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Ðîëü ÌÀÐ-êèíàçû p38 â ðàçâèòèè ñòðåññ-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ ÷åëîâåêà

Ðàíåå ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ýíäîìåòðèàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà (ýÌÑÊ) â óñëîâèÿõ ñóáëå-
òàëüíîãî îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà, èíäóöèðîâàííîãî äåéñòâèåì Í2Î2, ïîäâåðãàþòñÿ ïðåæäåâðåìåííîìó
ñòàðåíèþ ÷åðåç ñèãíàëüíûé ïóòü ÀÒÌ/Chk2/p53/p21/Rb. Ìû ïðîäåìîíñòðèðîâàëè âîâëå÷åííîñòü
ÌÀÐ-êèíàçû ð38 â ðàçâèòèå ñòðåññ-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ, èñïîëüçóÿ èíãèáèòîð SB203580
(SB). Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ñ öåëüþ ïîäòâåðæäåíèÿ ðîëè ð38 â ðàçâèòèè Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ
ýÌÑÊ èñïîëüçîâàëè äðóãîé èíãèáèòîð êèíàçíîé àêòèâíîñòè ð38, õàðàêòåðèçóþùèéñÿ áîëüøåé ñåëåê-
òèâíîñòüþ, — BIRB796 (BIRB). Îêàçàëîñü, ÷òî îáðàáîòêà Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûõ ýÌÑÊ èíãèáèòîðîì
BIRB ïðåäîòâðàùàëà óâåëè÷åíèå ðàçìåðà êëåòîê è óðîâíÿ ýíäîãåííî ãåíåðèðóåìûõ àêòèâíûõ ôîðì êèñ-
ëîðîäà è ïðèâîäèëà ê ÷àñòè÷íîìó âîññòàíîâëåíèþ ïðîëèôåðàöèè è ïîÿâëåíèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåë-
êà Rb. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû óáåäèòåëüíî äîêàçûâàþò ðîëü êèíàçû ð38 â Í2Î2-èíäóöèðîâàííîì ñòà-
ðåíèè ýÌÑÊ, à òàêæå ïîçâîëÿþò ðàññìàòðèâàòü èíãèáèðîâàíèå ð38 êàê ïåðñïåêòèâíûé ïîäõîä äëÿ
ïðåäîòâðàùåíèÿ åãî ðàçâèòèÿ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ýíäîìåòðèàëüíûå ñòâîëîâûå êëåòêè, îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ, ïðåæäåâðåìåí-
íîå ñòàðåíèå, ÌÀÐ-êèíàçà ð38.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÀÔÊ — àêòèâíûå ôîðìû êèñëîðîäà, ýÌÑÊ — ýíäîìåòðèàëüíûå ìå-
çåíõèìíûå ñòâîëîâûå êëåòêè ÷åëîâåêà, MAPKAPK-2 (èëè ÌK-2) — ïðîòåèíêèíàçà 2, àêòèâèðóåìàÿ
ÌÀÐ-êèíàçîé (MAP kinase-activated protein kinase 2), Rb — áåëîê ðåòèíîáëàñòîìû, SASP — àññîöèèðî-
âàííûé ñî ñòàðåíèåì ñåêðåòîðíûé ôåíîòèï (senescence associated secretory phenotype).

Ïåðâûå ýêñïåðèìåíòàëüíûå äîêàçàòåëüñòâà ðåïëèêà-
òèâíîãî ñòàðåíèÿ êëåòîê â êóëüòóðå áûëè ïîëó÷åíû Ë.
Õåéôëèêîì áîëåå ïîëóâåêà íàçàä (Hayflick, Moorhead,
1961). Ñ òåõ ïîð ïîíÿòèå êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ çíà÷èòåëü-
íî ðàñøèðèëîñü: íàðÿäó ñ ðåïëèêàòèâíîé ñòàëè âûäåëÿòü
îíêîãåí- è ñòðåññ-èíäóöèðîâàííûå ôîðìû. Ïîä êëåòî÷-
íûì ñòàðåíèåì âíå çàâèñèìîñòè îò ôîðìû ïðèíÿòî ïîíè-
ìàòü íåîáðàòèìóþ ïîòåðþ ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèà-
ëà ìåòàáîëè÷åñêè àêòèâíûõ êëåòîê, ñîïðîâîæäàþùóþñÿ
õàðàêòåðíûìè èçìåíåíèÿìè (Campisi, d’Adda di Fagagna,
2007). Ê òàêèì èçìåíåíèÿì â ïåðâóþ î÷åðåäü îòíîñÿòñÿ
ìîðôîëîãè÷åñêèå. Ñòàðåþùèå êëåòêè óâåëè÷åíû â ðàçìå-
ðàõ, èçáûòî÷íî âàêóîëèçèðîâàíû è óïëîùåíû. Äðóãèìè
òèïè÷íûìè ïðèçíàêàìè, ïðèñóùèìè ñòàðåþùèì êëåò-
êàì, ÿâëÿþòñÿ îñòàíîâêà êëåòî÷íîãî öèêëà (ïðåèìóùåñò-
âåííî â ôàçå G1), îòñóòñòâèå ðåïëèêàöèè ÄÍÊ, ýêñïðåñ-
ñèÿ àññîöèèðîâàííîé ñî ñòàðåíèåì b-ãàëàêòîçèäàçû
(SA-b-Gal), êîòîðàÿ îòðàæàåò óñèëåíèå áèîãåíåçà ëèçî-
ñîì (Dimri et al., 1995; Kurz, 2004; Campisi, d’Adda di Fa-
gagna, 2007). Íå ìåíåå âàæíûì ïðèçíàêîì êëåòî÷íîãî
ñòàðåíèÿ ÿâëÿåòñÿ ñåêðåöèÿ ñòàðåþùèìè êëåòêàìè ìíî-
æåñòâà ðàçëè÷íûõ ôàêòîðîâ, ÷òî ïðèíÿòî íàçûâàòü àññî-
öèèðîâàííûì ñî ñòàðåíèåì ñåêðåòîðíûì ôåíîòèïîì (se-
nescence associated secretory phenotype, SASP) (Coppe

et al., 2008; Kuilman, Peeper, 2009). Ôåíîìåí êëåòî÷íîãî
ñòàðåíèÿ ïðèîáðåòàåò îñîáîå çíà÷åíèå â êîíòåêñòå ìåçåí-
õèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê (ÌÑÊ), ïîñêîëüêó, ñ îäíîé
ñòîðîíû, îñòàíîâêà ïðîëèôåðàöèè ýòèõ êëåòîê ðàâíîñè-
ëüíà óòðàòå èõ ñïîñîáíîñòè ðåãåíåðèðîâàòü ïîâðåæäåí-
íûå òêàíè, à ñ äðóãîé — ñåêðåòèðóåìûå ñòàðåþùèìè
êëåòêàìè ôàêòîðû ìîãóò èíèöèèðîâàòü êàíöåðîãåíåç â
ñîñåäíèõ êëåòêàõ (Moiseeva et al., 2013), ÷òî ïîâûøàåò
ðèñê ðàçâèòèÿ ðàêà ïðè òðàíñïëàíòàöèè ÌÑÊ. Ñ ó÷åòîì
ýòèõ îáñòîÿòåëüñòâ ôóíäàìåíòàëüíûå èññëåäîâàíèÿ
ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ñòâîëîâûõ êëåòîê ÿâëÿþòñÿ
âåñüìà àêòóàëüíûì íàïðàâëåíèåì.

Ïðîáëåìà ðåãóëÿöèè êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ òåñíî ñâÿ-
çàíà c èññëåäîâàíèåì ðîëè ÌÀÐ-êèíàç, àêòèâíîñòü êîòî-
ðûõ ìîäóëèðóåòñÿ â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ êëåòîê (Maruyama
et al., 2009; Debacq-Chainiaux et al., 2010). Ïðè èçó÷åíèè
ñòðåññ-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ êëåòîê âíèìàíèå èñ-
ñëåäîâàòåëåé ñêîíöåíòðèðîâàíî íà ðåãóëÿòîðíîé ðîëè
ñòðåññ-êèíàç ÌÀÐ-êèíàçíîãî êàñêàäà, â ÷àñòíîñòè êèíà-
çû ð38 (Han, Sun, 2007; Maruyama et al., 2009; Passos et al.,
2010; Guo et al., 2013). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ â êëåòêàõ ìëå-
êîïèòàþùèõ èäåíòèôèöèðîâàíû ÷åòûðå èçîôîðìû ýòîé
êèíàçû — ð38a, ð38b, ð38g è ð38d, ïðè÷åì ð38a ÿâëÿåòñÿ
äîìèíèðóþùåé. Êèíàçà ð38 àêòèâèðóåòñÿ â îòâåò íà äåé-
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ñòâèå ðàçëè÷íûõ ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ, òàêèõ êàê òåïëî-
âîé è îñìîòè÷åñêèé øîê, ÓÔ- è g-îáëó÷åíèå, ãèïîêñèÿ,
îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ (Iwasa et al., 2003; Mezhir et al.,
2005; Zdanov et al., 2006). Èìåþùèåñÿ äàííûå î ðîëè ð38
â êëåòî÷íîì ñòàðåíèè äîñòàòî÷íî ïðîòèâîðå÷èâû. Íà-
ïðèìåð, âî ìíîãèõ òèïàõ îïóõîëåâûõ êëåòîê àêòèâàöèÿ
ð38 íå ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìûì è äîñòàòî÷íûì óñëîâèåì
ñòðåññ-èíäóöèðîâàííîãî ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ
(Haq et al., 2002; Lee et al., 2010). Íàïðîòèâ, ð38 èãðàåò
îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â ïðåæäåâðåìåííîì ñòàðåíèè ôèá-
ðîáëàñòîâ, êîòîðîå èíèöèèðóåòñÿ îâåðýêñïðåññèåé îíêî-
ãåíîâ, óêîðî÷åíèåì òåëîìåð, àêòèâàöèåé Ras—Raf-ñèãíà-
ëèíãà è îêèñëèòåëüíûì ñòðåññîì (Chen, Ames, 1994; Iwa-
sa et al., 2003; Han, Sun, 2007). Òàêèì îáðàçîì, âêëàä
êèíàçû ð38 â ðàçâèòèå ñòàðåíèÿ âî ìíîãîì çàâèñèò îò
êëåòî÷íîãî êîíòåêñòà è îò ïðèðîäû ñòðåññà.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ýíäîìåòðèàëüíûå ñòâîëîâûå
êëåòêè ÷åëîâåêà (ýÌÑÊ) â óñëîâèÿõ ñóáëåòàëüíîãî îêèñ-
ëèòåëüíîãî ñòðåññà ïîäâåðãàþòñÿ ïðåæäåâðåìåííîìó
ñòàðåíèþ ÷åðåç ñèãíàëüíûé ïóòü ÀÒÌ/Chk2/p53/p21/Rb
(Borodkina et al., 2014). Êðîìå òîãî, ìû âûÿâèëè Í2Î2-èí-
äóöèðîâàííóþ àêòèâàöèþ ð38 è ïðîäåìîíñòðèðîâàëè
ó÷àñòèå ýòîé êèíàçû â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ
ñ èñïîëüçîâàíèåì èíãèáèòîðà SB203580 (SB) (Borodkina
et al., 2014). Íåîáõîäèìî îòìåòèòü, ÷òî SB, òðàäèöèîííî
ïðèìåíÿåìûé äëÿ ïîäàâëåíèÿ àêòèâíîñòè ð38, îáëàäàåò
ðÿäîì ñóùåñòâåííûõ íåäîñòàòêîâ. Òàê, âñëåäñòâèå
òîêñè÷íîñòè ýòî ñîåäèíåíèå íåâîçìîæíî èñïîëüçîâàòü
äëÿ èññëåäîâàíèé in vivo (Force et al., 2004; Bagley et al.,
2010). Êðîìå òîãî, SB õàðàêòåðèçóåòñÿ äîñòàòî÷íî íèç-
êîé ñåëåêòèâíîñòüþ ïî îòíîøåíèþ ê êèíàçå c-Raf1 è
ñòðåññ-êèíàçå c-Jun (JNK) (Godl et al., 2003; Bain et al.,
2007), ÷òî ìîæåò â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè çàòðóäíÿòü èí-
òåðïðåòàöèþ ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ.

Â ñâÿçè ñ ýòèì â íàñòîÿùåé ðàáîòå èñïîëüçîâàëè âû-
ñîêîñåëåêòèâíûé èíãèáèòîð àêòèâíîñòè ð38 — BIRB796
(BIRB) — ñ öåëüþ ïîäòâåðæäåíèÿ ðîëè êèíàçû ð38 â ðàç-
âèòèè Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Ñ ò â î ë î â û å ê ë å ò ê è ý í ä î ì å ò ð è ÿ ÷ å ë î â å ê à
(ýÌÑÊ), ïîëó÷åííûå â Èíñòèòóòå öèòîëîãèè ÐÀÍ
(Ñàíêò-Ïåòåðáóðã; Çåìåëüêî è äð., 2011), êóëüòèâèðîâàëè
â ñðåäå DMEM/F12 (Gibco, ÑØÀ), ñîäåðæàùåé 10 % ýìá-
ðèîíàëüíîé ñûâîðîòêè (HyClone, ÑØÀ), 1 % ãåíòàìèöè-
íà è 1 % ãëóòàìàêñà, â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2 ïðè 37 °C âî
ôëàêîíàõ 25 èëè 75 ñì2. Äëÿ ýêñïåðèìåíòîâ êëåòêè ðàññå-
âàëè â ïëîòíîñòè 15 òûñ. êë./ñì2 íà ÷àøêè äèàìåòðîì
35 ìì; èñïîëüçîâàëè êëåòêè 6—9-ãî ïàññàæåé.

Î ê è ñ ë è ò å ë ü í û é ñ ò ð å ñ ñ ìîäåëèðîâàëè â êëåò-
êàõ äîáàâëåíèåì â áåññûâîðîòî÷íóþ ðîñòîâóþ ñðåäó
Í2Î2 (äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 200 ìêÌ), ðàñòâîð êîòî-
ðîé ãîòîâèëè èç 30%-íîé Í2Î2 íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä
èñïîëüçîâàíèåì. Îáðàáîòêó êëåòîê ïðîâîäèëè â òå÷åíèå
1 ÷ ïðè 37 °C â àòìîñôåðå 5 % ÑÎ2, ïîñëå ÷åãî êëåòêè
äâàæäû ïðîìûâàëè áåññûâîðîòî÷íîé ñðåäîé è äàëåå
êóëüòèâèðîâàëè â ñâåæåé ðîñòîâîé ñðåäå.

Î á ð à á î ò ê à ê ë å ò î ê è í ã è á è ò î ð î ì. Â ýêñïåðè-
ìåíòàõ èñïîëüçîâàëè èíãèáèòîð êèíàçû ð38 — BIRB796
(Axon Medchem, Íèäåðëàíäû). Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè
ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: êëåòêè ïîäâåðãàëè îêèñëèòåëüíîìó
ñòðåññó â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ, çàòåì ïåðåâîäèëè â ñâå-
æóþ ðîñòîâóþ ñðåäó, ñîäåðæàùóþ èíãèáèòîð BIRB796 â

êîíöåíòðàöèè 5 ìêÌ. Â ïðîöåññå äàëüíåéøåãî êóëüòèâè-
ðîâàíèÿ êëåòîê èíãèáèòîð äîáàâëÿëè åæåäíåâíî ïðè ñìå-
íå ñðåäû äëÿ ïîääåðæàíèÿ ïîñòîÿííîé êîíöåíòðàöèè.

Æ è ç í å ñ ï î ñ î á í î ñ ò ü ê ë å ò î ê ïîñëå îáðàáîòêè
èíãèáèòîðîì â ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèÿõ îöåíèâàëè ìå-
òîäîì ÌÒÒ, îñíîâàííûì íà ýíçèìàòè÷åñêîì ïðåâðàùå-
íèè ÌÒÒ (3-(4,5-äèìåòèëòèàçîë-2-èë)-2,5-äèôåíèë-2Í-
òåòðàçîëèóì áðîìèä) â ôîðìàçàí â æèâûõ êëåòêàõ. Ïîñëå
óäàëåíèÿ êóëüòóðàëüíîé ñðåäû ê êëåòêàì äîáàâëÿëè ðàñ-
òâîð ÌÒÒ (0.715 ìã/ìë) â ðîñòîâîé ñðåäå. ×åðåç 2 ÷ ðàñ-
òâîð çàìåíÿëè íà DMSO äëÿ ðàñòâîðåíèÿ îáðàçîâàâøèõ-
ñÿ êðèñòàëëîâ ôîðìàçàíà è èíêóáèðîâàëè êëåòêè â òå÷å-
íèå 15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå, ïîñëå ÷åãî
èçìåðÿëè àáñîðáöèþ ðàñòâîðà ïðè 570 íì íà ïðèáîðå Flu-
orofot «Charity» (Ðîññèÿ).

È ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Êëåòêè äâàæäû ïðîìûâàëè õî-
ëîäíûì PBS è ëèçèðîâàëè â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 50 ìÌ
Òðèñ-HCl, 150 ìÌ NaCl, 1 ìÌ ÝÄÒÀ, 1 ìÌ ÝÃÒÀ, 10 %
ãëèöåðèíà, 1 % Òðèòîíà Õ-100, 1 ìÌ Na3VO4, 1 ìÌ NaF,
0.5 ìÌ PMSF è êîêòåéëü èíãèáèòîðîâ ïðîòåàç (1 : 500;
Sigma, ÑØÀ), â òå÷åíèå 10 ìèí íà ëüäó. Ïîñëå ëèçèñà
êëåòêè ñîñêðåáàëè ñ ÷àøåê è öåíòðèôóãèðîâàëè â òå÷å-
íèå 15 ìèí ïðè 15 000 g. Ê ñóïåðíàòàíòó äîáàâëÿëè
1/4 ÷àñòü áóôåðà äëÿ ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèõ ïðîá (40 ìÌ
Òðèñ, ðÍ 6.8, 10 % SDS, 20 % 2-ìåðêàïòîýòàíîëà è 40 %
ãëèöåðèíà) è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 5 ìèí ïðè 100 °C.
Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó Áðåäôîðäà,
èñïîëüçóÿ îâàëüáóìèí äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íîé
êðèâîé. Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîå ðàçäåëåíèå áåëêîâ ïðîâî-
äèëè ìåòîäîì SDS-ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì
ãåëå ñ ïîñëåäóþùèì ïåðåíîñîì áåëêîâ íà íèòðîöåëëþ-
ëîçíóþ ìåìáðàíó Hybond-C extra (Amersham Pharmacia
Biotech, Øâåöèÿ). Äëÿ âèçóàëèçàöèè áåëêîâûõ ïîëîñ èñ-
ïîëüçîâàëè Ponceau S (Sigma, ÑØÀ). Äëÿ ñïåöèôè÷åñêî-
ãî âûÿâëåíèÿ áåëêîâ èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå êðî-
ëè÷üè àíòèòåëà ïðîòèâ èíãèáèòîðà öèêëèí-çàâèñèìûõ
êèíàç ð21Waf1/Cip1 (p21), ãëèöåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðî-
ãåíàçû (GAPDH, clone 14C10), ôîñôî-MAPKAPK-2
(Thr334), à òàêæå ïîëèêëîíàëüíûå êðîëè÷üè àíòèòåëà
ïðîòèâ ôîñôî-Rb (Ser807/811) è ôîñôî-ð53 (Ser15). Â êà-
÷åñòâå âòîðè÷íûõ àíòèòåë ïðèìåíÿëè êîçüè àíòèòåëà, âû-
ðàáîòàííûå ïðîòèâ èììóíîãëîáóëèíîâ êðîëèêà, êîíúþ-
ãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (GAR-HRP). Âñå àíòè-
òåëà áûëè ïîëó÷åíû îò ôèðìû Cell Signaling (ÑØÀ). Äëÿ
äåòåêöèè ïåðîêñèäàçíîé àêòèâíîñòè êîíúþãàòîâ
GAR-HRP èñïîëüçîâàëè ðåàêöèþ óñèëåííîé õåìèëþìè-
íåñöåíöèè (ECL, Amersham, Øâåöèÿ). Õåìèëþìèíåñöåí-
òíîå èçëó÷åíèå ðåãèñòðèðîâàëè ýêñïîíèðîâàíèåì íà
ðåíòãåíîâñêóþ ïëåíêó CEA RP NEW (CEA AB, Øâåöèÿ).

Ï ð î ò î ÷ í à ÿ ö è ò î ô ë ó î ð è ì å ò ð è ÿ. Ïðèêðåïëåí-
íûå êëåòêè ñíèìàëè ñ ÷àøåê ñìåñüþ òðèïñèíà/Âåðñåíà
(0.05 %; Gibco, ÑØÀ), îñàæäàëè öåíòðèôóãèðîâàíèåì è
ïðîìûâàëè ôîñôàòíî-ñîëåâûì áóôåðíûì ðàñòâîðîì
(PBS). Äëÿ îöåíêè âûæèâàåìîñòè êëåòîê îáðàçåö îêðà-
øèâàëè èîäèñòûì ïðîïèäèåì (PI; 50 ìêã/ìë) è àíàëèçè-
ðîâàëè íà öèòîìåòðå Coulter EPICS XL Flow Cytometer
(Backman Coulter, ÑØÀ). Èçìåíåíèå ðàçìåðà êëåòîê îöå-
íèâàëè ïî èçìåíåíèþ ïðÿìîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ æèâûõ
êëåòîê.

Ä ë ÿ î ö å í ê è ó ð î â í ÿ â í ó ò ð è ê ë å ò î ÷ í û õ à ê -
ò è â í û õ ô î ð ì ê è ñ ë î ð î ä à (ÀÔÊ) èñïîëüçîâàëè
2,7-äèõëîðôëóîðåñöåèí äèàöåòàò (H2DCF-DA) (Molecular
Probes, ÑØÀ). Ïðèêðåïëåííûå ê ïîâåðõíîñòè ÷àøêè
êëåòêè èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 37 °C â òåì-
íîòå â ñðåäå áåç ñûâîðîòêè, ñîäåðæàùåé 10 ìêÌ ôëóî-
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ðåñöåíòíîãî êðàñèòåëÿ. Äàëåå êëåòêè ïðîìûâàëè PBS, ïå-
ðåâîäèëè â ñóñïåíçèîííîå ñîñòîÿíèå ïðè ïîìîùè ñìåñè
òðèïñèíà/Âåðñåíà (0.05 %) è àíàëèçèðîâàëè íà òîì æå
ïðîòî÷íîì öèòîìåòðå. Â êàæäîì îáðàçöå àíàëèçèðîâàëè
íå ìåíåå 10 000 êëåòîê.

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê à ÿ î á ð à á î ò ê à ä à í í û õ. Èñ-
ïîëüçîâàëè êîìïüþòåðíóþ ïðîãðàììó Microsoft Excel
(Microsoft Corporation, ÑØÀ). Äîñòîâåðíîñòü ðàçëè÷èé
äàííûõ, ïîä÷èíÿþùèõñÿ íîðìàëüíîìó ðàñïðåäåëåíèþ,
ïðîâåðÿëè ñ ïîìîùüþ t-êðèòåðèÿ Ñòüþäåíòà. Äàííûå
ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è ñòàíäàðòíîãî
îòêëîíåíèÿ, âû÷èñëåííûõ èç òðåõ ïîâòîðîâ â îäíîì ýêñ-
ïåðèìåíòå, êàæäûé ýêñïåðèìåíò ïîâòîðÿëè ìèíèìóì
äâàæäû. Ðåçóëüòàòû ñ÷èòàëèñü äîñòîâåðíûìè ïðè óðîâíå
çíà÷èìîñòè P < 0.05.

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè íåîðãàíè÷åñêèå ñîëè è ïåðå-
êèñü âîäîðîäà ïðîèçâîäñòâà ôèðìû Sigma (ÑØÀ).

Ðåçóëüòàòû

Ðàíåå íàìè áûëî ïîêàçàíî, ÷òî êèíàçà ð38 ïîäâåðãà-
åòñÿ ôîñôîðèëèðîâàíèþ â òå÷åíèå 5 ìèí â îòâåò íà äåé-
ñòâèå Í2Î2 â êîíöåíòðàöèè 200 ìêÌ è äàëåå ïîääåðæèâà-
åòñÿ â ïîñòîÿííî àêòèâíîì ñîñòîÿíèè â òå÷åíèå äëèòåëü-
íîãî âðåìåíè, ÷òî ïðåäïîëàãàåò âîâëå÷åííîñòü ýòîé
êèíàçû â ðàçâèòèå Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ïðåæäåâðåìåí-
íîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ (Borodkina et al., 2014). Â íàñòîÿùåé
ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè âûñîêîñïåöèôè÷íûé èíãèáèòîð
àêòèâíîñòè ð38 — BIRB796 (BIRB) — äëÿ äîêàçàòåëüñòâà
âîâëå÷åííîñòè ð38 â Í2Î2-èíäóöèðîâàííîå ñòàðåíèå
ýÌÑÊ, à òàêæå ñ öåëüþ ïîäòâåðæäåíèÿ ðåçóëüòàòîâ, ïî-
ëó÷åííûõ íàìè ðàíåå ñ ïðèìåíåíèåì èíãèáèòîðà SB.
Â îòëè÷èå îò SB, ìåõàíèçì äåéñòâèÿ êîòîðîãî ïðåäïîëà-
ãàåò êîíêóðåíòíîå âûòåñíåíèå ÀÒÔ èç ÀÒÔ-ñâÿçûâàþ-
ùåãî êàðìàíà, BIRB ñâÿçûâàåòñÿ ñ àëëîñòåðè÷åñêèì ñàé-
òîì ð38a è èçìåíÿåò êîíôîðìàöèþ ìîëåêóëû, ïðèâîäÿ ê
ïîòåðå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè ð38 è ïðåïÿòñòâóÿ,
òàêèì îáðàçîì, ôîñôîðèëèðîâàíèþ åå ìèøåíåé (Bagley
et al., 2010). Íà îñíîâàíèè îöåíêè âûæèâàåìîñòè êëåòîê
ïðè äåéñòâèè BIRB ìåòîäîì ÌÒÒ áûëà âûáðàíà êîíöåíò-
ðàöèÿ 5 ìêÌ, êîòîðàÿ ïðàêòè÷åñêè íå âëèÿëà íà æèçíå-
ñïîñîáíîñòü ýÌÑÊ (ðèñ. 1, à).

Ñõåìà îáðàáîòêè êëåòîê èíãèáèòîðîì áûëà âûáðàíà
òàêèì îáðàçîì, ÷òî èíãèáèòîð BIRB äîáàâëÿëè â èíêóáà-
öèîííóþ ñðåäó ïîñëå èíäóêöèè ñòàðåíèÿ, ò. å. ÷åðåç 1 ÷
ïîñëå äåéñòâèÿ Í2Î2 è ïîñëåäóþùåãî åå óäàëåíèÿ ñìåíîé
ñðåäû. Äàëåå â òå÷åíèå âñåãî ýêñïåðèìåíòà ïîääåðæèâà-
ëè ïîñòîÿííóþ êîíöåíòðàöèþ èíãèáèòîðà â ñðåäå. Àíà-
ëîãè÷íàÿ ñõåìà îáðàáîòêè ýÌÑÊ èíãèáèòîðîì áûëà âû-
áðàíà ðàíåå ïðè ðàáîòå ñ SB (Borodkina et al., 2014). Ýô-
ôåêòèâíîñòü BIRB â âûáðàííîé êîíöåíòðàöèè îöåíèâàëè
ïî èçìåíåíèþ êèíàçíîé àêòèâíîñòè ïðÿìîé íèæåëåæà-
ùåé ìèøåíè ð38 — MAPKAPK-2 (ÌK-2). Â ïðèñóòñòâèè
5 ìêÌ BIRB ìû íå íàáëþäàëè ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîð-
ìû MK-2 â Í2Î2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ â ëþáîé âûáðàí-
íîé âðåìåíí*îé òî÷êå íàáëþäåíèÿ (ðèñ. 1, á).

Âàæíåéøèìè õàðàêòåðèñòèêàìè ñòðåññ-èíäóöèðî-
âàííîãî ñòàðåíèÿ, êàê èçâåñòíî, ÿâëÿþòñÿ óâåëè÷åíèå
ðàçìåðà êëåòîê è íåîáðàòèìàÿ ïîòåðÿ ïðîëèôåðàòèâíîãî
ïîòåíöèàëà. Â ñâÿçè ñ ýòèì äëÿ âûÿñíåíèÿ âîçìîæíîãî
âëèÿíèÿ BIRB íà Í2Î2-èíäóöèðîâàííîå ñòàðåíèå ýÌÑÊ
ìû ïðîàíàëèçèðîâàëè èçìåíåíèå âûøåóïîìÿíóòûõ ïîêà-
çàòåëåé â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà. Ýôôåêò BIRB íà èç-
ìåíåíèå ðàçìåðà ýÌÑÊ îöåíèâàëè ÷åðåç 3, 5 è 7 ñóò ïîñëå
èíäóêöèè ñòàðåíèÿ. Êàê âèäíî íà ðèñ. 2 à, èíãèáèðîâàíèå
àêòèâíîñòè ð38 ïðèâîäèëî ê ïðåäîòâðàùåíèþ óâåëè÷å-
íèÿ ðàçìåðà ýÌÑÊ ïî ñðàâíåíèþ ñ Í2Î2-îáðàáîòàííûìè
êëåòêàìè: ÷åðåç 7 ñóò ðàçìåð êëåòîê â ïðèñóòñòâèè BIRB
áûë ïðèìåðíî â 1.3 ðàçà ìåíüøå. Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
âëèÿíèå BIRB íà ðàçìåð ñòàðåþùèõ êëåòîê áûëî ñîïî-
ñòàâèìî ñ SB: ðàçìåð ýÌÑÊ â ïðèñóòñòâèè SB ÷åðåç 5 ñóò
áûë ïðèìåðíî â 1.4 ðàçà ìåíüøå (Borodkina et al., 2014).

Ïðè èññëåäîâàíèè âëèÿíèÿ èíãèáèðîâàíèÿ àêòèâíî-
ñòè ð38 íà ìîäóëÿöèþ ïðîëèôåðàöèè Í2Î2-ñòèìóëèðî-
âàííûõ ýÌÑÊ îêàçàëîñü, ÷òî â ïðèñóòñòâèè BIRB ïðîèñ-
õîäèëî íåáîëüøîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà ïðîëèôåðèðóþùèõ
êëåòîê ïî îòíîøåíèþ ê Í2Î2-îáðàáîòàííûì ýÌÑÊ
(ðèñ. 2, á). Äëÿ ñðàâíåíèÿ äåéñòâèÿ BIRB è SB íà ïðîëè-
ôåðàöèþ ýÌÑÊ ìû ðàññ÷èòàëè êîýôôèöèåíò, òåîðåòè÷å-
ñêè îòðàæàþùèé äîëþ ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê â ïîïó-
ëÿöèè ïðè äåéñòâèè èíãèáèòîðà îò íîðìàëüíî ïðîëèôå-
ðèðóþùèõ êîíòðîëüíûõ êëåòîê, ñîãëàñíî ñëåäóþùåé
ôîðìóëå:

k = tga/tgb,
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Ðèñ. 1. Æèçíåñïîñîáíîñòü ýÌÑÊ â çàâèñèìîñòè îò êîíöåíòðàöèè èíãèáèòîðà êèíàçû ð38 BIRB (à) è óðîâåíü Í2Î2-èíäóöèðîâàí-
íîãî ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ïðÿìîé ìèøåíè ð38 — ÌK-2 — ïðè äåéñòâèè BIRB (á).

à — êëåòêè èíêóáèðîâàëè â ïðèñóòñòâèè BIRB â óêàçàííûõ êîíöåíòðàöèÿõ â òå÷åíèå 24 ÷, çàòåì êîëè÷åñòâî æèâûõ êëåòîê îïðåäåëÿëè ñ ïîìîùüþ
ÌÒÒ; äàííûå ïðåäñòàâëåíû â âèäå ñðåäíèõ çíà÷åíèé è èõ ñòàíäàðòíûõ îòêëîíåíèé (n = 3), ***Ð < 0.001 ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì. á — ýÌÑÊ, îáðà-
áîòàííûå 200 ìêÌ Í2Î2 â òå÷åíèå 1 ÷, êóëüòèâèðîâàëè â òå÷åíèå 7 ñóò ëèáî â ñâåæåé ðîñòîâîé ñðåäå, ëèáî â ïðèñóòñòâèè BIRB; còàòóñ ôîñôîðèëèðî-
âàíèÿ ÌK-2 îöåíèâàëè â óêàçàííûõ âðåìåíí *ûõ òî÷êàõ ñ ïîìîùüþ èììóíîáëîòèíãà, GAPDH èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ ðàâíîìåðíîñòè íàíå-

ñåíèÿ áåëêà.



ãäå k — «êîýôôèöèåíò ïðîëèôåðàöèè», tga — òàíãåíñ
óãëà íàêëîíà àïïðîêñèìèðîâàííîé êðèâîé ðîñòà
Í2Î2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà,
tgb — òàíãåíñ óãëà íàêëîíà àïïðîêñèìèðîâàííîé êðè-
âîé ðîñòà êîíòðîëüíûõ êëåòîê.

Îêàçàëîñü, ÷òî «êîýôôèöèåíò ïðîëèôåðàöèè», ðàñ-
ñ÷èòàííûé íà îñíîâàíèè äàííûõ, ïðåäñòàâëåííûõ íà
ðèñ. 2, á, äëÿ BIRB ñîñòàâèë 0.28, òîãäà êàê â ïðèñóòñòâèè
SB åãî çíà÷åíèå äîñòèãàëî 0.47 (Borodkina et al., 2014).
Íàáëþäàåìîå ðàçëè÷èå â ýôôåêòàõ ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ
áîëåå âûñîêîé ñåëåêòèâíîñòüþ èíãèáèòîðà BIRB, êîòî-
ðûé â îñíîâíîì ïîäàâëÿåò ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü
ð38a, òîãäà êàê SB ïîìèìî ÷åòûðåõ èçîôîðì ð38 ìîæåò
èíãèáèðîâàòü àêòèâíîñòü ñòðåññîâîé êèíàçû JNK. Ñî-
ãëàñíî íàøèì ïðåäûäóùèì ðåçóëüòàòàì, êèíàçà JNK òàê-
æå âîâëå÷åíà â ïðîöåññ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ
ýÌÑÊ (Äåðÿáèí è äð., 2015), ñëåäîâàòåëüíî, ïîäàâëåíèå
åå àêòèâíîñòè ìîæåò âíîñèòü âêëàä â âîññòàíîâëåíèå
ïðîëèôåðàöèè Í2Î2-îáðàáîòàííûõ êëåòîê. Â ðåçóëüòàòå

ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòîâ ìû âûÿâèëè ÷àñòè÷íîå âîñ-
ñòàíîâëåíèå ïðîëèôåðàöèè è óìåíüøåíèå ðàçìåðà
Í2Î2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ â ïðèñóòñòâèè BIRB, ÷òî ñâè-
äåòåëüñòâóåò î ïðåäîòâðàùåíèè ñòàðåíèÿ â ÷àñòè ïîïóëÿ-
öèè ýÌÑÊ â óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ïðè èíãè-
áèðîâàíèè ð38.

Ðàíåå ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ñòàðåþùèå ýÌÑÊ õàðàêòå-
ðèçóþòñÿ ïîñòîÿííî ïîâûøåííûì óðîâíåì âíóòðèêëå-
òî÷íûõ ÀÔÊ (Borodkina et al., 2014). Ïðèíèìàÿ âî âíèìà-
íèå, ÷òî â ïðèñóòñòâèè BIRB ìû íàáëþäàëè ÷àñòè÷íîå
ïðåäîòâðàùåíèå Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ,
ëîãè÷íî áûëî ïðåäïîëîæèòü, ÷òî èíãèáèðîâàíèå ð38 ìî-
æåò ïðèâîäèòü ê ñíèæåíèþ óðîâíÿ ÀÔÊ. Äëÿ ïðîâåðêè
ýòîé ãèïîòåçû áûëî èññëåäîâàíî âëèÿíèå BIRB íà ãåíå-
ðàöèþ ýíäîãåííûõ ÀÔÊ â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ñòàðåíèÿ.
Êàê ïîêàçàíî íà ðèñ 3, âëèÿíèå BIRB äåéñòâèòåëüíî ïðè-
âîäèëî ê çíà÷èòåëüíîìó ñíèæåíèþ óðîâíÿ ÀÔÊ ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûìè êëåòêàìè â òå÷åíèå
âñåãî ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ (âïëîòü äî 7 ñóò). Ýòè ðåçóëü-
òàòû ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè ð38 â ðåãóëÿöèè ïðî-
äóêöèè ýíäîãåííûõ ÀÔÊ â ñòàðûõ ýÌÑÊ.

Â íàøèõ ïðåäûäóùèõ èññëåäîâàíèÿõ ìû óáåäèòåëü-
íî ïðîäåìîíñòðèðîâàëè ó÷àñòèå ñèãíàëüíîãî ïóòè
ð53/ð21/Rb â ðåàëèçàöèè Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî áëîêà
êëåòî÷íîãî öèêëà â ýÌÑÊ, ïðèâîäÿùåãî ê îñòàíîâêå ïðî-
ëèôåðàöèè. Â ñâÿçè ñ ýòèì äàëåå ìû îöåíèëè âîçìîæíóþ
âîâëå÷åííîñòü ð38 â ðåãóëÿöèþ ýòîãî êàñêàäà, ïðèìåíèâ
èíãèáèòîðíûé àíàëèç. Îêàçàëîñü, ÷òî îáðàáîòêà êëåòîê ñ
ïîìîùüþ BIRB ñïîñîáñòâîâàëà óâåëè÷åíèþ êàê ôîñîôî-
ðèëèðîâàíèÿ ð53, òàê è ýêñïðåññèè ð21 (ðèñ. 4). Ñòîèò îò-
ìåòèòü, ÷òî îáíàðóæåííûé ýôôåêò BIRB íà ôóíêöèîíè-
ðîâàíèå ïóòè ð53/ð21 õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ õàðàêòåðîì
êðèâîé ðîñòà Í2Î2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ â ïðèñóòñòâèè
ýòîãî èíãèáèòîðà: íà 3-è ñóò ïðè ìàêñèìàëüíîé àêòèâíî-
ñòè ïóòè ð53/ð21 ìû íàáëþäàëè ëèøü íåçíà÷èòåëüíîå
óâåëè÷åíèå ÷èñëà ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê (ðèñ. 2, á),
èçáåæàâøèõ áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà. Ñ òå÷åíèåì âðåìå-
íè ÷èñëî ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê óâåëè÷èâàëîñü, ÷òî
êîððåëèðîâàëî ñî ñíèæåíèåì ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ð53 è
ýêñïðåññèè ð21. Â îòëè÷èå îò ðåçóëüòàòîâ, ïîëó÷åííûõ ñ
èñïîëüçîâàíèåì BIRB è ïðåäñòàâëåííûõ â äàííîé ðàáî-
òå, ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî îáðàáîòêà Í2Î2-ñòèìóëèðî-
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Ðèñ. 2. Âëèÿíèå èíãèáèòîðà BIRB íà ðàçìåð (à) è ïðîëèôåðàöèþ (á) ýÌÑÊ, îáðàáîòàííûõ Í2Î2 â òå÷åíèå 1 ÷ è êóëüòèâèðóåìûõ
äàëåå â òå÷åíèå 7 ñóò.

Îáùåå ÷èñëî æèâûõ êëåòîê è èõ ðàçìåð îöåíèâàëè ïðè ïîìîùè ìåòîäà ïðîòî÷íîé öèòîìåòðèè. Ðàçëè÷èÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (Ê) ñ÷èòàëè äî-
ñòîâåðíûìè ïðè *P < 0.05, **P < 0.005, ***P < 0.001. Ðàçëè÷èÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ Í2Î2-îáðàáîòàííûìè ýÌÑÊ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè §P < 0.05,

§§P < 0.005, §§§P < 0.001.

Ðèñ. 3. Âëèÿíèå BIRB íà èíòåíñèâíîñòü ôëóîðåñöåíöèè (ÈÔ)
ÀÔÊ-çàâèñèìîãî çîíäà â ñòàðûõ ýÌÑÊ.

Óðîâåíü ÀÔÊ îöåíèâàëè â óêàçàííûõ âðåìåíí *ûõ òî÷êàõ ïîñëå èíäóê-
öèè ñòàðåíèÿ (200 ìêÌ Í2Î2 â òå÷åíèå 1 ÷) ìåòîäîì ïðîòî÷íîé öèòî-
ôëóîðèìåòðèè ñ èñïîëüçîâàíèåì êðàñèòåëÿ Í2DCF-DA; Ê — êîíòðîëü-
íûå (íåîáðàáîòàííûå) êëåòêè. Ðàçëè÷èÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì (Ê)
ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè ïðè *P < 0.05, **P < 0.005, ***P < 0.001. Ðàçëè-
÷èÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ Í2Î2-îáðàáîòàííûìè ýÌÑÊ ñ÷èòàëè äîñòîâåðíûìè

ïðè §P < 0.05, §§P < 0.005, §§§P < 0.001.



âàííûõ êëåòîê SB â òå÷åíèå âñåãî ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ
íå îêàçûâàëà çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íè íà óðîâåíü ôîñôîðè-
ëèðîâàíèÿ ð53, íè íà ýêñïðåññèþ áåëêà ð21 ïî ñðàâíåíèþ
ñî ñòàðåþùèìè êëåòêàìè (Borodkina et al., 2014). Îáíàðó-
æåííûå ðàçëè÷èÿ â ýôôåêòàõ BIRB è SB, âåðîÿòíî, ñâÿçà-
íû ñ áîëåå íèçêîé ñåëåêòèâíîñòüþ SB.

Èíòåðåñíî, ÷òî ïîäàâëåíèå êèíàçíîé àêòèâíîñòè ð38
ïðè ïîìîùè BIRB ïðèâîäèëî ê íåáîëüøîìó, íî çàìåòíî-
ìó óñèëåíèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ áåëêà Rb ïî ñðàâíåíèþ
ñ Í2Î2-îáðàáîòàííûìè ýÌÑÊ (ðèñ. 4). Ñóùåñòâåííî, ÷òî
ýòè äàííûå ñîâïàäàþò ñ ðåçóëüòàòàìè, ïîëó÷åííûìè ñ
èñïîëüçîâàíèåì SB, è õîðîøî ñîãëàñóþòñÿ ñ íàáëþäàå-
ìûì ÷àñòè÷íûì âîññòàíîâëåíèåì ïðîëèôåðàöèè â ïðè-
ñóòñòâèè êàæäîãî èç èíãèáèòîðîâ. Ñóììèðóÿ ïîëó-
÷åííûå ðåçóëüòàòû, ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî êèíàçà ð38
äåéñòâèòåëüíî âîâëå÷åíà â ðàçâèòèå ïðåæäåâðåìåííîãî
ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ, èíäóöèðîâàííîãî îêèñëèòåëüíûì ñòðåñ-
ñîì.

Îáñóæäåíèå

Ïðîáëåìà ñòàðåíèÿ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòîê
÷åëîâåêà ïðè äåéñòâèè ñòðåññîâûõ ôàêòîðîâ âûçûâàåò
èíòåðåñ èññëåäîâàòåëåé â òå÷åíèå ïîñëåäíèõ íåñêîëüêèõ
ëåò (Wang, Jang, 2009; Brandl et al., 2011; Kim et al., 2011;
Cmielova et al., 2012; Larsen et al., 2012). Íàðÿäó ñ äåòà-
ëèçàöèåé ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ, îïîñðåäóþùèõ
èíèöèàöèþ è ñòàáèëèçàöèþ ñòðåññ-èíäóöèðîâàííîãî ñòà-
ðåíèÿ, îñîáîå âíèìàíèå óäåëÿåòñÿ ïîèñêó ïóòåé ïðåäîò-
âðàùåíèÿ åãî ðàçâèòèÿ, ÷òî â ïåðñïåêòèâå äîëæíî ñïî-
ñîáñòâîâàòü ïîâûøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè èñïîëüçîâàíèÿ
ñòâîëîâûõ êëåòîê â ðåãåíåðàòèâíîé ìåäèöèíå.

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ñòàðåíèå ýÌÑÊ â óñëîâèÿõ
îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà ðàçâèâàåòñÿ çà ñ÷åò àêòèâàöèè îò-
âåòà íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è ïîñëåäóþùåé ïåðåäà÷è ñèã-
íàëà ïî ïóòè ATM/Chk2/ð53/ð21/Rb, êîòîðûé íåîáõîäèì
äëÿ óñòàíîâëåíèÿ íåîáðàòèìîãî áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà.
Â íàñòîÿùåé ðàáîòå äëÿ áîëåå äåòàëüíîãî èçó÷åíèÿ ðîëè
ð38 â ïðåæäåâðåìåííîì ñòàðåíèè ýÌÑÊ è ïîäòâåðæäå-
íèÿ íàøèõ äàííûõ, ïîëó÷åííûõ ïðè èñïîëüçîâàíèè SB,
ìû ïðèìåíÿëè ñïåöèôè÷åñêîå èíãèáèðîâàíèå êèíàçíîé
àêòèâíîñòè ð38 ñ ïîìîùüþ àãåíòà BIRB. Îêàçàëîñü, ÷òî
îáðàáîòêà Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûõ êëåòîê èíãèáèòîðîì,

ïðèâîäÿùàÿ ê ïåðìàíåíòíîìó ïîäàâëåíèþ ôóíêöèîíàëü-
íîé àêòèâíîñòè ð38, ñïîñîáñòâîâàëà ïðåäîòâðàùåíèþ
óâåëè÷åíèÿ ðàçìåðà è ÷àñòè÷íîìó âîññòàíîâëåíèþ ïðî-
ëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà ñòàðåþùèõ êëåòîê. Ýòè äàí-
íûå ñâèäåòåëüñòâóþò î âàæíîé ðîëè àêòèâèðîâàííîé ð38
â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ â
óñëîâèÿõ îêèñëèòåëüíîãî ñòðåññà. Ñîâåðøåííî ïðîòèâî-
ïîëîæíûå äàííûå áûëè ïîëó÷åíû ïðè èññëåäîâàíèè
Í2Î2-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ôèáðîáëàñòîâ ÷åëîâåêà:
ñåëåêòèâíîå èíãèáèðîâàíèå êèíàçíîé àêòèâíîñòè ð38 íå
îêàçûâàëî çíà÷èòåëüíîãî ýôôåêòà íè íà ðàçâèòèå ôåíî-
òèïà ñòàðåíèÿ, íè íà ïðîëèôåðàöèþ îñòàíîâëåííûõ êëå-
òîê (Wang et al., 2004). Â òî æå âðåìÿ â ðàáîòå äðóãèõ
àâòîðîâ ïîäàâëåíèå àêòèâíîñòè ð38 â óñëîâèÿõ ïðåæäå-
âðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ôèáðîáëàñòîâ, èíäóöèðîâàííîãî ñ
ïîìîùüþ busulfan — àãåíòà, ìîäåëèðóþùåãî îêèñëè-
òåëüíûé ñòðåññ, ïðèâîäèëî ê ïðåäîòâðàùåíèþ ðàçâè-
òèÿ ôåíîòèïà ñòàðåíèÿ è ÷àñòè÷íîìó âîññòàíîâëåíèþ
ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê (Probin et al., 2006).
Ðåçóëüòàòû òåì áîëåå èíòåðåñíû, ÷òî â îáîèõ ñëó÷àÿõ àâ-
òîðû èñïîëüçîâàëè îäíó è òó æå êëåòî÷íóþ ëèíèþ —
äèïëîèäíûå ôèáðîáëàñòû ëåãêîãî ÷åëîâåêà (WI38).
Îñíîâíîé ïóë ðàáîò, ïîñâÿùåííûõ èññëåäîâàíèþ ðîëè
ð38 â ñòàðåíèè ÌÑÊ, âûïîëíåí íà êëåòêàõ, èçîëèðîâàí-
íûõ èç êîñòíîãî ìîçãà. Ïîêàçàíà àêòèâàöèÿ êèíàçû ð38
êàê ïðè ðåïëèêàòèâíîì (Lee et al., 2009), òàê è ïðè
Í2Î2-èíäóöèðîâàííîì ñòàðåíèè ÌÑÊ èç êîñòíîãî ìîçãà
(Choi et al., 2014). Ðåçóëüòàòû íàøèõ èññëåäîâàíèé â çíà-
÷èòåëüíîé ñòåïåíè ñîãëàñóþòñÿ ñ äàííûìè àâòîðîâ ýòèõ
ðàáîò è ñâèäåòåëüñòâóþò îá ó÷àñòèè êèíàçû ð38 â
Í2Î2-èíäóöèðîâàííîì ñòàðåíèè ýÌÑÊ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî âíå çàâèñèìîñòè îò
èíäóêòîðà êëåòî÷íîå ñòàðåíèå ñîïðîâîæäàåòñÿ ïîâûøå-
íèåì óðîâíÿ âíóòðèêëåòî÷íûõ ÀÔÊ, òîãäà êàê ïðåäîò-
âðàùåíèå åãî ðàçâèòèÿ õàðàêòåðèçóåòñÿ ñíèæåíèåì ýòîãî
óðîâíÿ (Passos et al., 2007; Lawless et al., 2012; Kodama
et al., 2013; Borodkina et al., 2014; Loseva et al., 2014).
Â ñëó÷àå ïîäàâëåíèÿ àêòèâíîñòè ð38 â Í2Î2-ñòèìóëèðî-
âàííûõ ýÌÑÊ ìû íàáëþäàëè çíà÷èòåëüíîå óìåíüøåíèå
óðîâíÿ ýíäîãåííûõ ÀÔÊ â ïðîöåññå ðàçâèòèÿ ñòàðåíèÿ.
Íà îñíîâàíèè ýòèõ äàííûõ ìîæíî ãîâîðèòü î íåñîìíåí-
íîì ó÷àñòèè êèíàçû ð38 â ðåãóëÿöèè óðîâíÿ ýíäîãåííûõ
ÀÔÊ â ñòàðåþùèõ ýÌÑÊ. Òàêîå íàáëþäåíèå õîðîøî ñî-
ãëàñóåòñÿ ñ ðåçóëüòàòàìè ñðàâíèòåëüíî íåäàâíèõ èññëå-
äîâàíèé, äåìîíñòðèðóþùèõ âêëþ÷åíèå ð38 â ÀÔÊ-çàâè-
ñèìûé ñèãíàëèíã, èãðàþùèé îïðåäåëÿþùóþ ðîëü â ïîä-
äåðæàíèè ñîñòîÿíèÿ êëåòî÷íîãî ñòàðåíèÿ (Passos et al.,
2010).

Èíòåðåñíûå äàííûå áûëè ïîëó÷åíû ïðè èññëåäîâà-
íèè âëèÿíèÿ èíãèáèðîâàíèÿ ð38 íà ñèãíàëüíûé ïóòü
ð53/ð21/Rb, íåîáõîäèìûé äëÿ èíäóêöèè è ïîääåðæàíèÿ
áëîêà êëåòî÷íîãî öèêëà â Í2Î2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ. Ñî-
ãëàñíî íàøèì ïðåäûäóùèì ðåçóëüòàòàì, îáðàáîòêà
Í2Î2-ñòèìóëèðîâàííûõ ýÌÑÊ ñ ïîìîùüþ SB íå ïðèâî-
äèëà ê ñóùåñòâåííûì èçìåíåíèÿì ôóíêöèîíàëüíîé àê-
òèâíîñòè ð53 è ýêñïðåññèè ð21, îäíàêî çàìåòíî óâåëè÷è-
âàëà ôîñôîðèëèðîâàíèå Rb. Íà îñíîâàíèè ýòîãî ìîæíî
ïðåäïîëîæèòü, ÷òî êèíàçà ð38 íåçàâèñèìî îò ïó-
òè ð53/ð21 âîâëå÷åíà â ðåãóëÿöèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Rb
è êàê ñëåäñòâèå — â óñòàíîâëåíèå áëîêà êëåòî÷íîãî öèê-
ëà â Í2Î2-îáðàáîòàííûõ ýÌÑÊ. Ê íàøåìó óäèâëåíèþ, â
íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðè èñïîëüçîâàíèè äðóãîãî ñïåöèôè-
÷åñêîãî èíãèáèòîðà ð38 — BIRB — íàì óäàëîñü âûÿâèòü
óâåëè÷åíèå ôîñôîðèëèðîâàíèÿ ð53 è ýêñïðåññèè ð21. Íà-
áëþäàåìûå ðàçëè÷èÿ â ýôôåêòàõ ýòèõ èíãèáèòîðîâ ìîãóò

Ðîëü ÌÀÐ-êèíàçû p38 â ðàçâèòèè ñòðåññ-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ ÷åëîâåêà 433

Ðèñ. 4. Ðåãóëÿöèÿ áåëêîâ-ó÷àñòíèêîâ ñèãíàëüíîãî êàñêàäà
ð53/ð21/Rb â ñòàðåþùèõ ýÌÑÊ â ïðèñóòñòâèè BIRB.

Ïîñëå èíäóêöèè ñòàðåíèÿ (200 ìêÌ Í2Î2 â òå÷åíèå 1÷) êëåòêè êóëüòèâè-
ðîâàëè â òå÷åíèå óêàçàííîãî âðåìåíè â ñâåæåé ðîñòîâîé ñðåäå â îòñóòñò-
âèå èëè â ïðèñóòñòâèè èíãèáèòîðà, çàòåì îöåíèâàëè óðîâåíü ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ áåëêîâ ð53 è Rb, à òàêæå óðîâåíü ýêñïðåññèè ð21 ìåòîäîì èììó-

íîáëîòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöèôè÷åñêèõ àíòèòåë.



áûòü îïîñðåäîâàíû áîëåå íèçêîé ñåëåêòèâíîñòüþ SB. Èç-
âåñòíî, ÷òî SB ìîæåò ýôôåêòèâíî èíãèáèðîâàòü ïîìèìî
ð38 àêòèâíîñòü ñòðåññîâîé ÌÀÐ-êèíàçû JNK, òîãäà êàê
BIRB â îñíîâíîì ïîäàâëÿåò ôåðìåíòàòèâíóþ àêòèâíîñòü
ð38a. Â òàêîì ñëó÷àå äðóãèå èçîôîðìû ð38 (b, g, d) è JNK
ìîãóò êîìïåíñèðîâàòü ôóíêöèè BIRB-èíãèáèðîâàííîé
ð38a. Ýòî ïðåäïîëîæåíèå õîðîøî ñîãëàñóåòñÿ ñ íåçíà÷è-
òåëüíûì ïî ñðàâíåíèþ ñ SB âëèÿíèåì BIRB íà âîññòà-
íîâëåíèå ïðîëèôåðàöèè Í2Î2-îáðàáîòàííûõ êëåòîê, îò-
ðàæàÿ âêëàä òîëüêî ð38a è êîñâåííî ñâèäåòåëüñòâóÿ î âî-
âëå÷åííîñòè äðóãèõ êèíàç â ðàçâèòèå ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ.

Âàæíî, ÷òî íåçàâèñèìî îò ïðèðîäû èíãèáèòîðà â îáî-
èõ ñëó÷àÿõ íàáëþäàëîñü óâåëè÷åíèå óðîâíÿ ôîñôîðèëè-
ðîâàíèÿ Rb. Ýòè äàííûå ïîçâîëÿþò ïðåäïîëîæèòü ó÷àñ-
òèå â ðàçâèòèè H2O2-èíäóöèðîâàííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ
äðóãîãî ñèãíàëüíîãî êàñêàäà, íåçàâèñèìîãî îò ð53/ð21,
êîìïîíåíòîì êîòîðîãî ÿâëÿåòñÿ áåëîê Rb. Ñîãëàñíî ñî-
âðåìåííûì ïðåäñòàâëåíèÿì, òàêèì ñèãíàëüíûì ïóòåì
ìîæåò ñëóæèòü êàñêàä ð38/ÌK-2/Rb (Manke et al., 2005).
Ïðÿìàÿ ìèøåíü ð38 — êèíàçà ÌK-2 — ÿâëÿåòñÿ íåãàòèâ-
íûì ðåãóëÿòîðîì ïðîãðåññèè êëåòî÷íîãî öèêëà, ïîñêîëü-
êó íåïîñðåäñòâåííî èíàêòèâèðóåò ÷ëåíû ñåìåéñòâà ôîñ-
ôàòàç Cdc25, êîòîðûå îòâåòñòâåííû çà ôóíêöèîíèðîâà-
íèå êîìïëåêñîâ öèêëèí/CDK, è ïðèâîäèò â êîíå÷íîì
èòîãå ê ãèïîôîñôîðèëèðîâàíèþ Rb. Òàêèì îáðàçîì,
ÌK-2 ôóíêöèîíèðóåò ïàðàëëåëüíî ñ Chk1 è Chk2 â èí-
òåãðàöèè îòâåòîâ íà ïîâðåæäåíèå ÄÍÊ è àðåñòå êëåòî÷-
íîãî öèêëà (Manke et al., 2005). Ñîãëàñíî íàøèì ýêñïåðè-
ìåíòàëüíûì äàííûì, èñïîëüçîâàíèå ëþáîãî èç ïðîòåñòè-
ðîâàííûõ èíãèáèòîðîâ àêòèâíîñòè ð38 ïðèâîäèëî ê
ïåðìàíåíòíîìó ïîäàâëåíèþ àêòèâíîñòè MK-2 â Í2Î2-îá-
ðàáîòàííûõ ýÌÑÊ è îäíîâðåìåííî ñïîñîáñòâîâàëî çà-
ìåòíîìó óâåëè÷åíèþ ôîñôîðèëèðîâàíèÿ Rb è ÷àñòè÷íî-
ìó âîññòàíîâëåíèþ ïðîëèôåðàöèè êëåòîê. Ýòè íàõîäêè â
ñîâîêóïíîñòè ñ äàííûìè ëèòåðàòóðû äàþò îñíîâàíèå
ïðåäïîëàãàòü ó÷àñòèå ñèãíàëüíîãî ïóòè p38/MK-2/Rb íå-
çàâèñèìî îò ð53/ð21/Rb â ðåàëèçàöèè ïðîãðàììû ïðåæäå-
âðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ýÌÑÊ.

Îáîáùàÿ âñå ïîëó÷åííûå â äàííîé ðàáîòå ðåçóëüòà-
òû, ìîæíî ñ óâåðåííîñòüþ ãîâîðèòü î íåñîìíåííîé ðîëè
ñòðåññ-êèíàçû ð38 â Í2Î2-èíäóöèðîâàííîì ñòàðåíèè
ýÌÑÊ. Âàæíîñòü óñïåøíîé òðàíñïëàíòàöèè ÌÑÊ äëÿ ëå-
÷åíèÿ ðÿäà ñåðüåçíûõ çàáîëåâàíèé äèêòóåò íåîáõîäè-
ìîñòü èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíûõ ìåõàíèçìîâ ïðåäîòâðàùå-
íèÿ ïðåæäåâðåìåííîãî ñòàðåíèÿ ýòèõ êëåòîê. Èñõîäÿ èç
ðåçóëüòàòîâ íàøåé ðàáîòû ñ ýòîé öåëüþ ìîæíî ðåêîìåí-
äîâàòü îáðàáîòêó ýÌÑÊ èíãèáèòîðîì ÌÀÐ-êèíàçû ð38
(BIRB).

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ïðîåê-
òû 16-34-00081-ìîë_à è 14-04-01720-à, êîòîðûå ïîçâî-
ëèëè ïðîâåñòè ýëåêòðîôîðåç, èììóíîáëîòèíã è ïðîòî÷-
íóþ öèòîôëóîðèìåòðèþ), à òàêæå Ðîññèéñêîãî íàó÷íîãî
ôîíäà (ïðîåêò 14-50-00068, êîòîðûé îáåñïå÷èë ïðîâåäå-
íèå ðàáîò ïî êóëüòèâèðîâàíèþ ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ
êëåòîê ýíäîìåòðèÿ ÷åëîâåêà).

Ñ ï è ñ î ê ë è ò å ð à ò ó ð û

Çåìåëüêî Â. È., Ãðèí÷óê Ò. Ì., Äîìíèíà À. Ï., Àðöûáàøå-
âà È. Â., Çåíèí Â. Â., Êèðñàíîâ À. À., Áè÷åâàÿ Í. Ê., Êîð-
ñàê Â. Ñ., Íèêîëüñêèé Í. Í. 2011. Ìóëüòèïîòåíòíûå ìåçåíõèì-
íûå ñòâîëîâûå êëåòêè äåñêâàìèðîâàííîãî ýíäîìåòðèÿ. Âûäå-
ëåíèå, õàðàêòåðèñòèêà è èñïîëüçîâàíèå â êà÷åñòâå ôèäåðíîãî

ñëîÿ äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ ýìáðèîíàëüíûõ ñòâîëîâûõ ëèíèé
÷åëîâåêà. Öèòîëîãèÿ. 53 (12) : 919—929. (Zemelko V. I., Grin-
chuk T. M., Domnina A. P., Artzibasheva I. V., Zenin V. V., Kirsa-
nov A. A., Bichevaia N. K., Korsak V. S., Nikolsky N.N. 2011. Mul-
tipotent mesenchymal stem cells of desquamated endometrium: iso-
lation, characterization, and use as a feeder layer for maintenance of
human embryonic stem cells. Tsitologiya. 53 (12) : 919—929.)

Bagley M. C., Davis T., Murziani P. G., Widdowson C. S., Kip-
ling D. 2010. Use of p38 MAPK inhibitors for the treatment of
Werner syndrome. Pharmaceuticals. 3 : 1842—1872.

Bain J., Plater L., Elliott M., Shpiro N., Hastie C. J., McLau-
chlan, H., Klevernic I., Arthur J. S., Alessi D. R., Cohen P. 2007.
The selectivity of protein kinase inhibitors: a further update. Bio-
chem. J. 408 : 297—315.

Borodkina A., Shatrova A., Abushik P., Nikolsky N., Burova E.
2014. Interaction between ROS dependent DNA damage, mito-
chondria and p38 MAPK underlies senescence of human adult stem
cells. Aging. 6 : 481—495.

Brandl A., Meyer M., Bechmann V., Nerlich M., Angele P.
2011. Oxidative stress induces senescence in human mesenchymal
stem cells. Exp. Cell Res. 317 : 1541—1547.

Campisi J., d’Adda di Fagagna F. 2007. Cellular senescence:
when bad things happen to good cells. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 8 :
729—740.

Chen Q., Ames B. N. 1994. Senescence-like growth arrest in-
duced by hydrogen peroxide in human diploid fibroblast F65 cells.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 91 : 4130—4134.

Choi M. R., Han D. M. R., Kim S. H., Ohn T., Jung K. H.,
Chai Y. G. 2014. Resveratrol relieves hydrogen peroxide-induced
premature senescence associated with SIRT1 in human mesenchy-
mal stem cells. Mol. Cell. Toxicol. 10 : 29—39.

Cmielova J., Havelek R., Soukup T., Jiroutova A., Visek B.,
Suchanek J., Vavrova J., Mokry J., Muthna D., Bruckova L., Fi-
lip S., English D., Rezacova M. 2012. Gamma radiation induces se-
nescence in human adult mesenchymal stem cells from bone mar-
row and periodontal ligaments. Int J. Radiat. Biol. 88 : 393—404.

Coppé J. P., Patil C. K., Rodier F., Sun Y., Muñoz D. P., Gold-
stein J., Nelson P. S., Desprez P. Y., Campisi J. 2008. Senescen-
ce-associated secretory phenotypes reveal cell-nonautonomous
functions of oncogenic RAS and the p53 tumor suppressor. PLoS
Biol. 6 : 2853—2868.

Debacq-Chainiaux F., Boilan E., Dedessus Le Moutier J., We-
emaels G., Toussaint O. 2010. p38 (MAPK) in the senescence of
human and murine fibroblasts. Adv. Exp. Med. Biol. 694 : 126—
137.

Deryabin P. I., Borodkina A. V., Nikolsky N. N., Burova E. B.
2015. Relationship between p53/p21/Rb and MAPK signaling pa-
thways in human endometrium-derived stem cells under oxidative
stress. Tsitologiya. 57 (11) : 788—795.

Dimri G., Lee X., Basile G., Acosta M., Scott G., Roskelley C.,
Medrano E., Linskens M., Rubelj I., Pereira-Smith O., Peaco-
cke M., Campisi J. 1995. A biomarker that identifies senescent hu-
man cells in culture and in aging skin in vivo. Proc. Nat. Acad. Sci.
USA. 92 : 9363—9367.

Force T., Kuida K., Namchuk M., Parang K., Kyriakis J. M.
2004. Inhibitors of protein kinase signaling pathways: emerging
therapies for cardiovascular disease. Circulation. 109 : 1196—
1205.

Godl K., Wissing J., Kurtenbach A., Habenberger P., Blencke
S., Gutbrod H., Salassidis K., Stein-Gerlach M., Missio A., Cotten
M., Daub H. 2003. An efficient proteomics method to identify the
cellular targets of protein kinase inhibitors. Proc. Nat. Acad. Sci.
USA. 100 : 15 434—15 439.

Guo H., Liu Z., Xu B., Hu H., Wei Z., Liu Q., Zhang X.,
Ding X., Wang Y., Zhao M., Gong Y. Shao C. 2013. Chemokine re-
ceptor CXCR2 is transactivated by p53 and induces p38-mediated
cellular senescence in response to DNA damage. Aging Cell. 12 :
1110—1121.

Han J., Sun P. 2007. The pathways to tumor suppression via
route p38. Trends Biochem. Sci. 32 : 364—371.

Haq R., Brenton J. D., Takahashi M., Finan D., Finkielsztein A.,
Damaraju S., Rottapel R., Zanke B. 2002. Constitutive p38HOG

434 À. Â. Áîðîäêèíà è äð.



mitogen-activated protein kinase activation induces permanent cell
cycle arrest and senescence. Cancer Res. 62 : 5076—5082.

Hayflick L., Moorhead P. S. 1961. The serial cultivation of hu-
man diploid cell strains. Exp. Cell Res. 25 : 585—621.

Iwasa H., Han J., Ishikawa F. 2003. Mitogen-activated protein
kinase p38 defines the common senescence-signalling pathway.
Genes Cells. 8 : 131—144.

Kim J. S., Kim E. J., Kim H. J., Yang J. Y., Hwang G. S.,
Kim C. W. 2011. Proteomic and metabolomic analysis of H2O2-in-
duced premature senescent human mesenchymal stem cells. Exp.
Gerontol. 46 : 500—510.

Kodama R., Kato M., Furuta S., Ueno S., Zhang Y., Matsu-
no K., Yabe-Nishimura C., Tanaka E., Kamata T. 2013. ROS-gene-
rating oxidases Nox1 and Nox4 contribute to oncogenic Ras-indu-
ced premature senescence. Genes Cells. 18 : 32—41.

Kuilman T., Peeper D. S. 2009. Senescence-messaging secre-
tome: SMS-ing cellular stress. Nat. Rev. Cancer. 9 : 81—94.

Kurz E. U., Lees-Miller S. P. 2004. DNA damage-induced ac-
tivation of Atm and Atm-dependent signaling pathways. DNA Re-
pair. 3 : 889—900.

Larsen S. A., Kassem M., Rattan S. I. 2012. Glucose metabolite
glyoxal induces senescence in telomerase-immortalized human me-
senchymal stem cells. Chem. Cent. J. 6 : 18.

Lawless C., Jurk D., Gillespie C. S., Shanley D., Saretzki G.,
von Zglinicki T., Passos J. F. 2012. A stochastic step model of rep-
licative senescence explains ROS production rate in ageing cell po-
pulations. PLoS ONE. 7 : e32117.

Lee J. J., Lee J. H., Ko Y. G., Hong S. I., Lee J. S. 2010. Pre-
vention of premature senescence requires JNK regulation of Bcl-2
and reactive oxygen species. Oncogene. 29 : 561—575.

Lee J. S., Lee M. O., Moon B. H., Shim S. H., Fornace A. J. Jr.,
Cha H. J. 2009. Senescent growth arrest in mesenchymal stem cells
is bypassed by Wip1-mediated downregulation of intrinsic stress
signaling pathways. Stem Cells. 27 : 1963—1975.

Loseva O., Shubbar E., Haghdoost S., Evers B., Helleday T.,
Harms-Ringdahl M. 2014. Chronic low dose rate ionizing radiation
exposure induces premature senescence in human fibroblasts that
correlates with up regulation of proteins involved in protection aga-
inst oxidative stress. Proteomes. 2 : 341—362.

Manke I. A., Nguyen A., Lim D., Stewart M. Q., Elia A. E., Yaf-
fe M. B. 2005. MAPKAP kinase-2 is a cell cycle checkpoint kinase
that regulates the G2/M transition and S phase progression in res-
ponse to UV irradiation. Mol. Cell. 17 : 37—48.

Maruyama J., Naguro I., Takeda K., Ichijo H. 2009. Stress-ac-
tivated MAP kinase cascades in cellular senescence. Curr. Med.
Chem. 16 : 1229—1235.

Mezhir J. J., Advani S. J., Smith K. D., Darga T. E., Poon A. P.,
Schmidt H., Posner M. C., Roizman B., Weichselbaum R. R. 2005.
Ionizing radiation activates late herpes simplex virus 1 promoters
via the p38 pathway in tumors treated with oncolytic viruses. Can-
cer Res. 65 : 9479—9484.

Moiseeva O., Deschênes-Simard X., St-Germain E., Igel-
mann S., Huot G., Cadar A. E., Bourdeau V., Pollak M. N., Ferbey-
re G. 2013. Metformin inhibits the senescence-associated secretory
phenotype by interfering with IKK/NF-kB activation. Aging Cell.
12 : 489—498.

Passos J. F., Nelson G., Wang C., Richter T., Simillion C.,
Proctor C. J., Miwa S., Olijslagers S., Hallinan J., Wipat A., Saret-
zki G., Rudolph K. L., Kirkwood T. B., von Zglinicki T. 2010. Feed-
back between p21 and reactive oxygen production is necessary for
cell senescence Mol. Syst. Biol. 6 : 347.

Passos J. F., Saretzki G., Ahmed S., Nelson G., Richter T., Pe-
ters H., Wappler I., Birket M. J., Harold G., Schaeuble K.,
Birch-Machin M. A., Kirkwood T. B., von Zglinicki T. 2007. Mito-
chondrial dysfunction accounts for the stochastic heterogeneity in
telomere-dependent senescence. PLoS Biol. 5 : e110.

Probin V., Wang Y., Bai A., Zhou D. 2006. Busulfan selective-
ly induces cellular senescence but not apoptosis in WI38 fibroblasts
via a p53-independent but extracellular signal-regulated kinase p38
mitogen-activated protein kinase-dependent mechanism. J. Phar-
macol. Exp. Ther. 319 : 551—560.

Wang D., Jang D. J. 2009. Protein kinase CK2 regulates cyto-
skeletal reorganization during ionizing radiation-induced senescen-
ce of human mesenchymal stem cells. Cancer Res. 69 : 8200—
8207.

Wang Y., Meng A., Zhou D. 2004. Inhibition of phosphatidyli-
nostol 3-kinase uncouples H2O2-induced senescent phenotype and
cell cycle arrest in normal human diploid fibroblasts. Exp. Cell
Res. 298 : 188—196.

Zdanov S., Debacq-Chainiaux F., Remacle J., Toussaint O.
2006. Identification of p38MAPK-dependent genes with changed
transcript abundance in H2O2-induced premature senescence of
IMR-90 hTERT human fibroblasts. FEBS Lett. 580 : 6455—6463.

Ïîñòóïèëà 3 II 2016
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Our recent findings clearly demonstrate that human endometrium-derived mesenchymal stem cells
(hMESCs) respond to the sublethal oxidative stress by the premature senescence induction via ÀÒÌ/Chk2/p53/
p21/Rb pathway. Furthermore, based on the application of the SB203580 (SB) we suggested p38 MAP-kinase
involvement in senescence progression. However, there are several disadvantages concerning this inhibitor:
1) using SB would not be suitable for in vivo experiments due to toxicity issue; 2) the poor kinase selectivity
profile of SB complicates interpretation of the obtained data. Here, in order to confirm the implication of p38 in
the H2O2-induced senescence of hMESCs, we applied another highly specific inhibitor of p38 — BIRB796
(BIRB). In presence of BIRB we revealed cell size decrease, reduction in the levels of reactive oxygen species,
partial restoration of proliferation and increase in Rb phosphorylation levels in comparison to H2O2-treated
hMESCs. Summarizing the obtained results we can postulate p38 implication in H2O2-induced senescence of
hMESCs, and suggest p38 inhibition as a promising approach in prevention of premature senescence.
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