD) се събира регулярно, (1) за да говори за проблемите, 
свързани с използването на номенклатурата за клетъчна смърт, базирана на 
морфологични признаци; (2) за да дефинира точно основните начини за клетъчна смърт 
на генетично, биохимично, фармакологично и функционално (а не морфологично) 
ниво; (3) за да различи съществените (причинни) от спомагателните (корелативни) 
черти на процеса на клетъчна смърт; и (4) за да идентифицира консенсусните критерии 
за идентифицирането на мъртви клетки с необратима пермеабилизация на плазмената 
мембрана или цялостна фрагментация на клетката [7, 12, 13]. 

Тъй като областта продължава да се развива и нови сигнални пътища, чрез които 
се осъществява РКС продължават да се характеризират, предложената актуализирана 
класификация на начините за клетъчна смърт, фокусирана върху молекулните и 
съществените аспекти на процеса включва 12 различни механизми на осъществяване на 
клетъчната смърт Главният фокус при тази класификация е върху сигнално-
трансдукционните модули, участващи при инициацията, изпълнението и 
разпространението на клетъчната смърт, а също така и върху патофизиологичното 
значение на всеки от основните типове РКС. 
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Фигура 1. Основни програми, отговорни за клетъчната смърт [14]. 

 
Идентифицираните към момента молекулни механизми на клетъчната смърт 

(фигура 1) включват вътрешна и външна апоптоза, MPT (mitochondrial permeability 
transition)-задвижвана некроза, некроптоза, фероптоза, пироптоза, партанатос, 
ентотична клетъчна смърт, NET (neutrophil extracellular traps)-отична клетъчна смърт, 
лизозомално-зависима клетъчна смърт (LDCD), автофагия-зависима клетъчна смърт 
(ADCD) и имуногенна клетъчна смърт (ICD), като при първоночалното класифициране 
на процесите на клетъчна смърт са включвани и нелетални процеси като клетъчно 
стареене (сенесценс), митотична катастрофа и крайна диференциация на клетките [14]. 

Регулираната клетъчна смърт играе главна роля при развитието, тъканната 
хомеостаза, възпалението, имунитета и много патофизиологични състояния. От една 
страна, регулираната клетъчна смърт представлява основна етиологична детерминанта 
при заболявания, свързани с необратима загуба на пост-митотични тъкани (напр. 
миокарден инфаркт, невродегенерация) [15-18]. От друга страна дефекти в сигналните 
каскади, които предизвикват регулирана клетъчна смърт са свързани и с патологии, 
характеризиращи се с неконтролирана експанзия или натрупване на клетки (напр. 
някои автоимунни заболявания, ракови заболявания) [19-22]. Поради това, 
регулираната клетъчна смърт изпъква като основна терапевтична мишена за 
манипулиране при множество заболявания при човека [1, 23, 24]. 

През последните две десетилетия огромни усилия са били положени за 
разработването на цитопротективни стратегии, които имат за цел нарушаване на 
сигнализацията, свързана с регулираната клетъчна смърт, след инициирането на 
процеса (клинично-значим сценарий при повечето исхемични заболявания) [25, 26], с 
относително заблуждаващи резултати (независимо от множеството клинични 
изпитвания, нито едно лекарство основано на тази концепция не е било удобрено от 
съответните регулаторни агенции за хуманна употреба) [27]. От друга страна, Bcl-2 (B-
cell lymphoma 2) инхибитора венетоклакс (Venetoclax) в момента се използва при 
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терапията на пациенти с хронична лимфоцитна левкимия, при които конвенционалната 
терапия не е била от полза [28], а няколко други молекули с подобен механизъм на 
действие в момента са в процес на клинично разработване. Това поставя въпроса защо 
специфичното активиране на регулирана клетъчна смърт (без да се повлияват 
нормалните клетъчни функции) изглежда като много по-проста клинична цел, 
отколкото инхибирането на РКС. 

Въпреки потенциалните проблеми, свързани с фармакокинетиката и 
фармакодинамиката на тестваните до момента съединения, това противоречие вероятно 
отразява контрола на регулираната клетъчна смърт при бозайниците (който започна да 
изпъква в последно време) [29-31]. Поради това, докато променянето на баланса в 
посока към регулирана клетъчна смърт изглежда, че е относително лесна задача, 
нейното блокиране след като е премината слабо дефинирана крайна точка, може да 
изисква едновременното инхибиране на няколко сигнално-трансдукционни модула и 
следователно може да бъде трудно за постигане. Освен това, научната общност дълго 
време се е фокусирала върху специфични ензими, за които се смята че имат ключова 
причинна роля в изпълнението на регулираната клетъчна смърт, но в основната част от 
сценариите изглежда, че само ускоряват (а не предизвикват) смъртта на клетката (напр. 
каспазите) [7, 29]. Несъмнено, клетъчната смърт във всичките й форми (включително 
острата клетъчна смърт) в края на краищата е свързана с биоенергитична и редокс 
криза, която може да представлява нейната истинска причина [7, 29]. При този 
сценарий, истинска цитопротекция може да бъде постигната само чрез интервенции, 
които се противопоставят на подобни кризи или на причините (а не на вторичното 
явление) за това. Интересното е, че едно от най-бързите последствия от потенциално 
летално лишаване от АТФ при D. discoideum е рязката дизорганизация на ядърцето, 
съчетана с необратимо блокиране на синтеза на рибозомална РНК и на ДНК. Подобен 
процес също така е наблюдаван при бозайници и при растения, предразположени към 
множество форми на регулирана клетъчна смърт, което вероятно предполага, че 
ядърцевия стрес играе ключова роля в изпълнението на регулирана клетъчна смърт при 
различните видове [32]. Тази възможност, обаче, остава да бъде официално изследвана. 

Съвсем наскоро стана ясно, че модалността посредством която отделната клетка 
се поддава на стреса може да има основно влияние върху това как регулираната 
клетъчна смърт повлиява локалната и системната микросреда [33, 34]. Това разкрива 
изцяло нова терапевтична перспектива в областта, която включва два основни подхода: 
(1) разработването на подходи, насочени към превключването на типа регулирана 
клетъчна смърт, а не към повишаването или ограничаването на честота на възникване 
на регулирана клетъчна смърт (което може да бъде проблематично и в двете посоки) 
[35, 36] и (2) разработването на агенти, които пречат на DAMPs или регулират DAMP-
зависимите сигнални пътища [9, 37, 38]. В този контекст, острата клетъчна смърт също 
може да представлява терапевтична мишена. Несъмнено, въпреки че острата клетъчна 
смърт настъпва в ограничен брой заболявания при човека (напр. травма, тежки 
изгаряния) и не може да бъде фармакологично инхибирана (по дефиниция), 
молекулите, отделяни от клетките, претърпяващи остра клетъчна смърт, може да бъдат 
блокирани (поне на теория) от специфични интервенции и това може да има 
положително влияние върху дългосрочния резултат от заболяването [10, 39, 40]. Тези 
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наблюдения показват сложността на насочването към първична регулирана или остра 
клетъчна смърт (смъртта на клетки, поддаващи се на първични нарушения в средата), 
вторична регулирана клетъчна смърт (смъртта на клетки, поддаващи се на 
установяващите се условия на микросредата, пряко или непряко, на съседни клетки, 
претърпяващи първична регулирана или остра клетъчна смърт) и задвижвана от 
регулираната или острата клетъчна смърт DAMP сигнализация за терапевтични цели 
[41]. 

Насочването към регулираната клетъчна смърт е многообещаващо при терапията 
на няколко заболявания при човека и значителни усилия се полагат за създаването на 
модулатори на регулираната клетъчна смърт за клинични цели, но допълнителни 
изследвания са необходими за създаването на най-ефективните стратегии в тази насока. 

Механизми и функции на клетъчното стареене 
Клетъчното стареене, наричано още и сенесценс, първоначално е било 

идентифицирано при култивирани фибробласти [42, 43] и дълго време се е смятало, че 
е характерно за клетки, отглеждани в условията на клетъчна култура. Впоследствие се е 
оказало, че сенесценс настъпва и в клетките на многоклетъчните организми, при които 
играе важна роля както по време на ембрионалното развитие, а също така по време на 
живота на възрастните индивиди [44]. В момента клетъчното стареене се смята за 
стресов отговор, индуциран от голям брой ендогенни и екзогенни увреждания, 
включително активиране на онкогени, оксидативен и генотоксичен стрес, 
митохондриална дисфункция, облъчване и третиране с химиотерапевтични агенти [45]. 
 
Физиологични роли на клетъчното стареене 

Клетъчното стареене дълго време беше смятано за феномен, характерен за 
клетъчните и тъканни култури и поради това не беше обект на задълбочени научни 
изследвания. Впоследствие обаче се натрупаха данни, че сенесценса е важен за 
ембрионалното развитието на организма [46], за поддържането на тъканната хомеостаза 
при възрастните индивиди, за зарастването на рани [47], но също така представлява и 
мощен противораков механизъм, който е способен да предотврати развитието на 
злокачествени образувания като ограничава репликацията на пренеопластни клетки 
[48]. 

Връзката между сенесценса и свързаните със стареенето патологии също стана 
все по-ясна [49, 50] и е обект на задълбочени научни изследвания. 

Клетъчното стареене традиционно е смятано за дефинирана, статична клетъчна 
съдба, но впоследствие е установено, че в основата му стои динамичен многостъпален 
процес [49]. Съгласно опростеният модел на клетъчното стареене (фигура 2) 
първоначалния сенесценс-индуциращ сигнал е достатъчен, за да се предизвика 
излизането на клетката от клетъчния цикъл, но това е само начална стъпка от 
сенесцентната програма. Сенесцентните клетки прогресивно ремоделират своя 
хроматин и започват да проявяват и други черти на сенесцентната програма, например 
отделяне на компоненти на сенесценс-асоциирания секреторен фенотип (SASP) преди 
да навлязат във втората стъпка от процеса, означавана и като „пълен сенесценс“. Ако 
сенесцентите клетки не бъдат отстранени и продължат да съществуват за 
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продължителен период от време, те продължават да еволюират и навлизат в третата 
стъпка на процеса, означавана като „късен сенесценс“. Именно концепцията за 
сенесцентна прогресия би могла да обясни хетерогенността на сенесцентните клетки и 
свързаните с тях фенотипове, наблюдавана in vivo. Сенесцентните отговори, 
наблюдавани in vivo, допълнително могат да бъдат подразделени на два типа: остро и 
хронично клетъчно стареене. Острото клетъчно стареене представлява програмиран 
процес, иницииран в отговор на определени стресори и характеризиращ се с бърза 
кинетика, като нормално то допринася за поддържането на тъканната хомеостаза. За 
разлика от него, хроничното клетъчно стареене е резултат от продължително 
нерегулярно увреждане на клетките и по-често се асоциира с вредни процеси като 
стареенето. Само при хроничното клетъчно стареене могат да бъдат установени и 
клетки, навлезли в състояние на „късен сенесценс“ [51]. 
 

 
Фигура 2. Фенотипни характеристики на сенесцентните клетки [51]. 

 
Характерни черти на сенесцентните клетки 

Едно от характерните особености на сенесцентните клетки е стабилния арест в 
клетъчния цикъл, който се контролира от активирането на тумор-супресорните пътища 
p53/p21CIP1 и p16INK4a/Rb. За разлика от клетките, намиращи се в латентно състояние, 
сенесцентните клетки са неспособни да реагират на стимулация от митогени или 
растежни фактори и следователно са неспособни да навлязат обратно в клетъчния 
цикъл, дори и при условия, които са благоприятни за клетъчното развитие. 
Сенесцентните клетки също така се различават и от крайно диференцираните клетки, 
които също са необратимо отстранени от клетъчния цикъл. Докато крайната 
диференциация на клетката възниква в резултат на специализирана програма за 
развитие, превръщаща недиференцирани прекурсорни клетки в специализирани 
ефекторни клетки, то клетъчното стареене възниква главно като клетъчен стресов 
отговор. Въпреки това е установено, че някои крайно диференцирани клетки като 
неврони, адипоцити и хепатоцити са способни да претърпят процес на клетъчно 
стареене или поне да проявят сенесценс-подобни черти по време на стареенето на 
организма или в отговор на онкогенна активация или увреждане на ДНК [52, 53]. 
Последните наблюдения именно демонстрират, че клетъчното стареене може да е 
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независимо от активен арест в клетъчния цикъл и може да се наблюдава и при крайно 
диференцирани клетки. 

Сенесцентният арест в развитието често се предизвиква от продължително 
активиране на системата за отговор на увреждания в ДНК (DNA damage response или 
DDR), която се активира под действие на вътреклетъчни (окислително увреждане, 
скъсяване на теломерите, хиперпролиферация) или външни фактори (ултравиолетова и 
гама радиация, химиотерапевтични агенти) [54]. Независимо от механизма, който 
предизвиква увреждането на ДНК, DDR се характеризира с натрупване на 
фосфорилиран при Ser139 хистон H2AX (γ-H2Ax) и на p53-свързващия протеин 1 
(53BP1) в хроматина, както и активиране на киназна каскада, включваща 
неспецифичните серин/треонин кинази ATM (Ataxia telangiectasia mutated) и ATR 
(Ataxia telangiectasia and Rad3-related protein) и впоследствие на checkpoint киназите 
CHK1 и CHK2, което евентуално води до активиране на сигналната ос p53/p21CIP1 [54, 
55]. Независимо от важната роля на DDR системата при инициацията на клетъчното 
стареене, голяма част от маркерите за DDR са с ограничено приложение при 
идентифицирането и охарактеризирането на сенесцентни клетки in vivo, което се дължи 
и на факта, че повечето клетки, експресиращи тези маркери in vivo всъщност се 
намират в състояние на временен арест в клетъчния цикъл и отговарят на временно, 
поправимо увреждане на ДНК. 

Арестът в развитието, характерен за клетъчното стареене, се осъществява 
посредством активиране на тумор-супресорните каскади, включващи белтъците p53 и 
p16INK4a/Rb [56]. Вероятно най-важната функция на p53 при клетъчното стареене е 
индукцията на транскрипцията на инхибитора на циклин-зависимите кинази p21CIP1, 
който от своя страна блокира активност на циклин-зависимата киназа 2 (CDK2), 
водейки до хипофосфорилиране на ретинобластомния протеин (Rb) и излизане на 
клетката от клетъчния цикъл [54]. Поради това, често нарушения в сигнализацията през 
p53 по различен начин интерферират с настъпването на сенесцентно състояние [57]. 

Ако сенесценс-индуциращият стресор действа временно, индукцията на p53 
може да доведе до възникването на латентно състояние и активиране на системите за 
поправка на ДНК, като след премахването на действието на стресора, клетките могат да 
възстановят клетъчния си цикъл [50]. Продължителното действие на стресора или 
възникването на допълнителни сигнали може да доведе до активиране на друг 
инхибитор на циклин зависимите кинази – p16INK4a, който въздейства специфично 
върху CDK4 и CDK6 и допринася за продължителния арест на клетката [58]. 
Предполага се, че ролята на p21CIP1 е ограничена до инициирането на клетъчното 
стареене, докато p16INK4a е необходим за поддържането на устойчив арест в развитието, 
което предполага наличието на различно регулирани фази при процеса на клетъчно 
стареене. В подкрепа на тази хипотеза, е установено, че индукцията на p21CIP1 е от 
значението за инициацията на сенесценс, а експресията на белтъка не е задължително 
да се запази при сенесцентните клетки [59]. Стимулирането на p21CIP1 (но не и на p53 
или p16INK4a) задвижва клетъчното стареене, свързано с развитието, което представлява 
„програмиран“ тип сенесценс, настъпващ по време на ембрионалното развитие на 
бозайниците [46, 60]. Въпреки, че p21CIP1 може успешно да се използва като 
сенесцентен маркер при определени контексти, този белтък може да бъде индуциран и 
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в отговор на временен арест в клетъчния цикъл или в отговор на поправимо увреждане 
на ДНК, поради което е необходимо да се комбинира с други, по-надежни сенесцентни 
маркери. 

Генният локус INK4/ARF кодира три туморни супресора: p14ARF (p19ARFпри 
мишката) и p16INK4a, които се кодират от гена CDKN2A и p15INK4b, който се кодира от 
гена CDKN2B [61]. Както p16INK4a, така и p19ARF играят ключови роли при 
поддържането на сенесцентния арест в развитието. p16INK4a селективно инхибира CDK4 
и CDK6, докато p19ARF възпрепятства разграждането на p53. Мутации, които водят до 
загуба на функциите на p16INK4a са сред най-често откриваните при злокачествени 
образувания при човека [62], което предполага, че загубата на този туморен супресор 
позволява на клетката да избегне сенесценса и благоприятства туморната прогресия. 

Функционалното значение на локуса INK4/ARF е насочило значителни усилия 
към разбирането на неговата регулация. При нормални клетки локусът INK4/ARF е 
заглушен от Polycomb репресивните комплекси PRC1 и PRC2. Поради това, 
нарушаването на компоненти на PRC1 или PRC2 като CBX7 (Chromobox protein 
homolog 7), BMI1 (Polycomb complex protein BMI-1) и EZH2 (Histone-lysine-N-
methyltransferase EZH2) и последващата загуба на репресивния маркер триметилиран 
хистон H3K27 и/или на PRC1 от локуса INK4/ARF са достатъчни за активирането на 
p16INK4a и индукция на клетъчно стареене [63]. Епигенетичната регулация на локуса 
INK4/ARF обаче се простира отвъд Polycomb белтъците. Други епигенетични 
регулатори като MLL1 (myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia protein 1), JMJD3 
(Jumonji domain-containing protein 3) и ZRF1 (Zuotin-related factor 1) също участват в 
регулацията на локуса [64]. Как привличането и изместването на Polycomb комплексите 
и на други епигенетични компоненти към локуса INK4/ARF се контролира все още не е 
напълно изяснено, но предложения модел е, че взаимодействие с транскрипционни 
фактори (например TWIST1 (Twist-related protein 1) или транскрипционни фактори от 
homeobox семейството) и дълги междугенни некодиращи РНК (например ANRIL) може 
би диктуват специфичността на събиране на комплексите [65]. От друга страна е 
възможно сенесценс-зависимата транскрипционна регулация на някои от тези 
хроматинови модификатори, като JMJD3 или EZH2, да задвижва активацията на 
локуса. 

p16INK4a се откроява като един от най-специфичните маркери на сенесценса in 
vivo [66], което допълнително подчертава функционалното му значение. Докато 
експресията на p16INK4a

 почти не се детектира при здрави млади индивиди, то тя 
значително се повишава по време на туморигенезата и при стареене. Този факт е 
установен в резултат на комбинирането на експресионни анализи и миши модели, чрез 
които е изучавана функцията на p16INK4a [67, 68]. Например, групата на Sharpless 
установява експоненциално повишаване на експресията на p16INK4a по време на 
стареенето, но активността му не корелира със смъртността, а предвижда раковата 
инициация с по-голяма чувствителност отколкото поемането на глюкоза (определено 
чрез флуородезоксиглюкоза-PET) [68]. 

Наскоро бяха създадени и миши модели, при които p16INK4a-позитивните клетки 
могат да бъдат селективно елиминирани на база на експресията на индуцируеми 
самоубийствени гени, които се намират под контрола на p16INK4a регулаторни елементи 
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[69]. Тези модели послужиха за недвусмисленото установяване на причинните роли на 
сенесцентите клетки при стареенето, свързаните с възрастта заболявания, зарастването 
на рани и терапията на ракови заболявания. 

Независимо от явните ползи от използването на активацията на p16INK4a като 
средство за изясняването на ролята на сенесценса в патофизиологията, неговото 
използване като in vivo маркер за клетъчното стареене има и своите ограничения. 
Първо, in vitro са установени форми на p16INK4a-независимо клетъчно стареене. Освен 
това, p16INK4a може да се експресира и от несенесцентни клетки (например ракови 
клетки, при които туморния супресор Rb е инактивиран) и не е изяснено доколко 
експресията на p16INK4a при макрофаги или лимфоцити предполага сенесцентен 
фенотип или друга клетъчна съдба (диференциация или клетъчно изтощаване) [59]. 
Освен това наличните антитела, насочени срещу p16INK4a, са не са особено подходящи 
за детекцията на белтъка при миши тъкани. 

Въпреки че клетъчното стареене първоначално е смятано за клетъчно-автономна 
(вътреклетъчна) програма, се увеличават доказателствата в подкрепа на това, че 
сенесцентните клетки имат способността да сигнализират и повлияят заобикалящата ги 
среда. Сенесцентите клетки продуцират сложна смес от разтворими и неразтворими 
фактори, обобщено означавани като сенесценс-асоцииран секреторен фенотип (SASP) 
или сенесценс-съобщаващ секретом (senescence-messaging secretome, SMS) [70, 71]. 
SASP е общия термин, даден на комбинацията от цитокини, хемокини, протеази от 
извънклетъчния матрикс, растежни фактори и други сигнални молекули, които се 
секретират от стареещите клетки, като неговия специфичен състав варира в зависимост 
от клетъчния тип и от индуктора на сенесцентния отговор. Също така функциите на 
SASP или поне на част от неговите компоненти може да са разнообразни и зависят не 
само от природата на SASP, но също така и от заобикалящата среда и генетичния 
контекст на клетките, които са изложени на действието на сенесцентния секретом. 
SASP е най-добре изучения механизъм, посредством който сенесцентните клетки 
повлияват своите съседи, но не е единствения. Например, някои сенесцентни клетки 
могат да сигнализират и повлияват съседните си клетки чрез контакт-зависима 
NOTCH/JAG1 сигнализация [72], продукцията на свободни кислородни радикали [73] 
или посредством преноса на молекули, осъществяващ се чрез формиране на 
цитоплазмени мостове [74] или чрез отделяне на екзозоми [75]. 

Сенесценс-асоциираният секреторен фенотип (SASP) може да има както 
благоприятни, така и вредни ефекти (фигура 3) като при дадени условия ефектите му 
обикновено са плейотропни. Например in vitro SASP засилва сенесцентния арест в 
развитието като създава положителна автокринна обратна връзка. Несъмнено при 
нокдаун на рецептора за интерлевкин-6 (IL-6R), на инсулин-подобния растежен фактор 
свързващ белтък 7 (IGFBP7) или на C-X-C хемокиновия рецептор тип 2 (CXCR2), 
представляващ рецептор за IL-8 и свързаните с него хемокини, се предотвратява 
клетъчното стареене [76-78]. Тази автокринна бримка също така допринася за тумор-
супресорната функция на клетъчното стареене. Интересно е, че SASP може да 
индуцира сенесценс при немалигнени пролифериращи клетки, намиращи се в съседство 
със сенесцентните клетки (т.нар. паракринен сенесценс) [73, 79]. Това предполага, че 
сенесцентните клетки също могат да усилват антитуморния отговор като ограничават 
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пролиферацията на близкоразположени клетки, които са били изложени на действието 
на подобни стресори. 

 
Фигура 3. Сенесценс-асоцииран секреторен фенотип (SASP) като важен медиатор на 

патофизиологичните функции на сенесцентните клетки [51]. 
 
Сенесцентният секретом същевременно може и да промотира туморигенезата. 

Всъщност SASP има важна про-инфламаторна природа и възпалителните медиатори са 
мощни двигатели на туморната прогресия. Ранни изследвания показват, че SASP на 
сенесцентни фибробласти може да промотира пролиферацията и появата на 
метастатични черти при предмалигнени епителиални клетки или да повишава 
туморната васкуларизация при ксенографни транспланти [80]. Наскоро с помощта на 
модели, наподобяващи ракови образувания при човека, беше изследвана 
протуморигенната роля на SASP. Например SASP на сенесцентни чернодробни 
стелатни клетки промотира пролиферацията и злокачествената трансформация на 
заобикалящите ги хепатоцити при затлъстели мишки, третирани с химически 
канцерогени [81]. Интересното е, че сенесцентният секретом опосредства и вредните 
ефекти на сенесцентните клетки, натрупващи се in vivo в резултат на химиотерапия, 
като елиминирането на сенесцентите клетки в този контекст възпрепятства 
рецидивирането на туморите [82]. 

Взаимодействието между SASP и имунния отговор също е комплексно. От една 
страна се смята, че SASP може първоначално да се е развил като начин да се привлекат 
клетки на имунната система с цел елиминиране на сенесцентните клетки. Наистина по 
време на раковата инициация SASP-зависимото привличане на Th1 клетки, NK (natural 
killer) клетки и макрофаги е от съществено значение за елиминирането на зараждащи се 
преднеопластни клетки и предотвратява прогресията при хепатоцелуларен карцином 
(HCC) [83, 84]. От друга страна SASP може да има и имуносупресивни свойства [85]. 
Установено е, че когато предмалигнени сенесцентни хепатоцити съществуват 
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съвместно с чернодробни ракови клетки, SASP-зависимото привличане на незрели 
миелоидни клетки може да промотира раковата прогресия като нарушава функциите на 
NK клетките, което от своя страна предполага многостранно взаимодействие между 
SASP, имунните и раковите клетки. 

SASP също така е свързан със стареенето и свързаните с възрастта заболявания. 
Ниските нива на хронично възпаление (наричано още „стерилно възпаление“ или 
“inflammaging”) стоят в основата на множество свързани с възрастта патологии [86], 
като SASP може да обясни, поне частично, това локално възпаление, наблюдавано в 
рамките на тъканите. Наистина елиминирането на сенесцентни клетки води до 
намаляване на нивата на проинфламаторни цитокини като IL-6, IL-1α и TNF-α в 
мастната тъкан, бъбреците и скелетните мускули на възрастни мишки [87, 88], но 
доколко е приложимо това подтискане на  възпалението за подобряването на 
свързаните с възрастта заболявания след сенолизис не е добре изяснено Допълнителна 
индикация за уместността на SASP като медиатор на вредните ефекти на сенесцентните 
клетки при старенеенето е наблюдението, че често само малък процент от клетките при 
възрастните тъкани са всъщност сенесцентни [89]. Имайки предвид положителните 
ефекти от елиминирането на сенесцентни клетки е изкушаващо да се спекулира, че 
подтискането на сенесцентния секретом стои в основата на благоприятните ефекти от 
сенолизиса. 

Въпреки това, скорошни изследвания предполагат, че вредните ефекти на SASP 
може да надхвърлят полезните му качества. Независимо от това, SASP може да обясни 
някои важни физиологични ефекти, свързани със сенесцентните клетки. Например, при 
кожно нараняване се индуцира сенесценс във фибробластите, което води до ускорено 
зарастване на раната, частично благодарение на секретируеми фактори като свързания 
с извънклетъчния матрикс белтък CCN family member 1 (CCN1, известен и като CYR61) 
и тромбоцитния растежен фактор АА (PDGF-AA), което е в подкрепа на идеята, че 
острия, непродължителен сенесценс може да бъде благоприятен за организма като цяло 
[47, 90]. Сенесценсът също така ограничава фибротичния отговор, като действа като 
спирачка при прогресията на чернодробната фиброза, индуцирана при остро 
чернодробно увреждане. Умиращите хепатоцити предизвикват пролиферация на 
чернодробните стелатни клетки (HSCs), секретиращи фибриногенни съединения, които 
оформят фиброзен белег. Евентуално, тези стелатни клетки навлизат в състояние на 
сенесценс и техния SASP допринася за разграждането на фиброзния белег, 
последващото премахване на сенесцентите клетки и възстановяването на тъканната 
хомеостаза [91]. Освен това, в отговор на тъканно увреждане фактори, секретирани от 
сенесцентните клетки, могат също така да промотират стволовоклетъчния характер на 
клетките (т.нар. “stemness”) [92]. Процесите и механизмите, които определят баланса 
между сенесценс, регенерация и поправка в отговор на увреждане обаче предстои да 
бъдат установени. 

Независимо от функционалното си значение, компонентите на SASP имат 
ограничена приложимост като сенесцентни биомаркери, тъй като не са специфични за 
клетъчното стареене. Единствено при използването на ко-маркиране или чрез 
профилиране на единични клетки ще е възможно да се определи точно кои компоненти 
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на SASP дирижират функциите на сенесцентния секретом при специфични условия in 
vivo. 

Самият секреторен фенотип се контролира на множество нива, включително 
транскрипция, транслация, стабилност на иРНК и секреция. SASP също така зависи от 
редица автокринни и паракринни позитивни обратни връзки, които значително 
повишават амплифицирането на сигнала. Множество сигнални пътища, включително 
DDR [93], p38 MAP киназата [94] и cGAS/STING [95], са били свързани с регулацията 
на SASP, като повечето от тези каскади изглежда се обединяват при активирането на 
транскрипционните фактори NF-κB и CCAAT/енхансер-свързващия белтък-β (C/EBPβ). 

NF-κB и C/EBPβ се активират и обогатяват в хроматинови фракции от 
сенесцентни клетки [78, 96] и регулират компоненти на секреторния фенотип като 
пряко контролират транскрипцията на ключови регулатори на възпалителния SASP 
като IL-8 или IL-6. От своя страна, IL-6 и IL-8 действат чрез автокринна права връзка, 
която засилва активността на NF-κB и C/EBPβ и амплифицират SASP сигнализацията 
[78]. IL-1α също действа като важен регулатор на SASP [97], като сигнализацията през 
IL-1α е достатъчна, за да се наподоби частично възпалителния SASP [79]. Освен това, 
инхибирането на NLPR3 инфламазомата, необходима за процесирането и активирането 
на IL-1β, може да доведе до заличаване на секреторния фенотип [79]. 

Секреторният фенотип също така може да се регулира и посредством 
епигенетични механизми. Например инхибирането на MLL1 заличава SASP в резултат 
на намаляването на модификацията γ-H2Ax в гени, свързани със SASP [98], а 
хистоновия вариант macroH2A1 е ключов компонент на положителната обратна връзка, 
която поддържа експресията на компоненти на SASP [99]. Освен това, индукцията на 
секреторния фенотип изисква привличането на BRD4 (bromodomain-containing protein 
4) към сенесценс-активирани суперенхансери, намиращи се в съседство със SASP гени 
[100]. 

Пътят mTOR (mammalian target of rapamycin) също е важен при регулацията на 
SASP, като е установено, че mTOR-опосредстваното фосфорилиране на 
транслационния репресорен белтък 4EBP (eIF4E-binding protein 1) регулира 
транслацията на IL-1α [101] и на MAP киназа-активираната протеин киназа 2 
(MAPKAPK2) [102] с цел контрол на SASP. MAPKAPK2 инхибира иРНК-свързващия 
белтък ZFP36L1 (mRNA decay activator protein ZFP36L1), който специфично насочва 
към разграждане проинфламаторни компоненти на SASP. По този начин mTOR може 
да контролира сенесцентния секретом като непряко регулира стабилността на иРНК на 
компоненти на SASP [102]. Клетки, претърпяващи онкоген-индуциран сенесценс също 
така стимулират продукцията на компоненти на SASP като координират белтъчната 
синтеза и автофагията в mTOR-автофагия свързващия компартмент, често съкращаван 
като TASCC [103]. Но регулацията на SASP посредством автофагия представлява 
сложен процес, като транскрипционния фактор GATA4 контролира секреторния 
фенотип чрез инхибиране на автофагията [104]. 

Голяма част от гореспоменатите регулаторни механизми имат глобален ефект 
върху регулацията на SASP или предпочитаемо контролират проинфламаторните му 
компоненти. Всъщност, именно проинфламаторните му компоненти са силно 
консервативни и са запазени при голяма част от изучените форми на клетъчно стареене, 
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включително репликативния, радиация-индуцирания и онкоген-индуцирания 
сенесценс. Хетерогенният и вариращ състав на секреторния фенотип обаче предполага 
съществуването на различни подкласове в рамките на SASP. Например, отделен 
сенесцентен секретом е описан при митохондриална дисфункция [105], а NOTCH 
сигнализацията позволява превключване между трансформиращия растежен фактор-β 
(TGF-β) и инфламаторния секретом [106]. 

Най-широко използваният сенесцентен маркер е активността на сенесценс-
асоциираната β-галактозидаза (SAβGal). Тази ензимна активност, установена и при 
множество нормални клетки при физиологични условия (pH 4.0–4.5), значително се 
повишава при сенесцентните клетки поради повишеното лизозомално съдържание [107, 
108]. Поради това, хистохимичното детектиране на β-галактозидазната активност при 
pH 6.0 (неоптимално за нормалните клетки) позволява специфичната идентификация на 
сенесцентните клетки [109]. Тъй като активността на SAβGal се детектира при повечето 
случаи на сенесценс, както in vitro, така и in vivo, на практика тя се смята за специфична 
черта на сенесцентните клетки. Но клетки, при които има дефицит на GLB1 (гена, 
кодиращ лизозомалната β-галактозидаза) не проявяват нарушения във функционалните 
аспекти на клетъчното стареене [108]. Друг лизозомален ензим, α-фукозидаза, е 
предложен като алтернативен сенесцентен биомаркер [110]. Повишеното лизозомално 
съдържание на сенесцентните клетки, вероятно e свързано с повишена автофагийна 
активност [111], но същевременно е характеристика и на някои клетъчни типове като 
активни макрофаги, купферови клетки и остеокласти [112]. Това подчертава 
необходимостта от използването на допълнителни маркери, в комбинация с детекцията 
на SAβGal, за да бъдат правилно отдиференциране на сенесцентните клетки. Наскоро 
липофусцин, който представлява агрегат от окислени белтъци, липиди и метали, 
натрупващ се в остарелите тъкани, е установено, че се колокализира с активността на 
SAβGal при сенесцентни клетки [113]. Въпреки, че специфичността на натрупването на 
липофусцин по време на клетъчното стареене не е изследвана детайлно, той изглежда 
обещаващ като биомаркер за сенесценса, тъй като за разлика от оцветяването за 
SAβGal, оцветяването за лупофусцин може да бъде направено и при обработени с 
парафин биологични материали. 

Клетъчното стареене е свързано с мащабна реорганизация на хроматина [114]. 
Освен DDR [54] и формирането на PML телца (тип матрикс-свързани ядрени домени) 
[115], най-забележителната промяна в хроматиновата структура, настъпваща при 
клетъчно стареене, е формирането на сенесценс-асоциирани хетерохроматинови 
огнища (senescence-associated heterochromatic foci, SAHFs), които се наблюдават и при 
човешки клетки, претърпяващи онкоген-индуциран сенесценс [116]. Тези структури 
могат да бъдат визуализирани посредством оцветяване с DAPI (4`,6-diamidino-2-
phenylindole) и се характеризират с повишена концентрация на репресивни маркери 
като H3K9me3 и хетерохроматиновия белтък 1 (HP1), натрупване на високо-мобилната 
група HMGA белтъци и загуба на линкерния хистон H1 [117]. Хипотезирано е, че SAHF 
може да представляват сенесценс-специфичен хетерохроматинов компартмент, за 
който е установено, че е резултат от пространственото преместване на предварително 
съществуващи репресивни маркери, а не се получава вследствие глобални промени в 
метилирането на хистонови белтъци [118]. Интересно е, че в SAHF се съдържат и 
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геномни региони, откриващи се в ламина-свързаните домени (LAD) при 
пролифериращи клетки [119]. След индукция на сенесценс и загуба на ламин B1 
(LMNB1), тези LAD се отделят от периферията на ядрото и клъстерират в рамките на 
ядрото. Hi-C анализът (високоефективен вариант на улавянето на хромозомната 
конформация) предполага загуба на вътрешната структура на ядрото и вероятна 
декомпактизация на ДНК, с която е обогатено ядрото на SAHF [120], което от своя 
страна повдига въпроса за действие на SAHFs като заглушаващи компартменти. Друго 
следствие от автофагия-опосредстваното разграждане на LMNB1, наблюдавано по 
време на стареенето [121], е нарушаването на интегритета на ядрената обвивка, водещо 
до оформянето на цитоплазмени хроматинови фрагменти (CCFs) [122]. Тези 
хроматинови фрагменти, посредством активация на пътя cGAS/STING, са от ключово 
значение за инициирането на проинфламаторен отговор, както по време на клетъчното 
стареене, така и при развитието на ракови образувания. 

Независимо, че различните глобални промени в хроматина, настъпващи по 
време на клетъчното стареене, имат ясни функционални последствия, те не винаги са 
видими на макроскопично ниво, не се запазват при различните клетъчни типове или 
при различни индуктори на сенесценс [123]. 

При сенесцентните клетки са установени и редица метаболитни промени, 
включително усилване на гликолизата, на митохондриалния метаболизъм и на 
автофагията. Установено е, че усилената продукция на компоненти на секреторния 
фенотип разчита на усилена продукция на АТФ, която от своя страна се постига от 
митохондриалния метаболизъм (т.е. цикъла на Кребс) и гликолизата [124]. Предполага 
се, че повишената продукция и секреция на SASP водят до протеотоксичен стрес, който 
е възможно да бъде преодолян като се активира автофагията. При предишни 
изследвания на ролята на автофагията за поддържането на SASP е установено, че 
набавянето на аминокиселини, необходими за високата белтъчна обмяна, свързана със 
SASP, става именно посредством спрягане на автофагията (автолизозомите) с 
белтъчната синтеза [103]. 

Ролята на митохондриалния метаболизъм и автофагията при клетъчното 
стареене обаче остава противоречива. При някои изследвания е установено, че 
инхибирането на автофагията улеснява клетъчното стареене [104, 125], а сенесцентните 
клетки също така проявяват понижени нива на митофагия (митохондриална автофагия), 
водещи до дефекти в митохондриалната мрежа, допринасящи за метаболитната 
дисфункция по време на стареенето [126]. Дефектната митофагия води до натрупването 
на дисфункционални митохондрии и ROS-индуциран сенесценс, като подобни 
резултати са наблюдавани и при клетъчен модел на паркин-опосредствана митофагия 
[127]. Интересно е, че загубата на митохондрии нарушава клетъчното стареене като по-
скоро нарушава положителната обратна връзка, включваща продукция на свободни 
кислородни радикали и DDR, а не е вследствие от недостатъчни нива на енергия 
(АТФ). Наистина сенесцентни клетки, лишени от митохондрии, проявяват по-високи 
нива на АТФ поради засилване на гликолиза. Поради това е възможно при определени 
условия изпълнението на сенесцентната програма да е компрементирано от статуса на 
митохондриалния окислителен метаболизъм, а не от недостиг на енергия. Установено е, 
че сенесцентни клетки могат да репрограмират метаболизма си с цел обезпечаване на 
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енергийните си нужди, като повишеното митохондриално окислително дишане, 
резултат от активирането на пируват дехидрогеназата, е необходимо за 
осъществяването на окоген-индуцирания сенесценс [128]. 

В условията на клетъчна култура сенесцентните клетки се характеризират и със 
значителни морфологични промени. Сенесцентните клетки стават плоски, уголемени и 
вакуолизирани, а понякога се наблюдават множество или уголемени ядра. Промените 
във формата се обясняват със статуса на структурни белтъци като кавеолин 1 и Rho 
ГТФазите Rac1 и CDC42 [129], а вакуолизацията е свързана със стрес в ендоплазмения 
стрес, възникващ като отговор към натрупването на неправилно нагънати или 
ненагънати белтъци [130]. Сенесцентните клетки също така образуват цитоплазмени 
мостове, които позволяват предаването на сигнали към съседни клетки чрез пряк 
междуклетъчен пренос на белтъци [74]. Като се изключат тези примери, 
функционалното значение на останалите морфологични промени, свързани с 
клетъчното стареене, остава неясно. Сенесцентите клетки in vivo изглежда, че запазват 
морфологията си, което до голяма степен се обяснява с архитектурата на тъканите, но 
относително скоро беше наблюдаване увеличаване на размерите на сенесцентни 
(SAβGal позитивни) клетки при възрастни мишки [89]. 

 
Клетъчното стареене и апоптозата представляват алтернативни клетъчни 

програми, които могат да бъдат задвижвани от едни и същи стресори. Въпреки че не е 
установено кое кара клетката да избере едната или другата програма, трябва да 
съществуват механизми, които да контролират това й решение. Известно е, че 
сенесцентните клетки са устойчиви към вътрешна и външна апоптоза [131, 132], като се 
предполага, че това е в резултат от стимулирането на членове на Bcl-2 семейството 
като Bcl-W (Bcl-2-like protein 2) и Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large) [133]. Това е от 
особено практическо значение, тъй като инхибирането на членове на Bcl-2 семейството 
е възможно да индуцира апоптоза при сенесцентни клетки [133-135]. 

Клетъчното стареене се очертава като терапевтична мишена, имаща отношение 
към голям брой патологии. Про-сенесцентните и анти-сенесцентните (сенолитични) 
терапии показват обещаващи резултати при предклинични изследвания, проведени с 
миши модели, а клинични изпитвания при хора вече са в ход. Едни от най-често 
използваните сенолитици представляват инхибитори на Bcl-2 семейството белтъци, 
които са насочени към устойчивостта на сенесцентите клетки към апоптоза [133-135]. 
От друга страна, съединения, индуциращи сенесценс (напр. palbociclib и други 
инхибитори на CDK4/6) са полезни като противоракови агенти [136]. Инхибирането на 
CDK4/6 при определени туморни клетъчни линии in vitro води до индукцията на 
клетъчно стареене, а при клинични изпитвания е установено, че комбинирането на 
palbocicilib със съвременни терапии при рак на гърдата значително повишава средната 
преживяемост, без да се наблюдава прогресия на заболяването. С цел да се избегнат 
страничните ефекти, предизвиквани от получаващите се сенесцентни туморни клетки, 
про-сенесцентната терапия с инхибитори на CDK4/6 може да бъде комбинирана със 
сенолитици, особено когато имунната система на индивида е компроментирана и не 
може ефективно да премахва сенесцентните клетки. 
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Очевидно е, че е необходимо характеризиране на механизмите и функциите на 
сенесцентните клетки при всяка отделна ситуация, за да може да бъдат създадени 
специфични, оптимални и нетоксични сенесцентни терапии. За това трябва различните 
подтипове на сенесценса in vivo да бъдат детайлно охарактеризирани и да се установи 
кои сенесцентни черти може да се стимулират или подтискат, без да се повлияват 
отрицателно нормалните клетки. Въпреки че в момента акцента е върху по-
практическите аспекти на клетъчното стареене и приложимостта на подобни терапии, е 
необходимо по-доброто разбиране и на молекулните механизми на клетъчното 
стареене. Правилното идентифициране на сенесцентните клетки in vivo също е от 
изключително важно значение. Всички известни сенесцентни маркери in vivo, 
включително активността на SAβGal и p16INK4a, може да бъдат недостоверни в 
зависимост от конкретната ситуация или поради някои технически ограничения на 
използваните методологии. Тъй като е малко вероятно да бъде установен нов 
универсален биомаркер за сенесценса, особено като се има предвид хетерогенността на 
сенесцентите фенотипове in vivo, профилирането на транскриптома и протеома на 
единични клетки в тъканите ще е от ключово значение за разбирането на природата на 
тези клетки, за изследването на специфичните им функции и за евентуалното прилагане 
на терапевтични подходи. 
 

Мембранни липиди и клетъчна сигнализация 
Клетъчните мембрани представляват силно динамични структури, състоящи се 

от амфипатични белтъци и липиди. Тъй като тяхното организиране се основава главно 
на афинитета на свързване между отделните компоненти, мембраните се считат за 
течни, като това позволява ротационно (движение около собствените оси, 
перпендикулярни на мембраната), транслационно (движение през и паралелно на 
мембраната) и трансбислойно (прехвърляне между противоположните вътрешни 
равнини) движение на липидите [137]. 

Липидният състав придава важни свойства на плазмената мембрана. 
Асиметрията, например, до голяма степен се дължи на обогатяването с разнообразни 
липиди в специфични области в рамките на отделните слоеве на мембраната. При 
клетки на бозайници, цитоплазмения монослой на плазмената мембрана обикновено 
съдържа по-голямо количество фосфатидилетаноламин и фосфатидилсерин, за разлика 
от външният монослой, който е богат на сфинголипиди [138]. Освен това, липидите 
могат да проявяват различна геометрична форма, дължаща се на присъщите им 
свойства като размер на главата, дължина и/или наситеност на ацилните опашки [139, 
140]. Поддържането на мембранния флуидитет, независимо от присъствието на 
наситени липиди, се постига чрез интегралните стероли в мембраната, които 
интерферират с пакетирането на ацилните вериги [137, 141]. От друга страна, тъй като 
стеролите сами по себе си са силно неогъваеми, те могат да повишават мембранната 
ригидност, ако се асоциират с подвижния ненаситен липиден бислой [141]. Трябва да се 
отбележи, че и натрупването на холестерол в плазмената мембрана може да бъде 
асиметрично и да се различава при отделните органели [142, 143]. Както степента на 
насищане на мембранните липиди, така и присъствието на холестерол в мембраната, са 
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достатъчни, за да се предотврати смесването на липидите и това да доведе до 
формирането на специфични липидни домени, получаващи се в резултат на 
асоциирането на подредени и неподредени течни липидни фази [137, 141]. Тези 
физични свойства могат да действат като основен шаблон за определянето на степента 
на огъване, дебелината и напрежението в мембраната, които играят важни роли при 
клетъчната сигнализация. 

Известно е, че мембранните липиди могат да действат и като вторични 
посредници при клетъчната сигнализация. Множество G-протеин свързани рецептори 
активират фосфатидилинозитолния сигнален път, при който фосфолипаза C 
хидролизира фосфатидилинозитол 4,5-бифосфат (PIP2) до два вторични посредника: 
инозитол-3,4,5-трифосфат (IP3) и диацилглицерол (ДАГ) [144]. От своя страна 
диацилглицерола активира протеин киназа C, а IP3 повишава вътреклетъчните нива на 
калций, което предизвиква множество клетъчни отговори, включително активиране или 
подтискане на транскрипцията, клетъчен растеж и имунни отговори. Интересно е, че и 
сфингозина в мембраната също може да модулира активността на протеин киназа C 
[145]. 

Наскоро беше установено, че мембранните липиди са способни да повлияват 
сигнализацията през интегрални мембранни рецептори чрез директни или индиректни 
стехиометрични взаимодействия. Изследвания през последните пет години са 
установили важни роли на липидите при регулацията на мембранните белтъчни 
рецептори по време на процесите на клетъчна сигнализация. Тези функции са 
установени благодарение на подобряването на резолюцията на кристалната структура и 
идентификацията на липид-свързващи места в контекста на триизмерни структури. 
Този технически напредък проправи пътя за по-доброто разбиране на това как състава 
на плазмената мембрана предлага едновременно огромно разнообразие и пластичност 
при клетъчната сигнализация. 

 
Липиден състав на мембраните и клетъчна сигнализация 

Прието е, че състава на различните фосфолипиди при еукариотни мембрани 
играе незаменима роля за поддържането на клетъчната хомеостаза. Освен това, 
хетерогенността на макродомените, дължаща се на липидните фази, може да позволи 
разделяне или сгъстяване, които от своя страна могат да ограничават латералната 
дифузия и да повлияват клетъчната сигнализация, улеснявайки или възпрепятствайки 
белтък-белтъчните взаимодействия [137]. Локалната избирателност на фосфолипидите 
също повлиява сигнализацията като регулира излагането на специфични белтъчни 
домени към цитозола на клетката. 

Липидният състав влияе на това как сигналните белтъци се асоциират към 
плазмената мембрана. Установено е например, че функцията на ГТФазата K-Ras може 
значително да се повлиява от фосфолипидния състав на мембраната, като различните 
фосфолипиди имат различен афинитет към този белтък [146]. Малката ГТФаза Ras, 
която регулира множество сигнални пътища в клетката и е свързана с различни типове 
рак, е напълно функционално активна само когато е асоциирана към плазмената 
мембрана на клетката. Важно е да се отбележи, че ориентацията на каталитичния домен 
на K-Ras може да повлиява взаимодействието й с други регулаторни и ефекторни 
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белтъци в клетката. Затова асоциирането на белтъка към плазмената мембрана е от 
изключително значение за сигнализацията, опосредствана от K-Ras. С помощта на 
симулационни модели, при които са отчетени молекулните динамики на всички атоми, 
е установено, че свързването на K-Ras с определени фосфолипиди модулира 
ориентацията на белтъка в мембраната и следователно повлиява неговите функции. 
Открити са пет вероятни цитозолни топологии на Ras в зависимост от типа на 
анионните липиди в мембраната, различаващи се по излагането на каталитичния домен 
на белтъка към цитозола и съответно по способността на K-Ras да участва в сигналната 
трансдукция [146]. Афинитетът на K-Ras към мембранните липиди също така е 
нуклеотид-зависим [147]. При изследвания с ядрено-магнитен резонанс е установено, 
че при ГДФ-свързания Ras, за разлика от ГТФ-свързания белтък, превключващия 
(switch) регион е ориентиран към цитозола, като така се улеснява неговото 
взаимодействие с фактор-обменящите белтъци (guanine nucleotide exchange factors, 
GEFs) [147]. Това взаимодействие позволява възстановяването на активната форма на 
Ras и предполагаемо благоприятства по-продължителното запазване на активността на 
Ras тъй като ГТФаза-активиращите белтъци (GTPase-activating proteins, GAPs) не могат 
да взаимодействат с Ras и да предизвикат хидролизата на ГТФ, водеща до инактивация 
на белтъка. Този тип специфичност на свързване към мембраната, наблюдаван при K-
Ras, се очаква да обхваща и други белтъци, за които е известно, че се асоциират с 
плазмената мембрана. 

Липидните подвидове в мембраната също така могат да осигуряват платформи 
за закотвяне, в рамките на които се модулират белтък-белтъчните взаимодействия и 
последващата сигнална трансдукция в клетката. Едни от най-добре изучените модули 
за белтък-белтъчни взаимодействия при клетъчната сигнализация са Src хомоложните 
(SH) домени. По-специално SH2 домените представляват същински модули за 
свързване, които са от съществено значение за последващата сигнализация при 
множество регулаторни пътища, включващи участието на фосфотирозинови рецептори 
[148]. Отдавна е установено, че SH2 домените се свързват към липидни молекули по 
начин, който инхибира [149] или подпомага [144] тяхната активност. Но тези открития 
остават противоречиви поради липсата на детайлни механистични изследвания. При 
по-скорошно изследване беше анализирана ролята на липидите при регулацията на 
белтък-белтъчните взаимодействия, опосредствани от SH2 домени и последващите 
ефекти по отношение на клетъчната сигнализация [150]. При него бяха получени 
убедителни доказателства, че повечето SH2 домени се свързват с висок афинитет към 
липиди от плазмената мембрана чрез своите „алтернативни катионни кръпки“ 
(“alternative cationic patches”, ACPs), които представляват домени, съседни на 
хидрофобни и/или ароматни остатъци, наподобяващи липид-свързващите места при 
мембранно-асоциирани белтъци. Изследването демонстрира, че всъщност SH2 
модулите имат двойна специфичност благодарение на липид- и белтък-свързващите си 
домени и по този начин относителното разположение на ACP и фосфотирозиновите 
рецептори диктува ориентацията на белтъците, съдържащи SH2 домени, и позволява 
гъвкавост на липид-медиираните регулаторни механизми, опосредствани от 
фосфотирозиновите рецептори, заради различния афинитет на свързване към 
липидните молекули. Установено е, че морфологията на липид-свързващите ACP 

24 
 



позволява на SH2-съдържащите белтъци да взаимодействат по различен начин с 
плазмената мембрана, като се предполага, че именно различното свързване влияе на 
подвижността на SH2-съдържащите белтъци и техните взаимодействия с различни 
ефекторни молекули при осъществяването на сигналната трансдукция. 

Установена е и пряка липид-зависима рецепторна сигнализация. Обогатяването 
с ганглиозида GM2 на плазмената мембрана при ракови клетки е било асоциирано с 
туморната прогресия и епителиално-мезенхимната трансформация на клетките [151], а 
наскоро беше установена и роля на този ганглиозид при промотирането на миграцията 
на туморни клетки in vitro [152]. GM2 пряко взаимодейства с и промотира активацията 
на бета1 интегрини, като тази активация е свързана с последващото фосфорилиране на 
компоненти на MAPK/ERK сигналния път, реорганизация на цитоскелета и повишена 
миграция на клетките. Тези открития осигуряват първото доказателство, че липидни 
подвидове могат да активират интегрини по клетъчно-автономен начин и осигуряват 
потенциална нова терапевтична стратегия. 

 
Влияние на холестерола в мембраната върху клетъчната сигнализация 

Структурни изследвания са установили, че холестерола действа като 
положителен регулатор на сигнализацията през G-белтък свързани рецептори (GPCRs). 
Наскоро изследваният Smoothened (Smo) извънклетъчен холестерол-свързващ богат на 
цистеин домен е необходим за правилното предаване на сигнала през белтъка hedgehog 
(Hh) [153], като този домен може да бъде оприличен на алостеричен агонистичен 
регион. Мутации или антагонисти, които конформационно закриват това място, 
възпрепятстват Hh сигнализацията [153], а индуцируеми от стероли конформационни 
изменения са достатъчни за активирането на Smo [154]. Функциите на това 
извънклетъчно свързващо място и специфичния източник на тези стероли изискват 
допълнителни изследвания, въпреки че е установено, че натрупването на холестерол в 
клетката е било свързано с повишена активация на белтъка [155]. 

Липидният състав на мембраната е динамичен и силно вариабилен. 
Активирането на чернодробния X рецептор (LXR) при повишени концентрации на 
оксистероли индуцира експресията на АТФ-свързващия транспортер ABCA1 и 
изнасяне на холестерол от клетката [156]. Ако изнасянето на холестерола от клетката се 
възпрепятства, концентрирането му в клетката може да бъде цитотоксично и е свързано 
с активирането на Toll-подобния рецептор (TLR) [157]. Интересно е, че активността на 
рецептора LXR може да антагонизира предизвикваната от активация на TLR експресия 
на възпалителни гени, въпреки че остава спорно доколко тези пътища са пряко 
свързани. При скорошно изследване на макрофаги е установено, че индуцираното от 
LXR/ABCA1 намаляване на концентрацията на холестерол в липидните рафтове 
нарушава привличането на TLR4 към адапторния белтък MyD88 и към Е3 убиквитин 
лигазата TRAF6, като това предотвратява последващата експресия на про-
инфламаторни гени [158]. 

Мембранният състав оказва значително влияние върху клетъчнана хомеостаза и 
при възникването на някои патологии. Поради това е разбираемо защо насочените към 
мембранните липиди терапевтични стратегии формират бързоразвиваща се научна 
област. Но предвид факта, че белтък-липидните взаимодействия са изключително 
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сложни и силно динамични, по-доброто изясняване на това как липидите 
взаимодействат с рецептори от клетъчната повърхност е от ключово значение за 
разработването на насочени терапевтични подходи. 

 
Влияние на степента на наситеност на фосфолипидите 

Сигналните събития в клетката също така могат да бъдат повлиявани от 
степента на наситеност на фосфолипидните вериги. Промяната на наситеността на 
мастните киселини е ключово свойство, което контролира твърдостта и еластичността 
на плазмената мембрана и е добре известен механизъм за адаптация към различни 
температури. По-рано е установено, че полиненаситените мастни киселини (PUFA) 
могат да нарушат медиираното от липополизахариди (LPS) активиране на TLR4, което 
евентуално промотира активирането на транскрипционния фактор NF-κB. Въпреки това 
механизмите, свързани с този процес, доскоро не бяха изяснени, но при изследване на 
Schoeniger и сътрудници е демонстрирано, че за разлика от предполагаемия механизъм, 
включващ повлияване на генната експресия, обогатяването с полиненаситени мастни 
киселини директно повлиява TLR4 в мембраната [159]. В действителност, откритията 
им осигуряват доказателство, че PUFA могат да нарушат микродомени в плазмената 
мембрана и значително да повлияят стимулацията през рецептора TLR4 [160]. 
Присъствието на липидни рафтове несъмнето е от съществено значение за 
активирането на TLR4. Те служат като динамични платформи за събиранено на 
специфични белтъци, които позволяват организацията на белтък-лигандните 
взаимодействия [160]. Посредством това изследване, Schoeniger и сътрудници показват, 
че незначителни промени в липидния състав на мембраната, резултат от дребни 
модулации на физико-химичните свойства на мембранните микродомени (рафтове), са 
достатъчни за да се промени сигналната трансдукция в клетката със значителни 
последствия за процесите на възпаление. 

 
Белтъци в плазмената мембрана, допринасящи за формирането на липидните 
микродомени 

Олигомеризираните интегрални белтъци и тези, които са закотвени към 
цитоскелетни елементи могат също да ограничават латералната дифузия на липиди в 
плазмената мембрана, като задържат определени липиди във вътрешния слой на 
мембраната. Например, кортикалните актинови структури (asters), за които е известно 
че свързват и съответно имобилизират фосфатидилсерина във вътрешния слой, се 
предполага, че индуцират клъстериране на гликофосфатидилинозитол (GPI)-закотвени 
белтъци във външния слой, което от своя страна е свързано и с важни последствия за 
клетъчната сигнализация [161]. Белтъците, свързани от липиди като GPI, палмитоил, 
миристоил или холестерол, са преференциално сегрегирани в по-високо 
организираните липидни рафтови домени [162]. Опосредстваните от холестерола 
взаимодействия, свързването към астерите и имобилизирането на фосфатидилсерина 
във вътрешния слой и закотвянето на белтъци чрез липидни котви във външния слоя на 
мембраната, също се предполага, че насочват формирането на липидни рафтове 
[143].Подобно на липидните рафтови домени, инвагинациите на мембраната, известни 
като кавеоли, се формират от скеле от белтъка кавеолин, свързан към мембранния 
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холестерол. Като медиират клетъчната сигнализация и ендоцитозата, кавеолите също 
така действат индиректно при транспорта и хомеостазата на холестерол. 

 
Взаимодействия между липидите и белтъците при формирането на везикули, преноса 
и сигнализацията 

Клетъчната сигнализация е силно зависима от доставянето и отсраняването на 
рецептори към клетъчната повърхност и е ясно, че динамиката на екзо- и ендоцитозата 
се основава на специфични белтък-липидни взаимодействия. Скорошно изследване е 
подчертало регулаторната роля на липидите и белтъците при везикуларния трафик и 
вътреклетъчния везикулярен транспорт, които допринасят за клетъчната сигнализация. 
Например за глицерофосфолипидите е установено, че регулират везикулярния 
транспорт. Сортирането на GPI липидните котви в ендоплазмения ретикулум и 
сфинголипидите може да променя способността на разтворимите SNARE рецептори да 
промотират сливането на мембрани [163, 164]. 

Процесът на формиране на везикулите е друг важен път, чрез който липид-
белтъчните взаимодействия могат да повлияват клетъчната сигнализация. Накратко, 
огъването на мембраната, необходимо за образуването на везикулите, се улеснява от 
хидрофобното несъответствие, резултат от натрупването на белтъци, а също така и от 
скелетни механизми с помощта на белтъци от обвивката [165]. Хидрофобното 
несъответствие кара белтъци, които имат големи извънмембранни компоненти 
дифунциращи в мембраната, да предизвикват молекулно натрупване с цел да намалят 
достъпната мембранна площ и да намалят липидите [166]. 

Освен множеството роли при придаването на уникални и критични физични и 
химически свойства на плазмените мембрани, липидите наскоро изпъкнаха като важни 
регулатори на клетъчната сигнализация. Техните нови функции се опосредстват от 
свързваните им към рецептори, ролята им на вторични преносители или на лиганди за 
определени рецептори, а също така и от ролята им при събирането и организацията на 
сложни сигнални мрежи. Установяването на тези фунции на мембранните липиди стана 
възможно благодарение на подобряването на технологиите за изучаване на 
мембранната структура и на възможностите за идентифициране на специфични 
липидни групи в рамките на определени субдомени в плазмената мембрана. Тази 
област на научни изследвания става все по-популярна благодарение именно на този 
технологичен напредък и в бъдеще е възможно да доведе до разработването на нови 
терапевтични стратегии, базирани на повлияване не само на белтък-белтъчни, но и на 
белтък-липидни взаимодействия. 
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ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 

Цел 
 
Да се изучат ефектите от третиране с инхибитори на Rho-свързаните протеин кинази 
(ROCK кинази) върху пролиферацията, морфологията и вътреклетъчната сигнализация 
при нормални човешки кератиноцити с фокус върху процесите на клетъчно стареене и 
клетъчна смърт. Да се проучат ефектите на други биологично активни молекули върху 
процесите на клетъчна смърт и клетъчно стареене. 
 

Задачи 
 

1. Определяне на ефектите от третиране с ROCK инхибитора Y27632 върху 
пролиферативния капацитет и активността на сенесценс-асоциираната бета 
галактозидаза (SAβGal) при нормални човешки кератиноцити от възрастен 
индивид и hTERT-имортализирани човешки кератиноцити. 

2. Изследване на промените в структурата и състава на субмикрометричните 
липидни домени в плазмената мембрана на нормални човешки кератиноцити в 
хода на настъпване на репликативен сенесценс. 

3. Изследване на промените в структурата и състава на субмикрометричните 
липидни домени в плазмената мембрана на нормални човешки кератиноцити, 
третирани с инхибитора на ROCK киназите Y27632 в хода на настъпване на 
репликативен сенесценс. 

4. Изследване на промените в структурата и състава на субмикрометричните 
липидни домени в плазмената мембрана на hTERT-имортализирани човешки 
кератиноцити. 

5. Изследване на ефектите на кверцитин и дихидрокверцитин върху 
преживяемостта и морфологията на нормални човешки кератиноцити от 
възрастен индивид. 

6. Изследване на ефектите на кверцитин и дихидрокверцитин върху генерирането 
на свободни кислородни радикали (ROS) при нормални човешки кератиноцити 
от възрастен индивид. 
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МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 
 
Използвани разтвори и буфери 
Разтвор А 

Състои се от 10 mM глюкоза, 3 mM KCl, 130 mM NaCl, 1 mM Na2HPO4.7H2O, 
0.0033 mM Phenol Red и 30 mM HEPES, разтворени в дейонизирана вода. След 
приготвянето на разтвора, pH се коригира до pH 7.4, разтвора се стерилизира чрез 
филтрация (0.2 μm филтър) и се съхранява при 4°C. 

Разтвор А се използва като алтернатива на физиологичния серум при 
обработката на кожни експланти с цел изолиране на първична култура от нормални 
човешки кератиноцити. 
Разтвор Т17 

Представлява 0.17% трипсин (Trypsin from porcine pancreas, Sigma-Aldrich, 
USA), добавен към разтвор А. Полученият разтвор се стерилизира чрез филтрация (0.2 
μm филтър) и се съхранява при -20°C. 

Този разтвор на трипсин се използва за разграждането на тъканта, по-специално 
за отделянето на епидермиса от дермата, при изолирането на първични култури от 
нормални човешки кератиноцити. 
Разтвор Т25 

Представлява 0.025% трипсин и 0.01% EDTA, добавени към разтвор А, след 
което полученият разтвор се стерилизира чрез филтрация (0.2 µm филтър) и се 
съхранява при -20°C. 

Този трипсинов разтвор се използва при пасажирането на клетъчните култури от 
нормални и hTERT-имортализирани кератиноцити. 
Диализиран фетален телешки серум (dFBS) 

Калциевите йони от търговски фетален телешки серум (FBS; non-USA origin, 
Sigma-Aldrich) се премахват чрез диализа с фосфатен буфер PBS, не съдържащ калций. 
Диализата се провежда в диализно черво (MWCO 12-14 000 Da, Visking Medicell 
International Ltd.) при разбъркване на разтвора в продължение на 24-36 часа, като 
фосфатния буфер се сменя неколкократно (минимум 3 пъти, на всеки 12 часа) по време 
на диализата. Полученият диализиран серум се стерилизира чрез филтрация (0.2 µm 
филтър) и се съхранява при -20°C. 

Диализираният телешки серум се използва, за да се избегне диференциация на 
нормалните и на имортализираните човешки кератиноцити поради наличието на 
калциеви йони в културалната среда. 
Пеницилин/стрептомицин (P/S), 1000x 

Представлява разтвор на 50 000 U/mL пеницилин G и 50 000 µg/mL 
стрептомицин, добавени към разтвор А. Този антибиотичен разтвор се стерилизира 
чрез филтрация (0.2 µm филтър) и се съхранява при -20°C. При добавянето на аликвота 
от разтвора на пеницилин/стрептомицин към културалната среда се получава крайна 
концентрация от 50 U/mL пеницилин G и 50 μg/mL стрептомицин. 
Гентамицин/амфотерицин (G/A), 1000x 

Представлява разтвор на 50 000 μg/mL гентамицин, 250 μg/mL фунгизон и 250 
μg/mL ампицилин, добавени към разтвор А. Полученият антибиотичен разтвор се 
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стерилизира чрез филтрация (0.2 µm филтър) и се съхранява при -20°C. При добавянето 
на аликвота от разтвора към културалната среда се получава крайна концентрация от 50 
μg/mL гентамицин, 0.25 μg/mL фунгизон и 0.25 μg/mL ампицилин. 
Разтвор на аминокиселини 

Разтвор, съдържащ незаменими аминокиселини, необходими за автокринното 
култивиране на нормални човешки кератиноцити. Състои се от 1.677g L-хистидин, 
3.280g L-изолевцин, 0.448g L-метионин, 0.306g L-триптофан и 0.453g L-тирозин, 
разтворени при нагряване в 1 000 mL дейонизирана вода. Полученият разтвор се 
стерилизира чрез филтрация (0.2 µm филтър) и се съхранява при -20°C. При добавянето 
на аликвота от разтвора на аминокиселини към културалната среда, аминокиселинния 
разтвор се разрежда 33x, при което се получават крайни концентрации от 0.05 g/L 
хистидин, 0.1 g/L изолевцин, 0.014 g/L метионин, 0.009 g/L триптофан и 0.014 g/L 
тирозин. 
Хидрокортизон 

Хидрокортизон (5 mg/mL; Sigma-Aldrich Chemie, Germany) се разтваря в етанол, 
след което разтвора се филтрира и се съхранява при 4°C. Този стоков разтвор на 
хидрокортизон се разрежда 25 пъти в разтвор А до получаването на разтвор с 
концентрация 0.2 mg/mL, като същевременно се минимизира и количеството 
разтворител (етанол) добавено към културалната среда. При добавянето на аликвота от 
разредения разтвор на хидрокортизон (0.2 mg/mL) към културалната среда се получава 
крайна концентрация 0.2 μg/mL хидрокортизон. 
TBS буфер 

Буферът се приготвя като 10x стоков разтвор, съдържащ съответно 30.285 g/L 
Trizma base, 3.23 g/L KCl и 81.81 g/L NaCl. След пълното разтваряне на солите в 
дейонизирана вода, pH на разтвора се коригира със солна киселина (HCl) до pH 7.6. 
Стоковият разтвор на TBS буфера се съхранява при 4°C и е годен за употреба в рамките 
на минимум 3 месеца. От стоковия разтвор се приготвя работен буфер с концентрация 
1х (т.е. 3.0285 g/L Trizma base, 0.323 g/L KCl и 8.181 g/L NaCl). 
Фосфатен буфер PBS 

Буферът се приготвя чрез разтварянето на 0.2g KCl, 0.2g KH2PO4, 8.0g NaCl и 
1.45g Na2HPO4.2H2O в 1 000 mL дейонизирана вода. След пълното разтваряне на 
солите, pH на разтвора се коригира до pH 7.4. Полученият PBS буфер се съхранява при 
4°C и е годен за употреба в рамките на минимум 3 месеца. 
 
Използани клетъчни линии и среди за култивиране 

Нормални човешки кератиноцити бяха изолирани съгласно методиката на 
Minner и сътрудници [167] от кожни експланти получени от Клиниката по пластично-
възстановителна и естетична хирургия (КПВЕХ) към УМБАЛ „Александровска“, гр. 
София. Кожните експланти бяха отсранени в хода на рутинни хирургични интервенции 
(абдоминопластика) на здрави възрастни пациенти като се спазваха всички правови и 
етични норми за работа с тъканни експланти. За експериментите, осъществени в 
Университета на Намюр, Белгия, бяха използвани кожни експланти от възрастни 
пациенти на Clinique St. Luc, Namur-Bouge след съответното одобрение на етичния 
комитет на болницата и след информирано съгласие от страна на пациента или негов 
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законен представител. Имортализираните hTERT кератиноцити бяха любезно 
предоставени от Prof. James Rheinwald (Boston, USA). Кератиноцитите, експресиращи 
hTERT (каталитичната субединица на теломеразата), придобиват и дефект при 
задвижването на експресията на p16INK4a, което ги прави безсмъртни, но същевременно 
клетките запазват нормални характеристики на растежа и диференциационния си 
потенциал [168]. При настоящите експерименти hTERT кератиноцитната линия беше 
използвана като контрола при изследванията, свързани с клетъчното стареене. 

При изолирането на първичните кератиноцитни култури беше използвана 
базална среда KBM-2® (Clonetics™; Lonza, USA), към която бяха добавени съответните 
добавки Single Quots® KGM-2 (Clonetics™; Lonza, USA), за да се получи пълноценна 
среда. При прибавянето на добавките към базалната среда се побучамаше крайна 
концентрация от 50 μg/mL телешки екстракт от хипофиза (bovine pituitary extract, BPE), 
10 ng/mL епидермален растежен фактор (EGF), 5 μg/mL инсулин, 5 х 10-7 M 
хидрокортизон и 5 μg/mL трансферин. Към пълноценната среда бяха добавени 
съответно гентамицин/фунгизон/ампицилин (крайна концентрация 50 μg/mL/0.25 
μg/mL/0.25 μg/mL) при установяването на културата, и пеницилин G/стрептомицин (50 
U/mL/50 μg/mL) при вторичните култури (култивиране на клетките след замразяване). 

За растежа на първичните кератиноцитни култури беше използвана и среда 
Epilife® (Cascade Biologics™; Thermo Fisher Scientific, USA), към която беше добавена 
растежна добавка за човешки кератиноцити (Human Keratinocyte Growth Supplement, 
HKGS; Cascade Biologics™; Thermo Fisher Scientific, USA). При прибавянето на 
добавката към средата се получамаха крайни концентрации от 0.2% BPE, 0.2 ng/mL 
човешки рекомбинантен епидермален растежен фактор, 0.18 μg/mL хидрокортизон, 5 
μg/mL инсулин и 5 μg/mL трансферин. Към получената пълноценна среда се добавяха 
пеницилин G/стрептомицин (50 U/mL/50 μg/mL). 

Средата, използвана за автокринен растеж, се състоеше от базална среда Epilife® 
или KBM-2®, към която бяха добавени аминокиселини (L-хистидин, L-изолевцин, L-
метионин, L-триптофан, L-тирозин), хидрокортизон (0.2 μg/mL) и пеницилин 
G/стрептомицин (50 U/mL/50 μg/mL). 

При криосъхранението на първични кератиноцитни култури беше използвана 
среда за замразяване, състояща се от 60% базална среда (KBM-2® или Epilife®), 20% 
диметилсулфоксид (DMSO) и 20% фетален телешки серум. 
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Таблица 1. Използвани среди за култивирането на нормални човешки кератиноцити от 
възрастен индивид и hTERT-имортализирани кератиноцити 

Компоненти Среда за 
установяване на 
културата 

Среда за растеж на 
културата 

Среда за 
автокринен 
растеж на 
културата 

Базална среда KBM-2® (Lonza) Epilife® (Gibco) KBM-2® (Lonza) 
или 
Epilife® (Gibco) 

Телешки екстракт 
от хипофиза (BPE) 

50 μg/mL 2 μg/mL — 

Епидермален 
растежен фактор 
(EGF) 

10 ng/mL 0.2 ng/mL — 

Инсулин 5 μg/mL 5 μg/mL — 
Хидрокортизон 0.18 μg/mL 0.18 μg/mL 0.2 μg/mL 
Трансферин 5 μg/mL 5 μg/mL — 
Антибиотици G/A или P/S G/A или P/S P/S 
Аминокиселини — — His, Ile, Met, Trp, 

Tyr 
*G/A = гентамицин (50 μg/mL) + ампицилин (0.25 μg/mL) + фунгизон (0.25 μg/mL) 
**P/S = пеницилин G (50 U/mL) + стрептомицин (50 μg/mL) 
 
Изолиране, поддържане и криосъхранение на първични кератиноцитни култури от 
кожа на възрастни индивиди 

Експлантите, получени в хода на рутинни хирургически интервенции, бяха 
съхранявани в стерилен физиологичен разтвор при 4°C и изолирането на първични 
кератиноцитни култури започваше в рамките на до 48 часа след отстраняването на 
експланта. По време на цялата процедура за изолиране на първични кератиноцити, 
кожните експланти бяха държани върху лед, за да се минимизира увреждането на 
тъканта. Тъканните експланти бяха промити със стерилен разтвор А, pH 7.4 (10 mM 
глюкоза, 3 mM KCl, 130 mM NaCl, 1 mM Na2HPO4.7H2O, 0.0033 mM Phenol Red, 30 mM 
HEPES), към който бяха добавени ампицилин (0.25 μg/mL), гентамицин (0.05 mg/mL) и 
амфотерицин B (0.25 μg/mL). С помощта на скалпел тъканта беше нарязана на парченца 
с площ под 1 cm2, които бяха промиват в разтвор А и бяха поставени в петри, 
съдържащо стерилен разтвор Т17 (0.17% трипсин в разтвор А, pH 7.4), като при 
поставянето на парченцата се внимаваше за правилната им ориентация (дермалната 
страна се поставяше към течността, а епидермиса оставаше отгоре). Парченцата кожа 
бяха инкубирани в разтвора Т17 при 4°C за една нощ. На следващият ден с помощта на 
два тънки форцепса епидермалния слой беше отделен от дермалния и се поставяше в 
петри със студена пълноценна среда KBM-2®. Отделените парченца допълнително се 
накъсваха чрез форцепс и посредством пипетиране, след което получената клетъчна 
суспензия се пресяваше през клетъчно сито с цел премахването на остатъците от 
тъканта. Клетките бяха събрани в 50 mL конусовидна епруветка и клетъчната 

32 
 



суспензия се центрофугираше за 10 мин при 1200 rpm и 4°C. След центрофугирането 
супернатантана се аспирираше внимателно и получената клетъчна пелета се 
ресуспендираше до получаването на хомогенна клетъчна суспензия в до 5 mL 
пълноценна среда KBM-2® (обема зависеше от относителното количество клетки, които 
бяха изолирани). След ресуспендирането беше определен общия брой на клетките и 
клетъчната суспензия се разреждаше до концентрация от 8 х 106 клетки/mL. Клетките 
бяха посяти в културални съдове при гъстота на културата 46 000 клетки/cm2 (~8 х 106 
клетки за културален съд с площ 175 cm2) в пълноценна среда KBM-2®, към която се 
добавяше 0.001% фетален телешки серум. Посятите клетки бяха поставени в CO2 
инкубатор при 37°C и бяха оставени да се адаптират за 3 дни. При правилно изолиране 
на клетките, на третия ден беше наблюдавана появата на първите „клонове“, като на 
този етап от изолирането на първични кератиноцитни култури беше възможно да се 
откриват и колонии от други, съпъстващи клетъчни типове (т.е. корнеоцити, 
фибробласти или меланоцити). На петият ден от началото на изолирането, 
културалната среда се сменяше за първи път, като в зависимост от целите на 
последващите експерименти, първичните кератиноцитни култури бяха отглеждани или 
в пълноценна среда KBM-2® или в пълноценна среда Epilife®. Културалната среда се 
подменяше на всеки два дни до достигането на конфлуентност на културата от 50-60%, 
при която се пристъпваше към пасажиране. 

По време на пасажирането на първични кератиноцити е препоръчително 
клетките да се държат на лед с цел намаляване на увреждането и на настъпването на 
необратими промени в клетъчната популация. Културалната среда се аспирира и се 
добавя разтвор Т25 (0.025% трипсин, 0.01% ЕДТА в разтвор А, pH 7.4), като след 5 мин 
разтвора се аспирира и се добавя ново количество разтвор Т25. Целта на тази стъпка 
беше да се премахват съпъстващите клетъчни типове (корнеоцити, фибробласти и 
меланоцити), евентуално присъстващи в изолираната клетъчна култура. След общо 30-
минутно инкубиране в разтвор Т25, към културалния съд се добавяше блокиращ 
разтвор (2% dFBS в разтвор А, 4°C) и дъното на съда се обливаше двукратно с цел да се 
съберат всички клетки. Блокиращият разтвор, съдържащ изолираните първични 
кератиноцити, се събираше в 50 mL конусовидна епруветка, държана на лед, и 
кератиноцитната суспензия се центрофугираше за 5 мин при 1200 rpm и 4°C. 
Супернатантата се аспирираше внимателно и клетъчната пелета се ресуспендираше в 
до 10 mL пълноценна културална среда (обема зависеше от количеството клетки). 
Определяше се общият брой кератиноцити и клетките се засяваха в съответните 
културални съдове при гъстота на културата 10 000 клетки/cm2. 

При осъществяването на първия пасаж (или на последващ такъв) е възможно да 
се извърши и криопрезервация на първичната кератиноцитна култура с цел 
дългосрочното й съхранение и използване при бъдещи експерименти. За целта, 
клетките бяха трипсинизирани с разтвор Т25 като след 5-минутно инкубиране по-
голямата част от разтвора се аспирираше и се оставяха 1-2 mL във фласка. Тази стъпка 
целеше елиминирането на евентуални съпъстващи клетъчни типове (корнеоцити, 
фибробласти, меланоцити). Кератиноцитите се инкубираха за общо 15 мин с 
трипсиновия разтвор, след което действието на трипсина се прекратяваше чрез 
добавянето на блокиращ разтвор (2% dFBS в разтвор А, 4°C). Повърхността на фласка 
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се обливаше двукратно с блокиращия разтвор, подобно на пасажирането, и клетките 
бяха събирани в 50-mL епруветка. Центрофугирани са за 5 мин при 1200 rpm и 4°С, 
след което бяха ресуспендирани в минимален обем среда и се преброяваха. Разреждаха 
се до получаването на клетъчна суспензия с концентрация 2 х 106 или 4 х 106 
клетки/mL. Впоследствие тази кератиноцитна суспензия се разреждаше двукратно със 
среда за замразяване, състояща се от 60% пълноценна културална среда, 20% FBS и 
20% DMSO, при което се получаваше крайната клетъчна концентрация от 1 или 2 млн. 
клетки за криоепруветка (с общ обем 1 mL). Криоепруветките първоначално бяха 
замразявани плавно при -80°С, като след минимум 24 часа криоепруветките се 
прехвърляха в съд с течен азот с цел дългосрочно съхранение. 

При размразяването на кератиноцитите след изваждането на криопруветките от 
съда с течен азот те бързо бяха размразявани и посявани в съответните културални 
съдове със студена пълноценна среда KBM-2®. На следващия ден средата се сменяше 
(отново с KBM-2® или с Epilife®) с премахване на остатъчното количество DMSO. 
Културалната среда се сменяше на всеки два дни, а при достигането на приблизително 
70-80% конфлуентност клетките бяха пасажирани. При пасажа клетките бяха отделяни 
от повърхността на съда с помощта на разтвор Т25, използван със стайна температура. 
Трипсинизирането се осъществяваше за 5-10 мин като отлепянето на клетките се 
проследяваше с помощта на светлинна микроскопия. Действието на трипсина се 
спираше чрез добявеното на студен блокиращ разтвор (2% dFBS в разтвор А, 4°C), с 
който бяха обливани и стените на съда с цел събирането на максимален брой клетки. 
Получената суспензия се центрофугираще за 5 мин при 1 000 rpm и 4°С, след което 
получената пелета от клетки се ресуспендираше със студена културална среда и се 
определяше клетъчния брой. Клетките се посяваха в съответните съдове за култивиране 
с необходимата гъстота (обикновено 10 000 клетки/cm2). 

В зависимост от целите на експеримента бяха използвани две различни 
селективни кератиноцитни среди – KBM-2® (Lonza) и Epilife® (Gibco). KBM-2® средата 
благоприятства адхезията на кератиноцитите към повърхността на съдовете за 
култивиране и е подходяща за краткосрочни експерименти, докато средата Epilife® е 
подходяща за продължителното култивиране на кератиноцитите тъй като 
благоприятства тяхната пролиферация и удължава живота им в условията на клетъчна 
култура. 
 
Индукция на сенесценс при кератиноцитни култури 

Сенесценс беше индуциран при кератиноцитите (нормални кератиноцити от 
възрастен индивид или hTERT-имортализирани кератиноцити) като клетките се 
поддържаша в пролиферативно състояние, в условията на клетъчна култура, за 
множество пасажи (над 10), както е описано в литературата [169]. При достигане на 
конфлуентност на културата от 80%, клетките се трипсинизираха и пасажираха в 
съотношение 1:4 и кумулативното удвояване на клетъчната популация (CPD) беше 
изчислявано за всеки пасаж, като се определяха броя на деленията по следната 
формула: 

Удвояване на популацията (𝐶𝑃𝐷) =
log(преброени клетки

посяти клетки� )
log 2
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За сенесцентни се считаха кератиноцитните култури, които започваха да 
проявяват забавена пролиферация в рамките на две седмици и/или експресираха 
сенесценс-асоциирана бета-галактозидазна активност (SAβGal) (над 80% положителни 
клетки при оцветяване). 
 
Третирания на клетките 

Нормални и hTERT-имортализирани човешки кератиноцити бяха култивирани в 
присъствието на ROCK киназния инхибитор Y27632 (Y-27632.dihydrochloride; Enzo 
Life Sciences (ELS) AG, Lausen, Switzerland), добавен към пълноценна или автокринна 
среда Epilife® при крайна концентрация 10 μM в културалната среда. Стоковият разтвор 
на инхибитора Y27632 се приготвяше в дейонизирана стерилна вода, което елиминира 
риска от проявата на ефекти на разтворителя. 

С цел извличане на холестерола от клетъчната мембрана на кератиноцитите се 
използваше третиране с метил-бета-циклодекстрин (MβCD) [170]. За целта културални 
съдове с желаната конфлуентост се промиваха еднократно с фосфатен буфер PBS, след 
което се инкубираха в продължение на 1 час при 37°C с автокринна културална среда 
Epilife®, съдържаща 7.5 mM MβCD (Sigma-Aldrich, Diegem, Belgium). След края на 
инкубационния период следваше възстановяване на културата в автокринна среда за 1 
час при 37°C. След възстановяването на клетките, културалната среда се аспирираше, 
клетките се промиваха еднократно с фосфатен буфер PBS и се съхраняваха при -20°C 
преди провеждането на последващите анализи. 

С цел активиране на рецептора на епидермалния растежен фактор (EGFR), 
конфлуентни кератиноцитни култури бяха третирани с 10 ng/mL епидермален растежен 
фактор (EGF), добавен към автокринна среда Epilife®, с която клетките бяха 
инкубирани в продължение на 20 мин при 37°C. След края на инкубационния период, 
клетките се промиваха еднократно с фосфатен буфер PBS и се съхраняваха при -20°C 
преди да се пристъпи към последващите анализи. 

Третиранията с биологично активни вещества (кверцитин, дихидрокверцитин) 
на нормални човешки кератиноцити от възрастен индивид бяха осъществени при ранни 
пасажи на културата, която след пасажиране се адаптираше в продължение на 24 часа 
при стандартни условия (в пълноценна културална среда), а след това за 24 часа при 
автокринни условия, за да се елиминират евентуални синергични и/или антагонистични 
ефекти на тестваните вещества и компоненти на културалната среда. Стоковите 
разтвори на тестваните антиоксиданти бяха приготвени в дейонизирана стерилна вода, 
което елиминираше потенциални ефекти на разтворителя. Използваните крайни 
концентрации се получаваха при добавяне на съответно количество от стоковите 
разтвори към автокринна среда KBM-2®. Третиранията се осъществяваха в 
продължение на 24-72 часа при 37°C, 5% CO2 и овлажнена атмосфера. 
 
Определяне на клетъчната преживяемост посредством оцветяване с MTT 

За анализът на клетъчната преживяемост посредством оцветяване с MTT (3-(4,5-
Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium Bromide, AppliChem, Darmstad, 
Germany), първични кератиноцити от пасажи 2-5 се засяваха в 24-ямкови културални 
плаки при гъстота на културата 20 000 клетки/ямка. Клетките се адаптираха в 
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пълноценна среда KBM-2® за едно денонощие след пасажирането, след което в 
продължение на 24 часа се култивираха в автокринна среда KBM-2®. След 
адаптирането на клетките към автокринни условия на растеж, се пристъпваше към 
третирането на първичните кератиноцитни култури с нарастваща концентрация на 
кверцитин (0 – 100 μM) или дихидрокверцитин (0 – 100 μM), като продължителността 
на третирането беше между 24 и 72 часа. След края на съответния период на третиране, 
културалната среда се заменяше от автокринна среда KBM-2®, съдържаща 0.5 mg/mL 
MTT. Клетките се инкубираха в продължение на 1 час при 37°C, след което средата се 
аспирираше и заменяше от същия обем изопропанол (или DMSO) и културалните плаки 
се инкубираха в продължение на 5 мин при стайна температура. Целта на инкубирането 
с изопропанол беше натрупаните в живите клетки формазанови кристали да бъдат 
разтворени и екстрахирани от клетката. Аликвоти от изопропанола (DMSO) се 
прехвърляха в 96-ямкова прозрачна плака и се измерваше абсорбцията при дължина на 
вълната 540 nm с помощта на четец на многоямкови плаки (Varioscan 3001 Multimode 
Microplate reader, Thermo Electron Corporation, Finland). Представените резултати 
представляват усреднени стойности от трикратни повторения на два независими 
експеримента, при които са използвани нормални човешки кератиноцити от различни 
донори. 
 
Определяне на клетъчната преживяемост посредством оцветяване с Crystal Violet 

За определянето на клетъчната преживяемост посредством оцветяване с Crystal 
Violet беше използван протокол, разработен от Feoktistova и сътрудници [171] с леки 
модификации. Първични кератиноцитни култури от пасажи 2-5 се посяваха в 
пълноценна среда KBM-2® в 96-ямкови плаки при гъстота на културата 10 000 
клетки/ямка, като същевременно се залагаше и контрола за неспецифично свързване на 
багрилото (ямки само с пълноценна среда KBM-2®). Клетките се адаптираха в 
продължение на 24 часа след пасажирането, след което кератиноцитите се култивираха 
в продължение на 24 часа при автокринни условия (автокринна среда KBM-2®). След 
адаптирането на клетките към автокринни условия на растеж, се пристъпваше към 
третирането на първичните кератиноцитни култури с нарастваща концентрация на 
кверцитин (0 – 100 μM) или дихидрокверцитин (0 – 100 μM), като продължителността 
на третирането беше от 24 до 72 часа. След края на съответния период на третиране, 
културалната среда се аспирираше и клетките се промиваха трикратно с вода с цел 
отстраняване на неприкрепените клетки и клетъчни фрагменти. След промиването 
кератиноцитите се оцветяваха с разтвор на 0.5% Crystal Violet в 20% метанол в 
продължение на 20 мин на клатачка, промиваха се трикратно с вода и плаките се 
изсушаваха на тъмно при стайна температура в продължение на 18-24 часа (до пълно 
изсушаване). За разтварянето на образуваните в живите клетки кристали от багрилото 
се използваше метанол, като клетките се инкубираха в продължение на 20 мин при 
стайна температура, при разклащане и на тъмно. Измерваше се абсорбцията при 540 nm 
с помощта на четец на многоямкови плаки (Varioscan 3001 Multimode Microplate reader, 
Thermo Electron Corporation, Finland). Получените резултати са нормализирани на база 
на абсорбцията на контролите за неспецифично свързване на багрилото (т.е. ямките без 
клетки), а процента жизнеспособни клетки се изчисляваше на база на резултатите, 
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получени за контролните клетки (отглеждани в автокринна среда KBM-2®). 
Представените резултати представляват средна стойност от по три повторения на два 
независими експеримента. 
 
Определяне на генерирането на ROS чрез оцветяване с DCFDA 

Нивата на свободно радикалови форми на кислорода (ROS), генерирани в 
резултат на третирането на първичните култури от нормални човешки кератиноцити, 
бяха определено посредством флуориметричен метод с използването на 2`,7`-
дихлорофлуоресцин диацетат (DCFDA). DCFDA представлява неполярно съединение, 
което преминава свободно през клетъчнана мембрана и под действието на свободни 
радикали в цитозола на клетката се окислява до флуоресцентния продукт 2`,7`-
дихлорофлуоресцеин (DCF). Именно флуоресценцията на DCF бе използвана за 
определяне на относителните нива на свободни радикали в клетката. 

Нормални човешки кератиноцити от пасажи 2-5 се посяваха с гъстота на 
културата 1 000 клетки/ямка в 96-ямкови плаки и се адаптираха в пълноценна среда 
KBM-2® в продължение на 24 часа, а след това – 24 часа в автокринна среда KBM-2®. 
Третирането с кверцитин (0 - 100 μM) или дихидрокверцитин (0 – 100 μM) се 
осъществяваше в автокринна среда KBM-2® като продължителността на третирането 
беше 24 или 48 часа. След края на съответния период на третиране, културалната среда 
се аспирираше и клетките се промиваха еднократно с фосфатен буфер PBS. 
Непосредствено преди работа се приготвяше работен разтвор на DCFDA (2’,7’-
Dichlorofluorescin Diacetate; Calbiochem®, EMD Millipore Corp., USA) с концентрация 2 
μg/mL във фосфатен буфер PBS, с който клетките се инкубираха в продължение на 45 
мин при 37°C и на тъмно. Плаката се промиваше еднократно с фосфатен буфер PBS и с 
цел индукция на оксидативен стрес част от клетките се третираха с 5% разтвор на 
водороден пероксид (H2O2) във фосфатен буфер PBS в продължение на 5 – 15 мин при 
37°C. Флуоресценцията се измерваше при дължина на вълната на възбуждане 485 nm и 
дължина на вълната на емисия 535 nm с помощта на четец на многоямкови плаки 
(Varioscan 3001 Multimode Microplate reader, Thermo Electron Corporation, Finland). 
Представените резултати представляват усреднена стойност от по три повторения на 
два независими експерименти. 
 
Оцветяване на клетките за активност на сенесценс-асоцииранана бета-
галактозидаза (SAβGal) 

За определяне на активността на сенесценс-асоциирана бета-галактозидаза 
(SAβGal) беше използван протокол, разработен от Debacq-Chainiaux и сътрудници [109, 
172]. При пасажирането на нормалните и на имортализираните кератиноцити 6-ямкови 
стерилни плаки се засяваха с кератиноцити при клетъчна концентрация 20 000 
клетки/ямка, в пълноценна културална среда Epilife® и се култивираха при 37°C, 5% 
CO2, в продължение на едно денонощие. На следващият ден, културалната среда се 
аспирираше и клетките се промиваха двукратно със студен фосфатен буфер (0.9% NaCl, 
добавен към 0.5 M KH2PO4/K2HPO4, pH 7.4), след което се фиксираха със студен 
разтвор за фиксиране (2% формалдехид/0.2% глутаралдехид) в продължение на 5 мин 
при стайна температура. Непосредствено преди използването се приготвяше разтвор на 
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x-gal (20 mg/mL в N,N-диметилформамид; Eurogentec, Belgium) и оцветяващ разтвор. 
Оцветяващият разтвор (краен обем 15 mL) се състои от 3 mL фосфатен буфер, pH 6 (0.1 
M NaH2PO4/0.1 M Na2HPO4, pH 6), 0.75 mL 0.1 M калиев фероцианат (K4[Fe(CN6)]), 0.75 
mL 0.1 M калиев ферицианат (K3[Fe(CN6)]), 1.8 mL 2.5 M NaCl, 0.03 mL 1 M MgCl2 и 
0.75 mL от разтвора на x-gal. Важно е оцветяващият разтвор да се предпазва от 
слънчева светлина, поради което както съда, в който се приготвяше, така и 
културалните плаки, които се оцветяваха, се предпазваха от слънчевите лъчи. 

След фиксирането, клетките се промиваха двукратно със студен фосфатен буфер 
PBS, след което във всяка ямка се добавяха по 2 mL от оцветяващия разтвор и плаката 
се инкубираше при 37°C, на тъмно, в продължение на 16 часа („overnight“). На 
следващият ден, плаката се промиваше двукратно със студен фосфатен буфер PBS, след 
което се промиваше еднократно с метанол. Течността от ямките се аспирираше и 
плаката се изсушаваше напълно при стайна температура и на тъмно. Преброяването на 
положителните клетки се осъществяваше непосредствено след оцветяването като за по-
доброто отдиференциране на оцветените клетки към ямките се добавяше фосфатен 
буфер PBS. Оцветените с x-gal плаки можеше да бъдат съхранявани краткосрочно (в 
рамките на няколко седмици) като за целта към ямките се добавяше фосфатен буфер 
PBS и плаките се съхраняваха на тъмно при 4°C. 

Преброяването на SAβGal позитивните клетки беше направено с помощта на 
конфокален светлинен микроскоп при 10х увеличение на микроскопа. Процентното 
съдържание на позитивните клетки е изчислено по следната формула: 

% позитивни клетки =  
брой оцветени клетки
общ брой клетки

∗ 100 

Представените стойности представляват средна стойност от по три повторения 
на експеримента. 
 
Маркиране на живи кератиноцити с флуоресцентни проби и анализ на 
изображенията 

Нормални човешки кератиноцити бяха засяти при гъстота на културата 20 000 
клетки/cm2 в Lab-Tek (Thermo Fisher Scientific, NY, USA) и бяха култивирани в 
пълноценна среда Epilife® в продължение на 48 часа. Непосредствено преди всеки 
експеримент използваните флуоресцентни проби (BODIPY-SM, lysenin*, theta) бяха 
смесвани със среда, към която беше добавено еквимоларно количество обезмаслен 
серумен албумин (DF-BSA, Sigma-Aldrich, Diegem, Belgium), и бяха центрофугирани за 
5 мин при 14 000 x g с цел премахване на евентуални агрегати. С цел маркиране на 
клетъчната повърхност, клетките бяха промити двукратно със среда при 4°C, след 
което се инкубираха при 4°C със съответната проба в продължение на 15 мин. След 
маркирането на липиди от клетъчната повърхност, клетките се промиваха четирикратно 
със студена културална среда (4°C), след което се поставяха в среда със стайна 
температура (20°C) и се анализираха с помощта на конфокален микроскоп (Leica) 
непосредствено след маркирането на субмикрометричните липидни домени. За всяка 
една от изследваните проби, изображенията бяха получени при сила на лазера 16% с 
помощта на конфокален микроскоп Leica при увеличение 100 х. При двойното 
маркиране, изображенията бяха получени посредством последователното използване на 
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зеления (488 nm) и на червения (568 nm) канал за отчитане на флуоресценцията. При 
количественият анализ на колокализацията на пробите с помощта на софтуера Leica 
LAS-AF-Lite бяха изчислени корелационните коефициенти (Pearson’s) между 
различните маркирания на клетките, като за целта бяха използвани по минимум 10 
изображения от три независими експеримента. 
Анализ на изображенията 

Количественото определяне на липидните субмикрометрични домени беше 
направено с помощта на софтуера Visilog (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). 
За целта беше създадена специална програма въз основа на алгоритъм, включващ 
следните три стъпки: премахване на шума (denoising), сегментация и измервания. За 
премахването на шума беше приложен билатерален филтър за заглаждане на образа, 
като същевременно се запазваха неговите краища. Клетъчните мембрани се премахваха 
като се използваха морфологични отвори с линейни структурни елементи, ориентирани 
в няколко посоки. След това с помощта на превключващ филтър („toggle filter“) беше 
премахнат остатъчния импулсен шум и беше повишен контраста на изображенията. В 
последния етап, изображенията бяха бинаризирани като се използваше глобална 
гранична стойност и малките компоненти се премахваха. На база на обработените 
изображения бяха изчислени следните три параметъра: 

• Средният брой на липидните субмикрометрични домени за клетка. За целта 
броят на обектите в изображението беше разделен на броя на клетките. Броят на 
клетките в дадено изображение беше определен ръчно. 

• Средната площ на липидните субмикрометрични домени. За целта общата площ 
на липидните субмикрометрични домени в изображението беше разделен на 
броя на обектите. 

• Средният интензитет на липидните субмикрометрични домени. За целта 
интензита на изображението беше разделен на площта му. 

 
Екстракция и количествено определяне на сфингомиелин и холестерол 

Конфлуентни клетки, култивирани в 60 mm петриеви панички, бяха използвани 
за екстракцията на сфингомиелин и на холестерол. Клетките се отделяха от дъното на 
културалните съдове с помощта на скрейпър в по 1 mL дейонизирана вода, преди да 
бъдат соникирани в продължение на 1 мин в ултразвукова вана. За разделянето на 
липидната от белтъчната фракции, беше използвана екстракция с хлороформ/метанол 
(2:1), последвана от центрофугиране за 15 мин при 3 000 rpm и стайна температура. 
Към органичната фаза беше добавен 0.05 M NaCl, след което се промиваше двукратно с 
0.36 M CaCl2/метанол (1:1). След разбъркване и центрофугиране (15 мин, 3 000 rpm, 
стайна температура), към органичната фаза беше прибавен Triton X-100 (1% разтвор в 
ацетон), след тя се изпаряваше под въздушен поток чрез SpeedVac™ SC100 система 
(Thermo Electron Corporation, Zellik, Belgium). Получените проби бяха разтворени в 
дейонизирана вода и бяха използвани за количественото определяне на сфингомиелин 
и на холестерол. 

За количествено определяне на съдържанието на сфингомиелин беше използван 
търговски кит Fluorometric Sphingomyelin Assay Kit (Abcam, Cambridge, UK) като бяха 
спазени инструкциите на производителя. На кратко, непосредствено преди началото на 
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експеримента се приготвяше работен разтвор на сфингомиелиназа, към който бяха 
прибавени стандартни разтвори на сфингомиелин (с концентрации от 0 до 30 μM) или 
реални проби. Пробите бяха инкубирани в продължение на 1-2 часа при 37°C на тъмно, 
след което към тях се прибавяше смес за анализ на сфингомиелин, състояща се от 
ензимна смес и флуоресцентния индикатор AbRed. Пробите се инкубираха в 
продължение на до 2 часа при 37°C на тъмно, като същевременно през определени 
времеви интервали (30 мин) беше отчитана флуоресценцията при дължина на вълната 
на възбуждане 540 nm и отчитане на флуоресценцията при дължина на вълната 590 nm. 
На база на получените резултати за стадартните разтвори на сфингомиелин беше 
построена стандартна крива, уравнението на която беше използвано за изчисляването 
на съдържанието на сфингомиелин в изследваните реални проби. 

За количественото определяне на съдържанието на холестерол беше използван 
търговски кит Amplex® Red Cholesterol Assay Kit (Invitrogen, Merelbeke, Belgium) като 
бяха спазени инструкциите на производителя. Непосредствено преди началото на 
експеримента се приготвяха работните разтвори на всички компоненти на кита. От 
стандартният разтвор на холестерол от кита се приготвяха серийни разреждания (с 
концентрации от 0 до 0.8 μg/mL), които бяха използвани за получаването на стандартна 
крива. В съответните ямки на 96-ямкова плака бяха поставени стандартни разтвори на 
холестерол или реални проби в по две повторения. Непосредсвено преди употреба се 
приготвяше и работен разтвор на Amplex® Red, състоящ се от 300 μM Amplex®, 2 U/mL 
пероксидаза от хрян (HRP), 2 U/mL холестерол оксидаза и 0.2 U/mL холестерол 
естераза. Реакцията се стартираше при добавянето на работния разтвор на Amplex® Red 
към анализираните проби и плаката се инкубираше в продължение на минимум 30 мин 
при 37°C на тъмно. Флуоресценцията на стандартните разтвори на холестерол и 
реалните проби беше отчетена при дължина на вълната на възбуждане 560 ± 10 nm и 
дължина на вълната на детекция 590 ± 10 nm. На база на получените резултати за 
стадартните разтвори на холестерол беше построена стандартна крива, уравнението на 
която беше използвано за изчисляването на съдържанието на холестерол в 
изследваните реални проби. 

Получените резултати за количественото съдържание на сфингомиелин и 
холестерол бяха нормализирани на база на белтъчното съдържание на пробите и 
резултатите са представени съответно като относително съдържание на сфингомиелин 
и на холестерол. 
 
Изолиране на белтъци и Western блот анализи 

Екстракцията на белтъците беше направена с лизисен буфер, състоящ се от 0.125 
M Tris-HCl, 20% (v/v) глицерол, 4% (w/v) натриев додецилсулфат (SDS), 0.2 M 
дитиотреитол (DTT), 1% (w/v) бромфенол блу, при редуциращи условия. Лизисният 
буфер беше темпериран при стайна температура, преди да бъде прибавен към 
културалните съдове, които бяха държани на лед. С помощта на скрейпър клетките 
бяха отделени от дъното и клетъчния лизат се прехвърляше в епендорфки, държани на 
лед. С цел денатурация на белтъците, клетъчните лизати бяха инкубирани в 
продължение на 5 мин в кипяща водна баня (100°C), след което бяха центрофугирани 
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за 15 мин при 13 200 rpm и 4°C. Получената супернатанта се отделяше и изолираните 
белтъчни проби се съхраняваха при -20°C преди да бъдат анализирани. 

Количеството белтък в пробите беше определено с Pierce 660nm Protein Assay 
(Thermo Fisher Scientific) като се използваше и Ionic Detergent Compatibility Reagent 
(IDCR) (Thermo Fisher Scientific) за подобряване съвместимостта на кита с детергенти 
(в случая SDS). Разтвори на телешки серумен албумин (0.25 – 4 μg/mL) бяха използвани 
за получаването на стандратна крива на база, на чието уравнение се изчисляваше 
количеството белтък в пробите. 

Белтъците бяха разделени посредством едномерна полиакриламидна 
електрофореза при денатуриращи условия (SDS-PAGE) като бяха използвани 
разделящи гелове с концентрация на акриламид/бисакриламид от 7.5% до 15%. 
Разтворът за разделящите гелове се състоеше от 7.5% до 15% акриламид/бисакриламид, 
0.375 M Tris/HCl pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% амониев персулфат (APS) и 0.1% TEMED, а 
този за концентриращия гел се състоеше от 4% акриламид/бисакриламид, 0.125 M 
Tris/HCl pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% APS и 0.1% TEMED. Електродният буфер се състоеше 
от 25 mM Tris, 192 mM глицин и 0.1% SDS (система на Laemmli; [173]). 
Електрофоретичните условия бяха напрежение от 120 V, сила на тока 500 mA и 
продължителност на електрофоретичното разделяне от 1.5 часа. Алтернативно, 
електрофоретично разделяне беше проведено и при напрежение от 200 V и 
продължителност от 1 час, при същата сила на тока. 

В зависимост от относителното съдържание на белтъците, които бяха 
детектирани чрез Western блот анализ, на гела бяха нанасяни между 20 и 35 μg общо 
количество белтък. Желаната концентрация на пробите се получаваше при разреждане 
на пробата с Laemmli буфер (1х), при краен обем на пробата от 25 μL, нанасяна в 
съответния старт на електрофоретичния гел. 

След провеждането на едномерната полиакриламидна електрофореза, се 
пристъпваше към пренос на белтъците върху поливинилиден флуоридна (PVDF) 
мембрана посредством т.нар. „мокър пренос“ чрез система на Bio-Rad (Mini-
PROTEAN® електрофорезна система с Mini Trans-Blot модул; Bio-Rad). Използваният 
трансферен буфер, състоящ се от 25 mM Tris, pH 8.3, 192 mM глицин и 20% метанол, 
предварително се охлаждаше и се използваше студен. Трансферната касета се 
сглобяваше съгласно инструкциите на производителя и трансфера се осъществяваше в 
продължение на 15-16 часа при напрежение на тока 60 V, сила на тока 300 mA и 
температура 4°C при непрекъснато разбъркване на трансферния буфер. 

Преди пристъпването към същинския Western блот анализ беше направена 
визуализация на преноса чрез оцветяване с Rouge Ponceau. След визуализацията на 
преноса се пристъпваше към блокиране на мембраната с 5% обезмаслено сухо мляко в 
буфер TBST (0.1% Tween-20 добавен към буфер TBS, pH 7.6 (25 mM Trizma base, 4.33 
mM KCl, 140 mM NaCl)) в продължение на 1-2 часа при стайна температура. След 
блокирането се осъществяваше оцветяването с първото антитяло (титър 1:1000), 
разредено в блокиращ буфер, за през нощта при 4°C. В зависимост от използваното 
антитяло и препоръките на неговия производител, антитялото се разреждаше до 
желания титър в 5% обезмаслено сухо мляко или в 5% телешки серумен албумин 
(BSA), добавени към буфер TBST. На следващият ден мембраната се промиваше 
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трикратно за по 10 мин с TBST и се инкубираше със съответното второ антитяло 
(конюгирано с пероксидаза от хрян (HRP); титър 1:5000), разтворено в блокиращ 
буфер, в продължение на 1-1.5 часа при стайна температура. След инкубацията 
мембраната отново се промиваше трикратно за по 10 мин с TBST и се инкубираше със 
субстратен разтвор BM Chemiluminescence Blotting Substrate (POD) (Roche) директно по 
време на сканирането. Детекцията беше осъществена чрез система Image Quant LAS 
4000 mini system (GE Healthcare) като бяха направени два типа сканиране: 
Chemiluminescence (за визуализация на антителата) и Digitalization (за визуализация на 
белтъчния маркер). 

 
Таблица 2. Използвани антитела при провеждането на Western блот анализите. 

Антитяло Каталожен номер и 
производител Блокиране Титър 

Първи антитела 
Phospho-EGFR (Tyr1173), rabbit 
polyclonal 

#44794; Invitrogen Сухо мляко 1:1000 

EGFR, rabbit monoclonal #4267; Cell Signaling Сухо мляко 1:1000 
Phospho-p38 (Thr180/Tyr182), rabbit 
polyclonal 

#9211; Cell Signaling Сухо мляко 1:1000 

p38 MAPK, rabbit polyclonal #9212; Cell Signaling Сухо мляко 1:1000 
Phospho-Akt (Ser473), rabbit 
polyclonal 

#9271; Cell Signaling BSA 1:1000 

Akt, rabbit polyclonal #9272; Cell Signaling BSA 1:1000 
Phospho-ERK 1/2 (Thr202/Tyr204), 
mouse monoclonal 

#9106; Cell Signaling Сухо мляко 1:1000 

ERK 1/2, rabbit polyclonal #9102; Cell Signaling BSA 1:1000 
p16INK4a, rabbit monoclonal #LS-B8693; LifeSpan 

BioScience 
BSA 1:1000 

RPL-13a, rabbit polyclonal #2765; Cell Signaling Сухо мляко 1:1000 
Втори антитела 
Anti-rabbit HRP #7074; Cell Signaling Сухо мляко 1:5000 
Anti-mouse HRP #7076; Cell Signaling Сухо мляко 1:5000 
 
Екстракция на РНК и количествен RT-qPCR 

Тотална РНК беше изолирана чрез търговски кит за изолиране на РНК High Pure 
RNA isolation kit (Roche, Basel, Switzerland) като бяха спазени инструкциите на 
производителя. Непосредствено преди изолирането се приготвяше разтвор на DNase I, 
който се използваше за лизирането на ДНК в пробите. Петритата с кератиноцити се 
посттавяха върху лед и се прибавяше лизисен буфер (4.5 M гуанидин-HCl, 50 mM Tris-
HCl, 30% Triton X-100 (w/v), pH 6.6; компонент от кита) и с помощта на скрейпър 
клетките се отделяха от дъното на петрито. Полученият клетъчен лизат се прехвърляше 
в епендорфка, вортексираше се и се центрофугираше за няколко секунди. Лизатът се 
нанасяше върху колонка за изолиране на РНК (съдържаща се в кита), която беше 
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центрофугирана за 1 мин при 16 000 rcf. Колонката се прехвърляше в нова епендорфка 
и към нея се добавяше предварително приготвения разтвор на DNase I. Следваше 
инкубация при стайна температура в продължение на 15 мин, след което колонката за 
изолиране на РНК се промиваше с първия буфер за промиване (5 M гуанидин-HCl, 
20mM Tris-HCl, pH 6.6; компонент на кита) като за целта беше центрофугирана за 30 
сек при 16 000 rcf. Следваше двукратно промиване с втория буфер за промиване (20 
mM NaCl, 2 mM Tris-HCl, pH 7.5; компонент на кита), първо за 30 сек, а след това за 1 
мин, като колонката беше центрофугирана при 16 000 rcf. След промиването, 
колонката, към която бе свързана изолираната тотална РНК, се поставяше в чиста 
епендорфка и РНК беше елуира с буфера за елуиране (изключително чиста (PCR grade ) 
вода; компонент на кита) чрез центрофугиране за 1 мин при 16 000 rcf. Епендорфката, 
съдържаща елуираната тотална РНК, се поставяше върху лед преди да бъде определена 
концентрацията на изолираната РНК чрез NanoDrop™ спектофотометър (Thermo Fisher 
Scientific). Преди провеждането на последващите анализи, изолираната тотална РНК се 
съхраняваше при -80°C. 

За обратната транскрипция на 1 μg тотална РНК беше използван търговски кит 
SuperScript II kit (Life Technologies, California, USA) като бяха спазени инструкциите на 
производителя. Накратко, за всяка една проба се приготвяше смес 1, състояща се от 1 
μL дезоксинуклеотиди (dNTPs), 1 μL oligo-dT и 1 μL вода (RNase free), която се 
прибавяше към изолираната тотална РНК (1 μg). Получената смес се нагряваше за 5 
мин при 65°C, след което се охлаждаше чрез поставяне върху лед и се центрофугираше 
за кратко. Същевременно се приготвяше смес 2, състояща се от 4 μL First Strand Buffer 
(5x), 2 μL 0.1 M DTT и 1 μL обратна транскриптаза, която се прибавяше към пробата. 
Получените реакционни смеси се инкубираха за 50 мин при 42°C, след което за 15 мин 
при 70° C и реакцията се спираше посредством охлаждане на пробата до 4°C. 
Получените кДНК бяха съхранявани при -20°C преди да бъдат анализирани. 

За анализът посредством количествен RT-qPCR, получената кДНК се 
разреждаше 25 пъти и реакцията на амплификация се осъществяваше чрез SYBR Green 
Mastermix (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Относителното съдържание на 
иРНК беше количествено определено на база на разликите в Ct [174] като беше 
използван 7300 real-time PCR апарат (Life Technologies) и нивата на експресия бяха 
нормализирани на база на гена RPLP0, кодиращ 60S рибозомалния белтък L10E. 
Секвенциите на използваните праймери за амплификацията на p16INK4a, кисела 
сфингомиелиназа (aSMase), неутрална сфингомиелиназа 1 (nSMase 1), сфингомиелин 
синтаза 2 (SMS2) и RPLP0 са представени в таблица 3. 

 
Таблица 3. Секвенции на използваните праймери при qRT-PCR. 

иРНК Forward primer Reverse primer 
p16INK4a 5`-GCCCAACGCGAATAGT-3` 5`-CGCTGCCCATCATCATGAC-3` 
aSMase 5`-GCCCAATCTGCAAAGGTCTATT-3` 5`-CCCACGCGAGCCACAT-3` 
nSMase1 5`-CAGGACTTCCAGTACCTGAGAGAGA-3` 5`-GGCCACTGCCAATGATTCC-3` 
SMS2 5`-CCTGTGCCTGGAATGCATTT-3` 5`-ATCAATCGTAGAATCCGTTGAACTT-3` 
RPLP0 5`-ATCAACGGGTACAAACGAGTC-3` 5`-CAGATGGATCAGCCAAGAAGG-3` 
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Статистически анализ на данните 
Всички експерименти във връзка с дисертационния труд са проведени в поне по 

три повторения, като при изследванията на нормални човешки кератиноцити, 
изолирани от кожни експланти, бяха използвани първични култури, изолирани от поне 
два различни донора. 

Резултатите са представени като средна стойност ± стандартно отклонение 
(mean ± SD), освен ако не е споменато друго. За сравняване на групите беше използван 
дисперсионен анализ (ANOVA) с Bonferroni post-hoc анализ. Статистическата 
значимост, представена на графиките, е както следва: NS (няма статистическа 
значимост), * (P<0.05), ** (P<0.01), *** (P<0.001). 
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РЕЗУЛТАТИ И ОБСЪЖДАНЕ 

Ефекти от третирането с ROCK инхибитора Y-27632 върху пролиферативния 
капацитет и активността на сенесценс-асоциираната бета галактозидаза при 
нормални и имортализирани човешки кератиноцити 

Y27632 (наименование по IUPAC: 4-[(1R)-1-aminoethyl]-N-pyridin-4-
ylcyclohexane-1-carboxamide) представлява селективен инхибитор на Rho-свързаните 
кинази (ROCK), за който е известно от научната литература, че повлиява 
пролиферацията и диференциацията на кератиноцити [175, 176], а също така може да 
доведе и до имортализация на нормални човешки кератиноцити, отглеждани в 
присъствието на подложка от имортализирани фибробласти [177]. Поради това, си 
поставихме за задача да установим дали ROCK киназния инхибитор Y27632 е способен 
да предизвика имортализация на нормални човешки кератиноцити, култивирани при 
автокринни условия и в отсъствието на подложка от имортализирани фибробласти. За 
целта, изолираните нормални човешки кератиноцити от възрастен донор (NAK) бяха 
отглеждани в присъствието или отсъствието на 10 µM Y27632 за продължителен 
период от време в условията на монослойна клетъчна култура. 
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Фигура 4. Удвояване на клетъчната популация при нормални човешки кератиноцити, 

отглеждани в отсъствието или присъствието на инхибитора Y27632. 
 

Нормалните човешки кератиноцити, отглеждани при стандартни условия, в 
отсъствието на ROCK инхибитора Y27632 достигаха до състояние на репликативен 
сенесценс около 50тия ден от началото на култивиране, като за това се съдеше по 
удължения интервал между две последователни пасажирания на културата (3-5 дни при 
ранните пасажи и над 10 дни при късните пасажи) (фигура 4). След провеждането на 
10тия пасаж на нормалните кератиноцити, отглеждани в отсъствието на инхибитора 
Y27632, в продължение на един месец културата не достигна до необходимата 
конфлуентност от 60-70%, за да бъде пасажирана, което доведе до извода, че 
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кератиноцитите са навлезли в състояние на постоянен, необратим арест в клетъчния си 
цикъл и са спрели да пролиферират. 

За разлика от контролните клетки, нормални кератиноцити, култивирани в 
присъствието на 10 µM Y27632 продължаваха да се делят и запазваха пролиферативния 
си потенциал в продължение на над 120 дни като монослойна клетъчна култура (фигура 
4). Същевременно интервалът между две последователни пасажирания на културата се 
запазваше в рамките на до 10 дни дори и при късните пасажи на културата. На база на 
тези наблюдения можем да заключим, че в присъствието на ROCK инхибитора Y27632 
нормални човешки кератиноцити са способни в значителна степен да запазят 
пролиферативния си капацитет, като това става независимо от използвания начин на 
култивиране (като ко-култура с подложка от инактивирани фибробласти или като 
монокултура, както е при настоящото изследване). 
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Фигура 5. Процентно съдържание на SAβGal позитивните клетки при нормални човешки 

кератиноцити, отглеждани в отсъствието или присъствието на инхибитора Y27632. 
 

Една от най-характерните биохимични особености на сенесцентните клетки е 
експресията на специфична сенесценс-асоциирана бета галактозидаза (SAβGal), която 
има максимална активност при стойности на pH над 6.0, което позволява и 
отдиференцирането на сенесцентните клетки от други клетки с повишено лизозомално 
съдържание. При нормалните кератиноцити прогресивно се наблюдаваше повишаване 
на броя на положителните за този биомаркер клетки, което показва увеличаване на броя 
на клетките, които са навлезли в състояние на репликативен сенесценс и са загубили 
пролиферативния си капацитет (фигура 5). От друга страна, при нормалните 
кератиноцити, отглеждани в присъствието на 10 μM Y27632 беше установен по-малък 
процент положителни за SAβGal клетки, като дори при късни пасажи на културата 
сенесцентните клетки представляваха под 20% от общия брой клетки в културата. 
Наблюдаваните при третираните с ROCK инхибитора Y27632 временни флуктуации на 
активността на SAβGal (т.е. повишаване на броя положителни клетки) е вероятно да се 
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дължат на кратковременно повишаване на броя на положителните за SaβGal клетки, 
които при последващото пасажиране на културата се загубват и/или намаляват като 
процентно съдържание поради запазването на  пролиферативен капацитет на 
останалите клетки в културата. Независимо от причината за тези временни флуктуации, 
по-голямата част от кератиноцитите в културата (над 80%) бяха негативни по 
отношение активността на SaβGal и следователно бяха със запазен пролиферативен 
капацитет. Това показва, че ROCK киназния инхибитор Y27632 е способен да 
подпомага преживяемостта на нормални човешки кератиноцити, отглеждани като 
монокултура без подложка от инактивирани фибробласти, и че клетките, третирани с 
него, навлизат по-късно в състояние на репликативен сенесценс. 
 

 
Фигура 6. Морфологични промени при нормални кератиноцити в хода на настъпване на 
репликативен сенесценс. (А) Контролни клетки. (Б) Клетки, третирани с 10 μM Y27632. 

 
При наблюдаване на морфологията на нормални и третирани с инхибитора 

Y27632 човешки кератиноцити с помощта на конфокална светлинна микроскопия беше 
установено, че при ранните пасажи морфологията на клетките и в двете култури е 
идентична, като клетките бяха с характерната за кератиноцити призматична форма, 
малки по размери и с относително хомогенна цитоплазма. При продължителното 
култивиране на нормалните, контролни кератиноцити (фигура 6А.) постепенно се 
наблюдаваше повишаване на броя на клетките, които проявяваха характерна за 
сенесцентни клетки морфология, включваща увеличаване на клетъчните размери, 
сферична форма, уголемяване и фрагментация на ядрото, като при последните пасажи 
на нормалните, нетретирани кератиноцити се оформяха единични колонии с 
относително голям брой клетки, които обаче не бяха способни да колонизират цялата 
повърхност на културалните съдове, а по-скоро запазваха размерите си постоянни за 
продължителен период от време (над 30 дни). Именно удължаването на интервала 
между две последователни пасажирания и невъзможността за достигане на желаната 
конфлуентност на монослоя бяха причина за прекратяването на култивирането на 
нормалните, нетретирани клетки при достигането на пасаж 10 (на 95тия ден от 
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началото на култивиране). За разлика от контролните клетки, кератиноцитите, 
третирани с 10 µM Y27632 запазваха пролиферативния си капацитет и продължаваха да 
се делят в продължение на над 120 дни в условията на клетъчна култура. И при 
третираните с инхибитора Y27632 кератиноцити беше установено навлизане на част от 
клетките в състояние на репликативен сенесценс, но броя на клетките, проявяващи 
морфологични черти, характерни за сенесцентните клетки, беше относително малък и 
тяхното присъствие в културата не повлияваше пролиферативния й капацитет като 
цяло (фигура 6B). 
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Фигура 7. Удвояване на клетъчната популация при имортализирани човешки кератиноцити, 

отглеждани в отсъствието или присъствието на инхибитора Y27632 
 
Когато аналогичен експеримент беше проведен с hTERT-имортализирани 

човешки кератиноцити, които са неспособни при стандартни условия на култивиране 
да навлязат в състояние на репликативен сенесценс, беше установено че третирането с 
ROCK киназния инхибитор Y27632 не води до промени в пролиферативния капацитет 
на клетките (фигура 7). И при двете условия на култивиране, в отсътвие или присъствие 
на инхибитора Y27632, интервала от време между две последователни пасажирания на 
културата се запазваше в рамките на 3-5 дни през целия период на култивиране на 
клетките. Имортализираните кератиноцити, запазващи пролиферативния си капацитет, 
бяха успешно поддържани в условията на клетъчна култура в продължение на над 100 
дни без да бъдат забелязани промени в клетъчния цикъл и скоростта на пролиферация. 
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Фигура 8. Процентно съдържание на SAβGal позитивните клетки при имортализирани човешки 

кератиноцити, отглеждани в отсъствието или присъствието на инхибитора Y27632. 
 
Беше осъществено и оцветяване за биомаркера SAβGal, като независимо от 

отсъствието или присъствието на инхибитора Y27632 процентното съдържание на 
положителните клетки беше под 1% почти през целия период на поддържане на 
hTERT-имортализираните кератиноцити в условията на клетъчна култура (фигура 8). 
Известно повишаване на процентното съдържание на SAβGal положителните клетки се 
наблюдаваше при ранните пасажи на културите (около 20тия ден в култура), което 
вероятно се дължеше на временно натрупване на по-голям брой сенесцентни клетки, 
които впоследствие изчезваха (или намаляваха значително) поради запазения 
пролиферативен капацитет на по-голямата част от кератиноцитите в културата. 
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Фигура 9. Морфологични промени при hTERT-имортализирани кератиноцити в хода на 

настъпване на репликативен сенесценс. (А) Контролни клетки. (Б) Клетки, третирани с 10 
μM Y27632. 

 
По отношение на морфологията на hTERT-имортализираните човешки 

кератиноцити не бяха установени макроскопични промени в структурата на клетките, 
като и при късните пасажи на културата кератиноцитите запазваха характерната си 
морфология и в културалните съдове при детайлно разглеждане можеше да бъдат 
забелязани само единични клетки с леко изменена морфология, наподобяваща 
наблюдаваната при ранните стадий на репликативния сенесценс при нормалните 
човешки кератиноцити (фигура 9). 

На база на проведените изследвания на влиянието на ROCK киназния инхибитор 
Y27632 върху пролиферативния капацитет на нормални и hTERT-имортализирани 
човешки кератиноцити може да се заключи, че използването на този инхибитор води до 
избягване на навлизането на нормалните клетки в състояние на репликативен 
сенесценс, докато при имортализирани кератиноцити инхибирането на ROCK киназите 
чрез Y27632 не води до промени в пролиферативния капацитет на клетките. По 
отношение на сенесцентния маркер SAβGal, при нормалните кератиноцити, третирани 
с 10 μM Y27632, процентното съдържание на положителните за този маркер клетки се 
запазваше под 20% за целия период на експеримента, докато при контролни, 
нетретирани кератиноцити, беше наблюдавано много по-бързо натрупване на SAβGal-
позитивни клетки, което корелираше с намаления пролиферативен капацитет на 
клетките. 
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Промени в структурата и състава на субмикрометричните липидни домени в 
плазмената мембрана на нормални човешки кератиноцити в хода на настъпване 
на репликативен сенесценс 

Изпълняването на бариерната функция на кожата изисква правилно поддържане 
на епидермалната хомеостаза, което включва пролиферация, миграция и 
диференциация на кератиноцитите, като подмяната на епидермалните клетки се забавя 
значително при възрастните индивиди [178, 179]. Възприемането на информация от 
заобикалящата среда и последващия адаптивен отговор на клетката се осъществява 
посредством плазменана мембрана на кератиноцитите, чрез активирането на сигнални 
рецептори или чрез адхезивни трансмембранни белтъци. Интересно е, че рецепторите и 
адхезивните белтъци се смята, че се локализират в специализирани области на 
мембраната, където някои от тях се обединяват в платформи, контролиращи 
проферацията, диференциацията и миграцията на клетките. Предполага се, че именно 
тези платформи в клетъчната мембрана са отговорни за проявата на анормални 
фенотипи при човешки кератиноцити и промяната на функциите на епидермалната 
бариера [180, 181]. Поради това, ние си поставихме за задача да установим дали в хода 
на настъпване на репликативен сенесценс не настъпват промени в липидните домени в 
плазмената мембрана на кератиноцитите и как това се отразява на функционалността на 
тези структури. 

Подходите, използващи флуоресценти проби като lysenin*, theta*, BODIPY-SM, 
за първи път са приложени успешно за визуализацията на субмикрометрични липидни 
домени в плазмената мембрана на еритроцити. Експерименталните процедури се 
основават или на включване в мембраната на екзогенни липидни аналози като 
BODIPY-SM [182, 183] или на анализ на ендогенния сфингомиелин или холестерол с 
помощта на нетоксични фрагменти на lysenin [184] или theta токсин [185], които са 
придобили флуоресценция при фузия с mCherry и се означават съответно като lysenin* 
и theta*. Първоначално разработените методологии за визуализация на липидните 
домени чрез флуоресценти маркери са създадени с помощта на еритроцитни мембрани, 
които за разлика от мембраната на кератиноцити, са гладки и лишени от нагъвания, и 
поради това са удобен модел за изучаването на мембранни домени. Впоследствие тези 
методики бяха адаптирани за кератиноцитни мембрани, при които фокусирането 
задължително трябва да бъде осъществено върху клетъчната мембрана, която е 
прикрепена към дъното на културалните съдове, тъй като в резултат на адхезията на 
клетката към дъното на съда се губят част от неравностите в мембраната. 

С цел определяне на функционалното значение на липидните субмикрометрични 
домени за процесите на клетъчно стареене, домените бяха визуализирани при нормални 
кератиноцити при нарастващо удвояване на клетъчната популация. Репликативен 
сенесценс беше предизвикван в кератиноцитната култура посредством поддържането й 
като пролиферираща култура, като от изключелно значение беше пасажирането да се 
осъществи преди достигането на конфлуентност на културата, за да се избегне 
необратимия арест и крайна диференциация на кератиноцитите, настъпващи при 
достигането на конфлуентност [167]. 
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Фигура 10. Визуализация на богатите на сфингомиелин субмикрометрични липидни 

домени в клетъчната мембрана на нормални човешки кератиноцити. 
 
За визуализацията на богатите на сфингомиелин домени в плазмената мембрана 

беше използване маркиране на ендогенния сфингомиелин с lysenin* и включване на 
екзогенен BODIPY-SM в мембраната (фигура 10). При ранни пасажи на културата (P4) 
беше установен значителен брой на домените, в които чрез lysenin* се визуализираше 
ендогенния сфингомиелин, а също така и значителен брой области в мембраната, към 
които се привличаше екзогенния аналог на сфингомиелина BODIPY-SM. Но при 
маркирането на сенесцентни нормални кератиноцити (P10) броят на домените, 
визуализирани с lysenin*, беше значително по-малък от наблюдавания при ранни 
пасажи на културата. Интересното в случая е, че плазмената мембрана и по-точно 
специфични области в нея, запазваха способността си да привличат екзогенния 
сфингомиелин тъй като запазваха способността си да привличат BODIPY-SM. В 
допълнителни експерименти беше установено, че привличането на екзогенен 
сфингомиелин към тези липидни домени е чувствително към отстраняването на 
холестерола от мембраната, като беше установено, че отстраняването на холестерола 
посредством третиране с метил-β-циклодекстрин (MβCD) води до значителна загуба на 
домени, привличащи BODIPY-SM. 

Друго интересно наблюдение беше, че при късните пасажи на културата, 
клетките запазващи маркирането на ендогенен сфингомиелин с lysenin*, са онези с 
относително добре запазена морфология, т.е. пролифериращите кератиноцити останали 
в културата, докато клетките, показващи характерните за сенесценса морфологични 
черти, губеха богатите си на сфингомиелин домени, но запазваха способността си да 
привличат екзогенен BODIPY-SM. 

52 
 



 

 
Фигура 11. Визуализация на богатите на холестерол субмикрометрични липидни домени 

в клетъчната мембрана на нормални човешки кератиноцити. 
 
При визуализацията на богатите на холестерол субмикрометрични домени за 

маркиране на ендогенния холестерол беше използан theta*, като същевременно беше 
осъществено и маркиране с BODIPY-SM, за да се установи до каква степен се 
припокриват тези два типа липидни домени в мембраната на нормални човешки 
кератиноцити (фигура 11). За разлика от ендогенния сфингомиелин, ендогенния 
холестерол в мембраната се запазваше, като клетките, както от ранните (P4), така и от 
късните (P10) пасажи на културата запазваха в значителна степен богатите на 
холестерол субмикрометрични домени. Дори и при клетки с характерната за 
сенесцентни клетки морфология се запазваха богатите на холестерол домени, като 
значителна част от тях също така се ко-локализираха с домените, привличащи 
екзогенния BODIPY-SM. Последното наблюдение допълнително потвърждава 
хипотезата ни, че привличането на екзогенен сфингомиелин (в случая аналога BODIPY-
SM) към специфични области в плазмената мембрана се обуславя от присъствието и 
количеството на холестерола в мембраната. Запазването на богатите на холестерол 
субмикрометрични домени при нормални кератиноцити в хода на настъпване на 
репликативен сенесценс също така предполага, че тези домени не са свързани с 
настъпващите морфологични и биохимични изменения в клетката, за разлика от 
богатите на сфингомиелин домени, които значително намаляват при нормални 
кератиноцити в хода на настъпване на репликативен сенесценс. 
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Фигура 12. Брой и интензитет на богатите на сфингомиелин субмикрометрични домени в 

плазмената мембрана на нормални човешки кератиноцити. 
 
Посредством специална обработка на получените изображения за визуализация 

на богатите на сфингомиелин домени, чрез маркиране на ендогенния сфингомиелин с 
lysenin*, беше получена информация за относителния брой, интензитета и площта на 
тези липидни домени (фигура 12). По отношение на броя на домените (фигура 12А), в 
хода на настъпване на репликативен сенесценс при нормални кератиноцити беше 
установена загуба на домени, като същевременно намаляваше и интензитета на 
богатите на сфингомиелин субмикрометрични домени (фигура 12B). Интересно е, че 
относителната площ на тези домени не се променяше в хода на настъпване на 
репликативен сенесценс (фигура 12C). Необходими са допълнителни експерименти, 
които да установят причините за запазването на площта на богатите на сфингомиелин 
домени, независимо от установената загуба на подобен тип липидни рафтове (на база 
на намаления им брой и интензитет). 
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Фигура 13. Относителни нива на сфингомиелин (А) и холестерол (В) при нормални 

човешки кератиноцити в хода на настъпване на репликативен сенесценс. 
 
С цел да се определи количественото съдържание на тоталния сфингомиелин и 

холестерол в мембраната беше осъществена екстракция на тоталното количество 
липиди, последвано от анализ на съдържанието на сфингомиелин и на холестерол чрез 
валидирани търговски китове. По отношение съдържанието на сфингомиелин се 
установи намаляване на съдържанието на сфингомиелин с напредването на културата, 
като премахването на холестерола от мембраната посредством третиране с MβCD не 
водеше до значителни изменения в количеството сфингомиелин (фигура 13А). Когато 
беше анализирано количественото съдържание на холестерол при нормални 
кератиноцити в хода на настъпване на репликативен сенесценс не бяха установени 
значителни разлики между ранните (P3) и късните (P12) пасажи на културата, като 
относителното съдържание на холестерол се запазваше (фигура 13B). Дори при 
извличането на холестерола от мембраната, посредством третиране с MβCD, не бяха 
наблюдавани разлики в относителното му съдържание при клетките от различни 
пасажи. 

 
 

Фигура 14. Нива на експресия (иРНК) на кисела сфингомиелиназа (aSMase) (A), 
неутрална сфингомиелиназа 1 (nSMase1) (B) и сфингомиелин синтаза 2 (SMS2) (C) при 

нормални човешки кератиноцити в хода на настъпване на репликативен сенесценс. 
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Установеното намаляване на съдържанието на сфингомиелин в хода на 
настъпване на репликативен сенесценс при нормални човешки кератиноцити ни наведе 
на мисълта, че тази промяна може да се дължи или на намален синтез, или на повишено 
разграждане на този сфинголипид, или да е резултат и от двата процеса. Поради това 
беше осъществен количествен анализ на нивата на експресия на три ключови белтъка, 
свързани със синтеза и разграждането на сфингомиелин. 

Първият изследван белтък беше киселата сфингомиелиназа (EC:3.1.4.12) 
(aSMase), катализираща хидролизата на сфингомиелина до церамид и фосфохолин. 
Този ензим представлява гликопротеин, който в клетката се локализира основно в 
лизозомите, но може и да се релокализира на повърхността на клетката при излагане на 
клетката на действието на различни стресори [186], като механизма на това изнасяне на 
aSMase остава неизяснен. Освен че действа при вътреклетъчното разграждане на 
сфингомиелин в лизозомите, aSMase изпълнява определени функции на клетъчната 
повърхност, включително и в реорганизацията на мембранните микродомени [187]. 
При нормалните човешки кератиноцити, при настъпването на репликативен сенесценс, 
се наблюдаваше повишаване на нивата на експресия на aSMase (фигура 14А), което 
индикира повишено разграждане на сфингомиелина, но същевременно може да води и 
до реорганизация на липидните домени в плазмената мембрана. 

Вторият анализиран ензим беше неутрална сфингомиелиназа 1 (EC:3.1.4.12) 
(nSMase1), която също катализира разграждането на сфингомиелина до церамид и 
фосфохолин, но се различава по pH оптимума си от aSMase и по зависимостта си от 
магнезиеви йони за своята активност. Точната биологична роля на nSMase1 не е добре 
изяснена, но е известно че този ензим е свързан главно с отговора на клетката към 
различни стресори и последваща сигнална трансдукция [188, 189]. При анализа на 
нивата на експресия беше установено, че за разлика от aSMase, нивата на иРНК за 
nSMase1 се запазваха относително постояни при човешки кератиноцити, в хода на 
настъпване на репликативен сенесценс (фигура 14B). 

Третият белтък, чиято експресия беше анализирана, е сфингомиелин синтаза 2 
(EC:2.7.8.27) (SMS2), която катализира получаването на сфингомиелин от церамид и 
фосфатидилхолин, като в тази реакция се получава и ДАГ. Този ензим в клетката е 
локализиран преобладаващо в плазмената мембрана [190] и участва главно в 
регулацията на хомеостазата на различни сигнални липиди и последващата сигнална 
трансдукция в клетката [191]. При настоящите експерименти, свързани със стареенето 
на нормални човешки кератиноцити, беше установено намаляване на нивата на 
експресия на SMS2 в хода на възникване на репликативен сенесценс (фигура 14C).  

На база на получените резултати за експресията на тези три ключови ензими, 
свързани с метаболизма на сфингомиелин в клетката, може да бъде хипотезирано, че 
установеното намаляване на броя и на интензитета на богатите на сфингомиелин 
домени е възможно да се дължи както на усилено разграждане под действието на 
aSMase, така и да е резултат от намален синтез на сфингомиелин (поради намалената 
експресия на SMS2), или да е обусловено от цялостно изменяне на хомеостазата на 
сфингомиелин в клетъчната мембрана. Поради свързаните с ремоделиране на 
мембраната ефекти на aSMase е възможно наблюдаваното запазване на относителната 
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площ на богатите на сфингомиелин субмикрометрични домени да се дължи на 
повишените нива на експресия на този ензим. 

Необходими са допълнителни експерименти, които да изяснят как 
наблюдаваните промени в експресията на ключови ензими, свързани със синтеза и 
разграждането на сфингомиелин, корелират с наблюдаваните изменения в броя и 
интензитета на богатите на сфингомиелин субмикрометрични липидни домени в 
плазмената мембрана на нормални човешки кератиноцити в хода на настъпване на 
репликативен сенесценс. 

 
Фигура 15. Нива на експресия на сенесцентния маркер p16INK4a при нормални човешки 

кератиноцити в хода на настъпване на репликативен сенесценс. 
 
С цел да бъде допълнително потвърдено, че изследваните нормални човешки 

кератиноцити от късни пасажи (P8 и P13) наистина се навлезли в състояние на 
необратим арест в клетъчния цикъл и съответно репликативен сенесценс, посредством 
Western блот анализ и RT-qPCR бяха определени нивата на експресия на белтъка 
p16INK4a, който действа като инхибитор на циклин-зависимите кинази и е често 
използван сенесцентен биомаркер [192]. Нивата на експресия на p16INK4a, както на ниво 
белтъчно съдържание (фигура 15А), така и на ниво иРНК (фигура 15B) се повишаваха 
при навлизането на нормалните човешки кератиноцити в състояние на репликативен 
сенесценс, което допълнително потвърждава, че кератиноцитните култури от късен 
пасаж наистина се намираха в състояние на необратим арест в клетъчния цикъл. 

На база на проведената анализи на структурата и състава на 
субмикрометричните липидни домени в мембраната на нормални човешки 
кератиноцити в хода на настъпвнате на репликативен сенесценс може да се заключи, че 
промените в липидния състав засягат количеството сфингомиелин и домените, които са 
обогатени с този липиден компонент на мембраната. Липсата на изменение както на 
количеството холестерол, така и в броя на обогатените на холестерол 
субмикрометрични домени в плазмената мембрана предполага, че функционалната 
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роля на тези домени при нормални кератиноцити не е свързана с настъпването на 
репликативен сенесценс, но това не изключва възможността тези домени да се 
променят при настъпването на други форми на клетъчно стареене. 

Промени в структурата и състава на субмикрометричните липидни домени в 
плазмената мембрана на нормални човешки кератиноцити, третирани с 
инхибитора Y27632, в хода на настъпване на репликативен сенесценс 

С цел да бъде установено дали предотвратяването на клетъчното стареене 
посредством ROCK киназния инхибитор Y27632 подпомага и запазването на 
структурата и състава на богатите на сфингомиелин субмикрометрични домени в 
плазмената мембрана на кератиноцитите, беше проведена визуализация на тези 
липидни структури с помощта на lysenin* и BODIPY-SM (фигура 16). 

Нормални човешки кератиноцити, отглеждани в присъствието на 10 μM Y27632 
бяха маркирани с lysenin* (за ендогенния сфингомиелин) и BODIPY-SM (за екзогенния 
сфингомиелин) като беше използвана същата методология, използвана при 
визуализацията на субмикрометрични липидни домени при нормални, нетретирани 
кератиноцити. Визуализация на богатите на холестерол субмикрометрични домени не 
беше осъществена, поради получените резултати при нормални, нетретирани 
кератиноцити (фигура 11), при които тези домени се запазваха в хода на индукция на 
репликативен сенесценс. 

При ранните пасажи (P4) на третираните с ROCK инхибитора Y27632 нормални 
кератиноцити се установиха значителен брой домени в плазмената мембрана, които се 
маркираха за ендогенен сфингомиелин (чрез lysenin*) и привличаха екзогенния 
сфингомиелин (BODIPY-SM), като голяма част от тези домени също така се и 
припокриваха (фигура 16, първа колона). При по-късните пасажи на културата (P10 и 
P12) се наблюдаваше намаляване на броя на домените в мембраната, привличащи 
екзогенния сфингомиелин (BODIPY-SM), а също така и на домените, които се 
маркираха за ендогенен сфингомиелин чрез lysenin* (фигура 16, втора и трета 
колона). Същевременно се наблюдаваше и значително припокриване между 
маркираните с lysenin* и с BODIPY-SM субмикрометрични липидни домени. 

Когато визуализация беше проведена с клетки от много късен пасаж (P16) се 
наблюдаваха както липидни домени, които се маркираза с lysenin*, а също така и 
домени, които привличаха екзогенния BODIPY-SM (фигура 16, последна колона). 
Подобно на по-ранните пасажи на третираните с ROCK инхибитора Y27632, 
маркираните с lysenin* и BODIPY-SM субмикрометрични липидни домени отново 
показваха значителна степен на припокриване. 
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Фигура 16. Визуализация на богатите на сфингомиелин субмикрометрични липидни 

домени в плазмената мембрана на нормални кератиноцити, третирани с 10 µM Y27632. 
 
Третирането на нормални човешки кератиноцити с инхибитора на ROCK 

киназите Y27632 водеше до запазване на богатите на сфингомиелин субмикрометрични 
домени в плазмената мембрана на кератиноцитите, визуализиращи се с помощта на 
lysenin* (фигура 16, Lysenin*), като същевременно се запазваше и способността на 
определени домени в мембраната за привличане на екзогенен BODIPY-SM (фигура 16, 
BODIPY-SM).. Значителната степен на припокриване между липидните домени (фигура 
16, Merge)., маркиращи се с lysenin* и с BODIPY-SM, предполага запазване на 
функционалността на плазмената мембрана на нормални човешки кератиноцити в 
резултат на третиране с ROCK киназния инхибитор Y27632. 

Третирането на нормални човешки кератиноцити с ROCK инхибитора Y27632 
води не само до запазване на пролиферативния потенциал на клетка и до избягване на 
настъпването на репликативен сенесценс, но същевременно подпомага и запазването на 
богатите на сфингомиелин субмикрометрични липидни домени в плазмената мембрана. 
Запазването на тези структури в плазмената мембрана вероятно е свързано и със 
запазване на способността за сигнална трансдукция през тях, но тази хипотеза е 
необходимо да бъде изследвана допълнително. 
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Фигура 17. Относителни нива на сфингомиелин (А) и на холестерол (B) при нормални 

човешки кератиноцити, третирани с инхибитора Y27632. 
 
Допълнително беше проведен количествен анализ на съдържанието на 

сфингомиелин и на холестерол при нормални човешки кератиноцити, третирани с 
инхибитора Y27632. По отношение на съдържанието на сфингомиелин не беше 
установена статистически значима разлика между клетките от ранни пасажи (P3) и тези 
от късни пасажи (P12) на културата (фигура 17A), което предполага че третирането на 
нормални човешки кератиноцити с инхибитора Y27632 подпомага запазването на 
количеството сфингомиелин в клетката. По отношение на съдържанието на холестерол 
също не беше установена разлика между клетките от ранни (P3) и късни пасажи (P12) 
(фигура 17B), като дори и при извличане на холестерола от мембраната посредством 
третиране с MβCD не беше установена разлика в съдържанието на холестерол. 

На база на получените резултати за състава и структурата на липидните домени 
при нормални кератиноцити, третирани с ROCK киназния инхибитор Y27632, може да 
се направи извода, че третирането на кератиноцитите с Y27632 не само предотвратява 
настъпването на репликативен сенесценс, но също така запазва струкурата и състава на 
богатите на сфингомиелин субмикрометрични липидни домени в плазмената мембрана 
на клетките. 
 

Промени в структурата и състава на субмикрометричните липидни домени в 
плазмената мембрана на hTERT-имортализирани човешки кератиноцити 

С цел да бъде установено дали при hTERT-имортализирани човешки 
кератиноцити настъпват промени в богатите на сфингомиелин субмикрометрични 
липидни домени при продължително култивиране на клетките, беше осъществена 
визуализация на тези домени с lysenin* (ендогенен сфингомиелин) и BODIPY-SM 
(екзогенен сфингомиелин). 

B A 
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Фигура 18. Визуализация на богатите на сфингомиелин субмикрометрични липидни 

домени в плазмената мембрана на hTERT-имортализирани кератиноцити. 
 

При анализирането на ендогенния сфингомиелин чрез визуализация с lysenin* 
беше установено, че при hTERT-имортализираните кератиноцити както от ранни (P4), 
така и от късни пасажи (P40) се запазваха богатите на сфингомиелин 
субмикрометрични липидни домени (фигура 18, Lysenin*). Същевременно специфични 
области запазваха способността си да привличат екзогенния BODIPY-SM както при 
ранни пасажи (P4), така и при късни пасажи (P40) на културата (фигура 18, BODIPY-
SM). Значителна част от наблюдаваните субмикрометрични липидни домени също така 
се припокриваха (фигура 18, Merge), което предполага запазване на функционалността 
на плазмената мембрана при hTERT-имортализираните човешки кератиноцити. 

На база на тези резултати може да се заключи, че при hTERT-имортализираните 
човешки кератиноцити, неподатливи към настъпването на репликативен сенесценс, не 
се наблюдават изменения в структурата, броя и интензитета на богатите на 
сфингомиелин субмикрометрични липидни домени (на база на маркирането с lysenin*), 
като се запазва и способността на мембраната да привлича екзогенен BODIPY-SM. 
Наблюдаваните различия между нормални, нетретирани кератиноцити и hTERT-
имортализирани кератиноцити предполагат, че наблюдаваните промени вероятно се 
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дължат на настъпването на репликативен сенесценс при нормалните клетки и е 
възможно тези изменения да са както причина, така и следствие от клетъчното 
стареене. 
 

 
Фигура 19. Относителни нива на сфингомиелин (А) и на холестерол (B) при hTERT-

имортализирани човешки кератиноцити. 
 
За потвърждаване на резултатите от визуализацията на субмикрометричните 

липидни домени беше определено относителното количество на сфингомиелин и 
холестерол при hTERT-имортализирани кератиноцити от ранни и късни пасажи. По 
отношение съдържанието на сфингомиелин не беше установена статистически значима 
разлика между клетките от ранни (P4) и късни (P40) пасажи на културата, като 
екстракцията на холестерол чрез третиране с MβCD не доведе до промяна в 
относителното съдържание на сфингомиелин (фигура 19A). При количественият анализ 
на съдържанието на холестерол също не беше установена статистически значима 
разлика между hTERT-имортализирани кератиноцити от различни пасажи, както при 
контролни клетки, така и при екстракция на холестерола чрез третиране с MβCD 
(фигура 19B). 

На база на данните за структурата и състава на богатите на сфингомиелин 
субмикрометрични домени в плазмената мембрана на hTERT-имортализираните 
кератиноцити може да заключим, че при продължително поддържане на клетките в 
условията на пролиферираща култура не настъпват промени в структурата на богатите 
на сфингомиелин домени, като същевременно се запазва и относителното съдържание 
на сфингомиелин и на холестерол на клетките. Наблюдаваните различия в структурата 
и състава на богатите на сфингомиелин домени между нормални и hTERT-
имортализирани човешки кератиноцити, предполагат, че дефекта в сенесцентната 
програма (т.е. експресията на p16INK4a) при имортализираните клетки подпомага 
запазването на структурата и състава на липидните домени в плазмената мембрана, но 
са необходими допълнителни експерименти, които да изяснят точните механизми за 
това. 

Наблюдаваното запазване на богатите на сфингомиелин липидни домени при 
hTERT-имортализирани човешки кератиноцити при продължително поддържане на 
културата в пролиферативно състояние не изключва възможността да настъпват 
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промени в други мембранни структури, включително и такива с преобладаващо 
липидна природа, които обаче не бяха обект на изследване при настоящата 
дисертационна работа. 
 

Western блот анализи 
За да бъде установено дали и как промените в субмикрометричните липидни 

домени в хода на настъпване на репликативен сенесценс при нормални човешки 
кератиноцити повлияват основни сигнални пътища в клетката беше проведен Western 
блот анализ на ключови компоненти на сигнални пътища, за които е известно от 
научната литература, че се повлияват от структурата и състава на клетъчната мембрана 
и/или участват в основните сигнални пътища в клетката, активиращи се от компоненти 
в плазмената мембрана. 

 
Фигура 20. Western блот анализ на EGFR и p38 MAPK при нормални човешки 

кератиноцити в хода на настъпване на репликативен сенесценс. 
Легенда: 1,4,7,10 – контролни, нетретирани клетки; 2,5,8,11 – клетки, третирани с MβCD (7.5 mM); 
3,6,9,12 – клетки, третирани с EGF (10 ng/mL). 

 
Рецепторът на епидермалния растежен фактор (EGFR) представлява рецепторна 

тирозин киназа, сигнализацията през която стимулира клетъчния растеж, оцеляване и 
миграция. Различната локализация на белтъка, включително и в плазмената мембрана, 
води до модулирането на множество сигнални пътища, включително и на p38 MAPK 
сигналния път [193]. p38 MAPK е член на семейството на митоген-активираните 
серин/треонин протеин кинази (MAPK) и също е ключов регулаторен белтък в 
клетката, участващ в отговора на стресори и при възпалителните реакции, но също така 
действа и като регулатор на пролиферацията, диференциацията и оцеляването на 
определени клетъчни типове [194].  

Посредством Western блот анализ при нормални човешки кератиноцити в хода 
на настъпване на репликативен сенесценс беше установено понижаване на нивата както 
на активната (фосфорилирана) форма на EGFR, така и на общото количество EGFR в 
клетката (фигура 20). Съгласно литературните данни, рецептора EGFR се асоциира с 
богатите на холестерол субмикрометрични липидни домени, поради което 

Phospho-EGFR 

EGFR 

Phospho-p38 MAPK 

p38 MAPK 

1     2   3  4    5   6   7   8  9  10  11  12  
P3 P5 P8 P9 
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количеството на ензима и неговата активност бяха определени и при третиране с MβCD 
(фигура 20, стартове 2,5,8,11), като отново беше установена както загуба на активната 
форма на EGFR, така и на общото количество на белтъка в клетката. Количеството и 
активността на EGFR бяха определени и при стимулиране на рецептора с неговия 
лиганд EGF (10 ng/mL), като при настъпването на репликативен сенесценс (P8 и P9) 
отново беше наблюдавано намалено количество на активната форма на тази рецепторна 
тирозин киназа, а също така и силно понижаване на общото количество на ензима 
(фигура 20, стартове 3,6,9,12). Обобщено резултатите за активността и количеството 
на EGFR показват, че при нормални човешки кератиноцити при настъпването на 
репликативен сенесценс се наблюдава както загуба на активността на тази рецепторна 
тирозин киназа, така и на общото й количеството, независимо от запазването на 
богатите на холестерол субмикрометрични домени в плазмената мембрана на клетката, 
към които е известно от литературата, че се асоциира. 

При анализа на активността и количеството на p38 MAPK посредством Western 
блот анализ беше установено, че в хода на настъпване на репликативен сенесценс 
количеството на активната (фосфорилирана) форма на тази серин/треонин киназа 
намалява, но дори и при човешки кератиноцити от късни пасажи (P8 и P9) 
количеството на активната форма беше достатъчно високо и тя беше успешно 
детектирана чрез Western блот (фигура 20). По отношение на общото количество на p38 
MAPK беше установено незначително намаляване на относителното съдържание на 
този белтък в хода на настъпване на репликативен сенесценс. При екстракция на 
холестерола от мембраната чрез третиране с MβCD се наблюдаваше повишаване на 
нивата на активната форма на p38 MAPK, но не и на общото количество на ензима 
(фигура 20, стартове 2,5,8,11), което предполага активация на този сигнален път при 
промени в структурата на клетъчната мембрана. Точният механизъм, отговорен за 
повишаването на активността на p38 MAPK при извличане на холестерола от 
мембраната, е неизяснен и неговото идентифициране изисква провеждането на 
допълнителни експерименти. При стимулация на кератиноцитите с епидермалния 
растежен фактор (10 ng/mL) не беше наблюдавана промяна както по отношение на 
активната форма, така и в общото количество на p38 MAPK (фигура 20, стартове 
3,6,9,12). В обобщение, в хода на настъпване на репликативен сенесценс при нормални 
човешки кератиноцити се наблюдаваше намаляване на активността на p38 MAPK, но 
дори и при сенесцентни клетки успешно бе детектирана активната форма на ензима, 
макар и в изключително ниски нива. Същевременно в хода на настъпване на сенесценс 
беше установено и незначително снижаване на обшото количество на тази протеин 
киназа. 

Ако резултатите за EGFR и p38 MAPK бъдат разгледани съвместно може да се 
заключи, че при настъпването на репликативен сенесценс се загубва активността и на 
двата ензима, като при сенесцентни кератиноцити на практика не се детектираше 
активната форма на EGFR, освен при стимулиране на клетките със съответния лиганд 
(EGF), докато нивата на активната форма на p38 MAPK се запазваха относително 
високи, но е спорно доколко при запазената активност на тази протеин киназа е 
достатъчна за осъществяването на нормалните физиологични функции, свързани с този 
ензим. 
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Освен загуба на активност по отношение на EGFR беше установено намаляване 
на общото количество на тази тирозин киназа, което е възможно да се дължи както на 
намален синтез или на усилено разграждане на самия белтък, но са необходими 
допълнителни експерименти, които да установят точната причина. Общото количество 
на p38 MAPK също беше понижено, но намаляването на нивата на тази протеин киназа 
не беше статистически значимо. 
 

 
Фигура 21. Western блот анализ на EGFR и ERK1/2 при нормални човешки 

кератиноцити, третирани с ROCK киназния инхибитор Y27632. 
Легенда: 1,4,7 – контролни, нетретирани клетки; 2,5,8,11 – клетки, третирани с MβCD (7.5 mM); 3,6,9,12 
– клетки, третирани с EGF (10 ng/mL). 
 

Предвид загубата на експресия и на активност на EGFR, наблюдавани в хода на 
настъпване на сенесценс при нормални кератиноцити, нивата и активността на тази 
рецепторна тирозин киназа бяха изследвани и при нормални човешки кератиноцити, 
третирани с ROCK киназния инхибитор Y27632. При Western блот анализа на 
третирани с Y27632 нормални кератиноцити от възрастен индивид беше установено 
запазване в значителна степен на нивата на активната форма на EGFR (фигура 21), а 
също така и на тоталното количество на този белтък (данните не са представени). 
Същевременно при екстракцията на холестерола от мембраната чрез третиране с MβCD 
не се наблюдаваше статистическо значимо снижаване на нивата на активната форма на 
EGFR (фигура 21, стартове 2,5,8), а при стимулиране на рецептора с неговия лиганд 
EGF се наблюдаваше активация, като при късните пасажи на третираните с инхибитора 
Y27632 кератиноцити нивата на активната форма на EGFR (фигура 21, стартове 3,6,9) 
бяха съизмерими с наблюдаваните при ранни пасажи на нетретирани кератиноцити 
(фигура 20, стартове 3,6,9,12). Това наблюдение предполага, че функционалността на 
рецепторната тирозин кинази EGFR при третиране с ROCK инхибитора Y27632 (и 
съответно репресия на репликативния сенесценс) се запазва, което вероятно способства 
за запазването на пролиферативния капацитет на клетките. 

Освен EGFR бяха изследвани и активността и количеството на MAP киназата 
ERK 1/2, известна и като p44/p42 MAPK, която подобно на p38 MAPK играе важна роля 
в редица сигнално-трансдукционни пътища в клетката. ERK1 и ERK2 представляват 
силно консервативни серин/треонин кинази, част от Ras-Raf-MEK-ERK сигналната 
каскада, която участва в регулацията на разнообразни процеси в клетката, включително 
в клетъчната адхезия, прогресията на клетъчния цикъл, клетъчната миграция, 
оцеляване, диференциация, метаболизъм и транскрипция [195]. Поради високата степен 
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на хомоложност между двата ензима (84% идентична белтъчна секвенция) и 
припокриването на биологичните им функции [196], нивата на активност и 
количеството на тези MAPK кинази бяха определени с помощта на антитела, които 
разпознават и двете изоформи. При третирани с ROCK инхибитора Y27632 нормални 
кератиноцити бяха установени сходни нива на експресия на активната форма на 
ERK1/2 при клетки от ранни (P3) и късни (P8) пасажи (фигура 21), като отстраняването 
на холестерола от мембраната чрез третиране с MβCD не водеше до промяна в нивата 
на активната форма и в общото количество на тези два киназни ензима (фигура 21, 
стартове 2,5,8). При третиране на клетките с EGF се наблюдаваше минимално, но 
статистически незначимо, повижаване на нивата на активната форма на ERK1/2, но не 
и на общото количество на ензима (фигура 21, стартове 3,6,9). На база на тези 
резултати може да се заключи, че третирането на нормални човешки кератиноцити с 
ROCK инхибитора Y27632 не води до промяна в активността и нивата на ERK1/2, 
което предполага запазване и на предаването на сигнала през този сигнално-
трансдукционен път. 

На база на тези изследвания може да се заключи, че в хода на настъпване на 
клетъчен сенесценс настъпват промени не само в организацията на плазмената 
мембрана, но и при сигнализацията, опосредствана от специфични домени в нея. При 
третирането на нормалните човешки кератиноцити с ROCK киназния инхибитор 
Y27632 се наблюдава запазване както на активността, така и на количеството на някои 
от регулаторните белтъци, асоцииращи се с плазмената мембрана или участващи в 
сигнални каскади, които се медиират от мембранни компоненти. Поради относително 
малкият набор от сигнални белтъци, които са били анализирани при реализирането на 
настоящата дисертация, за да бъдат по-детайлно изяснени последствията както от 
клетъчното стареене, така и от възпрепятстването на този процес чрез специфични 
химични агенти, е необходимо провеждането на по-мащабни изследвания, които да 
комбинират класически подходи за изучаване на сигналната трансдукция в клетката с 
достиженията на –омикс технологиите. 

 
Фигура 22. Western блот анализ на p16INK4a при нормални човешки кератиноцити, 

третирани с ROCK киназния инхибитор Y27632, и hTERT-имортализирани човешки 
кератиноцити. 

 
С цел да се потвърди, че наистина третирането на нормални човешки 

кератиноцити с ROCK киназния инхибитор Y27632 води до избягване на клетъчното 
стареене, бяха анализирани нивата на експресия на сенесцентия маркер p16INK4a при 
нормални клетки, третирани с този инхибитор (фигура 22). Както се и очакваше не 
беше наблюдавано повишаване на експресията на този сенесцентен маркер при 
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продължителното култивиране на клетките, като дори при късните пасажи експресията 
на белтъка се запазваше относително постоянна и сравнима с нивата при ранни пасажи 
на културата. При hTERT-имортализираните кератиноцити, които са неспособни да 
навлязат в състояние на клетъчен сенесценс, не беше установена експресия на p16INK4a, 
което съответства и на информацията в научната литература. 

На база на последните анализи може да се заключи, че третирането с инхибитора 
Y27632 води до запазване на нивата на екпресия на инхибитора на циклин-зависимите 
кинази p16INK4a при продължително култивиране на клетките, което е в съответствие с 
наблюдаваното избягване на клетъчното стареене. 
 

Ефекти на кверцитина и дихидрокверцитина върху пролиферацията и 
морфологията на нормални човешки кератиноцити 

За голям брой биологично активни молекули има данни в научната литература, 
че са способни да повлияват различни регулаторни и сигнални пътища в клетката, 
които имат отношение към процесите на клетъчна смърт и клетъчно стареене [197]. 
Значителна част от тези молекули спадат към групата на природните флавоноиди, 
голяма част от които се определят и като антиоксиданти. Кверцитинът и 
дихидрокверцитинът представляват два структурно-свързани представители на класа 
на флавоноидите, като за кверцитина е известно, че може да повлиява редица 
вътреклетъчни процеси, включително и някои процеси на програмирана клетъчна 
смърт [198]. Наличната информация относно биологичните ефекти на 
дихидрокверцитина е силно ограничена и се свежда основно до ефектите му върху 
сърдечно-съдовата система при моделни организми и при човека [199]. Поради тези 
причини ние си поставихме за цел да установим ефектите от третиране с тези два 
антиоксиданта върху преживяемостта и морфологията на нормални човешки 
кератиноцити от възрастен индивид с идеята тези съединения да бъдат приложени и 
при експерименти, включващи модулиране на клетъчното стареене. 
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Фигура 23. Клетъчна преживяемост (MTT тест) на нормални човешки кератиноцити, 
третирани с нарастваща концентрация на кверцитин (Q) в продължение на 24 часа. 

 
При третирането на нормални човешки кератиноцити с кверцитин (фигура 23) 

беше установено известно намаляване на клетъчната преживяемост, като най-силен 
инхибиторен ефект беше установен при концентрация 10 μM, но дори и при нея 
преживяемостта на културата беше над 50% при продължителност на третирането от 24 
часа. Най-слабо изразен инхибиторен ефект беше установен при третиране на клетките 
с 5 μM кверцитин, като при това третиране преживяемостта на клетките е близка до 
установената за контролни, нетретирани кератиноцити. С цел индукция на апоптоза, 
нормални човешки кератиноцити бяха третирани със стауроспорин, който представлява 
неселективен инхибитор на протеин киназите и е добре известен от литературата 
индуктор на ПКС [200]. При третирането на клетките със стауроспорин беше 
установено понижаване на клетъчната преживямост, като е интересно наблюдението, 
че третирането на кератиноцити с 10 μM кверцитин водеше до по-силен инхибиторен 
ефект от третиране със 5 μM стауроспорин при продължителност на третирането от 24 
часа. При по-продължително третиране на клетките със стауроспорин беше установено 
засилване на инхибиторния ефект, което водеше до значително намаляване на 
преживяемостта на културата. 
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Фигура 24. Клетъчна преживяемост на нормални човешки кератиноцити, третирани с 

нарастваща концентрация на кверцитин (Q), при различна продължителност на 
третирането (24 и 48 часа). 

 
При увеличаването на продължителността на третирането до 48 часа, при ниски 

концентрации на кверцитина (съответно 5 μM и 10 μM) беше наблюдаван по-силно 
изразен инхибиторен ефект в сравнение с третирането с продължителност 24 часа 
(фигура 24). Изненадващо, при по-високи концентрации (съответно 25 μM и 100μM) 
беше установена по-висока преживяемост на нормалните кератиноцити при по-
продължително третиране, докато при третиране на клетките с 50 μM кверцитин не 
беше установена разлика в преживяемостта при различните периоди на третиране. 
Наблюдаваното повишаване на клетъчната преживяемост при третиране с високи 
концентрации на кверцитин (25 μM и 100 μM) може да се дължи на селекция в резултат 
на третирането на клетки с по-висок пролиферативен потенциал, като същевременно 
кверцитина води до загуба на клетките с по-нисък пролиферативен потенциал, като 
тези различия в пролиферативния потенциал могат да бъдат обяснени с хетерогенната 
природа на изолираните първични кератиноцитни култури, използвани при 
реализирането на дисертацията. 
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Фигура 25. Клетъчна преживяемост (MTT тест) на нормални човешки кератиноцити, 

третирани с нарастваща концентрация на дихидрокверцитин (DHQ) в продължение на 24 
часа. 

 
Беше проведен и аналогичен експеримент, при който нормални човешки 

кератиноцити от възрастен индивид бяха третирани с нарастващи концентрации на 
дихидрокверцитин (фигура 25). При третиране на клетките в продължение на 24 часа, 
най-силен инхибиторен ефект беше установен при концентрация 100 μM 
дихидрокверцитин, докато най-слабо изразен беше инхибиторния ефект върху 
клетъчната преживяемост при концентрация 5 μM. В изследваната концентрационна 
област също така беше установена и дозова зависимост, като при нарастването на 
концентрацията на дихидрокверцитин се засилваше и инхибиторния ефект върху 
клетъчната преживяемост, но дори и при най-високата използвана концентрация (100 
μM) клетъчната преживяемост е над 50% от тази на контролните, нетретирани клетки. 
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Фигура 26. Клетъчна преживяемост на нормални човешки кератиноцити, третирани с 

нарастваща концентрация на дихидрокверцитин (DHQ), при различна продължителност 
на третирането (24 и 48 часа). 

 
При увеличаване на продължителността на третирането от 24 на 48 часа, беше 

установено засилване на инхибиторния ефект при всички тествани концентрации на 
дихидрокверцитина, като най-силно изразен инхибиторен ефект при по-
продължителното третиране беше наблюдаван при 10 μM дихидрокверцитин, а най-
слабо изразен антипролиферативен ефект беше установен при 25 μM 
дихидрокверцитин (фигура 26). При по-продължителното третиране на нормални 
кератиноцити с дихидрокверцитин се губеше и концентрационната зависимост, 
проявяваща се при третиране в продължение на 24 часа. Вероятна причина за това е 
отново хетерогенната природа на използваните първични кератиноцитни култури. 

С цел да се установи на какво се дължат наблюдаваните различия по отношение 
преживеямостта на нормални човешки кератиноцити третирани с едни и същи 
концентрации на кверцитин и дихидрокверцитин, но при различна продължителност на 
третирането беше проведен анализ на клетъчната морфология посредством светлинна 
микроскопия. Целта на този анализ беше да се установят на макроскопично ниво 
промените в клетъчната морфология и да се предположи какъв е подлежащия 
механизъм за подтискане на клетъчната преживяемост. 
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Фигура 27. Ефекти на кверцитин и дихидрокверцитин върху морфологията на нормални 

човешки кератиноцити, третирани в продължение на 48 часа. 
 

Когато беше анализирана клетъчната морфология при третиране в продължение 
на 48 часа с 5 μM кверцитин, за който бе установено, че проявява най-слаб 
инхибиторен ефект (фигура 24), беше установено, че третираните кератиноцити до 
голяма степен запазват морфологията си, като незначителна част от клетките се 
окръгляха и отлепяха от дъното на културалния съд, което предполага индукция на 
апоптотичен тип клетъчна смърт при тези клетки (фигура 27). При третирането със 100 
μM кверцитин, за който беше установен по-силен инхибиторен ефект (фигура 24), по-
голямата част от клетките се окръгляха и отлепяха от дъното на културалните съдове 
(индикиращо индукция на апоптотична клетъчна смърт), като същевременно клетките, 
оставащи прикрепени към дъното на съда, увеличаваха значително размерите си и 
изменяха морфологията си, като загубваха и характерната за кератиноцити 
призматична форма (фигура 27). Наблюдаваните промени в клетъчната морфология 
обаче не съответстват на настъпващите при третиране с неселективния протеин киназен 
инхибитор стауроспорин, които са характерни за индукция на класическия път на 
апоптоза. На база на това наблюдение може да се заключи, че третирането на нормални 
кератиноцити с кверцитин води до понижаване на клетъчната преживяемост и промени 
в клетъчната морфология, нехарактерни за класическия апоптотичен път на ПКС. 

При третирането на клетките с 10 μM дихидрокверцитин, който проявяваше най-
силен инхибиторен ефект при продължителност на третирането от 48 часа (фигура 26), 
също беше наблюдавано окръгляне и отлепяне на част от клетките от дъното на 
културалните съдове (индикиращо индукция на апоптотичен тип клетъчна смърт), а 
останалите прикрепени към дъното на съда клетки изменяха морфологията си, подобно 
на клетките третирани с 100 μM кверцитин. При третирането на нормални 
кератиноцити с най-високата използвана концентрация на дихидрокверцитин (100 μM) 
морфологичните изменения бяха още по-силно изразени, като само малък процент от 
общото количество клетки оставаха прикрепени към дъното на съда. При третиране с 
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100 μM дихидрокверцитин по-голямата част от клетките бяха със сферична форма и 
незакрепени за дъното на културалните съдове, което индикира индукция на по-скоро 
апоптотичен клетъчен тип. Подобно на третирането с кверцитин, третирането на 
нормални човешки кератиноцити с дихидрокверцитин също водеше до нехарактерни за 
апоптозата морфологични изменения. 

Третирането на нормални човешки кератиноцити с кверцитин и 
дихидрокверцитин води както до понижаване на клетъчната преживяемост, така и до 
значителни изменения в клетъчната морфология, които обаче не съответстват на 
наблюдаваните при индукция на класическия апоптотичен път посредством 
неселективния киназен инхибитор стауроспорин. Поради разнообразието по отношение 
на пътищата, водещи до клетъчна смърт и частичното припокриване между отделни 
регулаторни пътища [14], е необходимо провеждането на допълнителни експерименти, 
които да изяснят молекулния механизъм водещ до наблюдаваните морфологични 
изменения. Провеждането на тези допълнителни експерименти изисква и задълбочено 
изследване на научната литература, свързана с механизмите на клетъчна смърт, и 
подбор на най-подходящия набор от биомаркери, който да позволи правилната 
интерпретация на резултатите. 
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Фигура 28. Клетъчна преживяемост (оцветяване с Crystal Violet) на нормални човешки 

кератиноцити, третирани с нарастващи концентрации на кверцитин (Q) и 
дихидрокверцитин (DHQ) в продължение на 24 часа. 

 
С цел да бъдат потвърдени резултатите за клетъчната преживяемост, получени 

посредтвом класическия MTT тест, беше осъществено оцветяване на нормалните 
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кератиноцити, третирати с кверцитин и дихидрокверцитин, с Crystal Violet (фигура 28), 
като този метод представлява алтернативен метод за определяне на клетъчната 
преживяемост. При проведените изследвания беше установено минимално снижаване 
на клетъчната преживяемост (под 20% намаление при всички използвани третирания), 
като резултатите не корелираха с получените чрез класическия MTT тест (фигура 23 и 
фигура 25). 

 

 
Фигура 29. Оцветяване на контролни клетки (А) и клетки, третирани с 5 μM кверцитин 

(B) с Crystal Violet (0.5% в 20% метанол). 
 
В опит да се обясни това несъответствие на резултатите от двата теста за 

клетъчна преживяемост, клетки, оцветени с Crystal Violet бяха наблюдавани чрез 
светлинна микроскопия (фигура 29). Беше установено, че багрилото е способно да 
навлиза не само в „живите клетки“, но също така и в клетъчни фрагменти и други 
артефакти от „мъртвите клетки“, които оставаха прикрепени към дъното на съда 
независимо от трикратното промиване преди оцветяването на клетките с Crystal Violet , 
което има за цел именно елиминирането на мъртвите клетки, присъстващи в клетъчната 
култура. Този недостатък на използваната методология я направи неприложима при 
използваната моделна система, тъй като при това оцветяване бяха детектирани не само 
останалите живи клетки, но също така и клетъчни фрагменти и артефакти от мъртвите 
клетки. Именно този важен недостатък прави оцветяването с Crystal Violet 
неподходяща алтернатива на MTT теста при определянето на клетъчната преживяемост 
на нормални кератиноцити при третиране с антиоксидантни съединения, но метода е 
подходящ за изследвания, целящи изследване на промените в клетъчната морфология. 
 

Ефекти на кверцитина и дихидрокверцитина върху генерирането на свободни 
радикали (ROS) при нормални човешки кератиноцити 

Наблюдаваните изменения в клетъчната морфология, дължащи се на 
третирането на нормални човешки кератиноцити с кверцитин и дихидрокверцитин, е 
възможно да се дължат на промени в редокс-статуса на клетката и генерирането на 
свободни кислородни радикали (ROS). С цел да се установят ефектите от третирането 
върху нивата на свободни кислородни радикали, беше използвано оцветяване на 
клетките с дихлорофлуоресцеин диацетат (DCFDA). DCFDA представлява 
нефлуоресцентна молекула, способна да преминава безпрепятствено през плазмената 
мембрана и да се превръща в клетката в дихлорофлуоресцеин (DCF), който е силно 

A B 
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флуоресцентен. Превръщането на DCFDA в DCF става под действието на 
митохондриални ензими, които присъстват и са активни единствено при живи клетки, 
така че получените данни за нива на ROS се отнасят само за живите клетки, 
присъстващи в културата. 
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Фигура 30. Ефекти третирането с кверцитин и дихидрокверцитин върху генерирането на 

свободни кислородни радикали при нормални човешки кератиноцити. 
Легенда: Q - кверцитин, DHQ – дихидрокверцитин, H2O2 – водороден пероксид. 
 

При третирането на нормални кератиноцити с нарастващи концентрации на 
кверцитин и дихидрокверцитин беше установено повишаване на нивата на свободни 
радикали, на база на повишената флуоресценция дължаща се на DCF, но това 
повишаване на ROS беше значително по-слабо изразено от наблюдаваното при 
третиране на кератиноцитите с 5% водороден пероксид (фигура 30). Използваната 
относително висока концентрация на водороден пероксид доведе до многократно 
повишаване на нивата на ROS, които бяха над 6 пъти по-високи от установените при 
контролни, нетретирани клетки. Подобно нива на свободни радикали в клетката водят 
до индукция на остър оксидативен стрес, необратимо увреждане на клетката и 
индукция на клетъчна смърт. При нито една от използваните концентрации на 
кверцитин и на дихидрокверцитин не беше установено подобно рязко повишаване на 
нивата на свободни радикали, индикиращо проявата на про-оксидантно действие от 
страна на тези два флавоноида. Ниските стойности за флуоресценцията на DCF при 
третирани със стауроспорин кератиноцити бяха резултат от индукцията на клетъчна 
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смърт под действие на този киназен инхибитор, а не бяха резултат от антиоксидантно 
действие на стауроспорина. Намаленият брой живи клетки при третиране със 
стауроспорин води до намаляване на нивата на съответните ензими и съответно много 
по-малка част от DCFDA се окисляваше до до флуоресцентния продукт DCF. 
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Фигура 31. Ефекти на третирането с кверцитин (Q) върху генерирането на свободни 

кислородни радикали при нормални човешки кератиноцити. 
 

Третирането на нормални кератиноцити с нарастващи концентрации на 
кверцитин водеше до повишаване на нивата на свободни радикали, но не беше 
установена концентрационна зависимост (фугура 31). Напротив, нивата на свободни 
радикали (на база на флуоресценцията на DCF) бяха по-високи при ниски 
концентрации и особено при концентрация 10 μM кверцитин, при която 
флуоресценцията бе над 2 пъти по-висока от установената при контролни, нетретирани 
кератиноцити. При същата концентрация на кверцитин беше установена и най-ниска 
преживяемост на клетките (фигура 23) и може да се хипотезира, че именно повишените 
нива на свободни радикали в клетката водят и до намаляване на клетъчната 
преживяемост, но са необходими допълнителни анализи които да потвърдят или оборят 
тази хипотеза. 

На база на резултатите за нивата на свободни радикали може също така да се 
хипотезира, че в зависимост от използваната концентрация, кверцитина може да 
действа както като антиоксидант, така и като про-оксидант, като при настоящите 
експерименти използването на концентрация от 10 μM водеше до проявата на про-
оксидативни ефекти, като същевременно нито една от останалите използвани 
концентрации не водеше до значителен антиоксидантен ефект. 
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Фигура 32. Ефекти на третирането с кверцитин върху генерирането на свободни 

кислородни радикали при нормални човешки кератиноцити. 
 
При третирането на нормални човешки кератиноцити с дихидрокверцитин, беше 

наблюдавано повишаване на нивата на свободни радикали при ниски концентрации (5-
25 μM) (фигура 32), като при 5 μM и 10 μM беше установен и по-силен инихибиторен 
ефект по отношение на клетъчната преживяемост (фигура 25). При високи 
концентрации (50 μM и 100 μM) се наблюдаваше намаляване на нивата на ROS, като 
стойностите бяха по-ниски от установените при контролни, нетретирани клетки. Това 
снижаване на нивата на свободни радикали би могло да е резултат от намалената 
клетъчна преживяемост (фигура 25 и фугура 26), но не е изключено да бъде и резултат 
от антиоксидантното действие на дихидрокверцитина в тази концентрационна област. 
За изясняването на точната причина водеща до снижаване на нивата на ROS при 
третиране на нормални кератиноцити с дихидрокверцитин, е необходимо провеждането 
на допълнителни експерименти, при които нивата на свободни радикали да бъдат 
определени с помощта на алтернативен биомаркер. 

 
Дълго време в научната литературата съществуваше догма, че дадена молекула 

може да действа или само като оксидант или само като антиоксидант, но в последните 
години се натрупват все повече данни, че редица съединения могат да проявяват както 
антиоксидантни, така и про-оксидантни свойства [201, 202] като точния ефект на 
дадена молекула се определя както от нейната концентрация, така и от структурата й. 
При настоящите експерименти бяха използвани два структурно сходни флавоноида от 
растителен произход, които обаче проявяват различни ефекти върху генерирането на 
свободни радикали при нормални човешки кератиноцити. Докато в използваната 
концентрационна област (5 – 100 μM) кверцитина проявява по-скоро про-оксидантно 
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действие, то в същия концентрационен диапазон дихидрокверцитина проявява както 
про-оксиданти ефекти (при концентрация между 5 и 25 μM), но при по-висока 
концентрация (50 μM и 100 μM) тази молекула привидно проявява антиоксидантно 
действие. Намалените нива на свободни радикали при третиране с високи 
концентрации на дихидрокверцитин обаче не е изключено да се дължат и на 
понижаване на клетъчната преживяемост и следователно намален капацитет на 
клетъчната култура за окисление на DCFDA до флуоресцентния продукт DCF. 

Невъзможността за правилно корелиране на данните за клетъчната 
преживяемост и за генерирането на свободни радикали поради липсата на надежден 
референтен маркер (общото количество белтък не беше подходящо при настоящия 
експеримент) налага провеждането на допълнителни анализи, при които да бъдат 
използвани алтернативни маркери за оксидативен стрес, включително определяне 
нивата на определени представители на ейкозаноидите (по-специално на семейството 
на простагландините) и на активността на антиоксидантни и окислителни ензими в 
клетката. За съжаление дори използването на алтернативни биомаркери за оценка на 
редокс-статуса на клетката не би могло недвусмислено да покаже какъв е точния 
механизъм на действие на дихидрокверцитина (а също така и на кверцитина) при 
нормални човешки кератиноцити, изолирани от възрастни индивиди. Изясняването на 
точните механизми на повлияване на кверцитина и особено на дихидрокверцитина 
изисква мащабни изследвания, при които класическите подходи за изучаване на 
сигнално-трансдукционните пътища в клетката трябва да бъдат съчетани със 
съвременните –омикс технологии. 
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ИЗВОДИ 
 

• Третирането на нормални човешки кератиноцити от възрастен индивид с 
инхибитора на ROCK киназите Y27632 води до запазване на пролиферативния 
капацитет на клетките и избягване на индукцията на репликативен сенесценс, 
възникващ при продължителното култивиране на нормални кератиноцити в 
отсъствието на инхибитора. Третирането с инхибитора Y27632 води и до 
запазване на нормалната клетъчна морфология. 

• Третирането на hTERT-имортализирани кератиноцити с ROCK киназния 
инхибитор Y27632 не води до промени в пролиферативния капацитет на 
клетката и в клетъчната морфология. При hTERT-имортализираните човешки 
кератиноцити при продължително култивиране не настъпват промени в 
структурата и състава на богатите на сфингомиелин субмикрометрични липидни 
домени, независимо от присъствието или отсъствието на инхибитора Y27632 в 
културалната среда. 

• В хода на настъпване на репликативен сенесценс при нормални човешки 
кератиноцити се наблюдава намаляване на броя и интензитета на богатите на 
сфингомиелин субмикрометрични липидни домени, като същевременно не се 
наблюдават промени в богатите на холестерол мембранни домени. 

• При репликативен сенесценс се наблюдава повишаване на нивата на експресия 
на киселата сфингомиелиназа (aSMase), докато тези на сфингомиелин синтаза 2 
(SMS2) се понижават, а експресията на неутрална сфингомиелиназа 1 (nSMase1) 
се запазва. Наблюдаваните промени в експресията на тези ензими вероятно са 
свъзани и със наблюдаваните промени в структурата и състава на обогатените на 
сфингомиелин субмикрометрични липидни домени в хода на настъпване на 
репликативен сенесценс. 

• Третирането на нормални човешки кератиноцити с ROCK инхибитора Y27632 
води до запазване на структурата и състава на богатите на сфингомиелин 
субмикрометрични липидни домени в плазмената мембрана. Запазването на 
количественото съдържание на сфингомиелин предполага и запазване на 
функционалността на богатите на сфингомиелин субмикрометрични липидни 
домени. 

• При нормални човешки кератиноцити в хода на настъпване на репликативен 
сенесценс се наблюдава загуба на активността и на количеството на 
рецепторната киназа EGFR, независимо от запазването на богатите на 
холестерол субмикрометрични липидни домени, с които белтъка се асоциира. 
При индукция на сенесценс се запазват нивата на активната форма и на 
тоталното количество на p38 MAPK, която играе ключова роля при стресовите 
отговори на клетката. 

• При третиране с ROCK инхибитора Y27632 се запазват нивата на активната 
форма и тоталното количество на рецепторната тирозин киназа EGFR, а също 
така и на серин/треонин киназата ERK1/2, която подобно на p38 MAPK играе 
роля в отговора на клетката на външни стимули. Запазването на нивата на тези 
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важни регулаторни ензими вследсвие репресия на репликативния сенесценс 
предполага и запазване на технитe функционални роли. 

• Третирането на нормални човешки кератиноцити с ROCK инхибитора Y27632 
води до запазване на нивата на инхибитора на циклин-зависимите кинази 
p16INK4a, което е индикативно за репресия на репликативния сенесценс. 

• Третирането на нормални човешки кератиноцити с кверцитин и 
дихидрокверцитин води до понижаване на клетъчната преживяемост и 
значителни морфологични изменения, несъответстващи на наблюдаваните при 
индукция на класическия апоптотичен път под действие на неспецифичния 
киназен инхибитор стауроспорин. Необходими са допълнителни експерименти, 
чрез които да бъде установен точния механизъм на повлияване. 

• Третирането на нормални човешки кератиноцити с кверцитин води до 
повишаване на нивата на свободни радикали в клетката, което е индикативно за 
про-оксидантно действие на кверцитина в концентрационния диапазон от 5 до 
100 μM.  

• Третирането на нормални човешки кератиноцити с ниски концентрации (5-25 
μM)  на дихидрокверцитин води до генерането на свободни радикали и проявата 
на про-оксидантни ефекти. Използването на по-високи концентрации на 
дихидрокверцитин (50 и 100 μM) води до снижаване на нивата на свободни 
радикали, като е възможно това да е резултат от проявата на антиоксидантно 
действие. 

• Необходимо е провеждането на допълнителни експерименти, които да изяснят 
точните механизми на действие на кверцитина и дихидрокверцитина при 
нормални човешки кератиноцити, преди да бъде възможно прилагането на тези 
два флавоноида при модулацията на процесите на клетъчна смърт и/или 
клетъчно стареене. 
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НАУЧНИ ПРИНОСИ 
 

• Беше установено за първи път, че в хода на настъпване на репликативен 
сенесценс настъпват промени в богатите на сфингомиелин субмикрометрични 
липидни домени в плазмената мембрана на нормални човешки кератиноцити, но 
не и в богатите на холестерол липидни рафтове. 
 

• За първи път беше установено, че третирането на нормални човешки 
кератиноцити в условията на монокултура с инхибитора на ROCK киназите 
Y27632 води до избягване на настъпването на репликативен сенесценс. 
 

• Третирането на нормални човешки кератиноцити с инхибитора на ROCK 
киназите Y27632 води до запазване както на структурата, така и на състава на 
субмикрометричните липидни домени в плазмената мембрана на нормални 
човешки кератиноцити. 
 

• Установено беше про-оксидантно и антиоксидантно действие на флавоноида 
дихидрокверцитин при нормални човешки кератиноцити от възрастен индивид, 
като точните молекулни механизми на действие на дихидрокверцитина е 
необходимо да бъдат по-детайлно проучени при тази моделна система. 
 

• Изолираните първични култури от нормални човешки кератиноцити обогатиха 
наличната клетъчна колекция на Лабораторията по клетъчна сигнализация към 
катедрата по Медицинска химия и биохимия на Медицинския факултет на МУ-
София. 
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