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Резюме
Обоснование. Поиск потенциальных сенолитиков и сеноморфов, способ-
ных влиять на количество и активность сенесцентных клеток в организме, 
является актуальной задачей в области геронтологии. Ранее было показано, 
что митохондриально-направленные соединения на основе пластохинона, 
а также берберин обладают геропротекторными свойствами в различных 
моделях in vitro и in vivo. Из этого следует, что митохондриально-направ-
ленное соединение на основе берберина и пластохинона — SkQBerb может 
обладать более высоким геропротекторным потенциалом по сравнению 
с ранее исследуемыми соединениями.
Цель. Изучить геропротекторную активность SkQBerb в модели хронологи-
ческого старения миобластов МВ135.
Материалы и методы. Мы исследовали влияние SkQBerb на различные 
признаки старения миобластов человека MB135. Для определения клеточ-
ного старения проводили гистохимическое окрашивание на β-галактозидазу 
с помощью коммерческого набора, определяли уровень провоспалитель-
ных цитокинов ИЛ-6 и ИЛ-8 с использованием готовых наборов для им-
муноферментного анализа, а также оценивали содержание белков p21, pRb 
(Ser807/811), LC3B с помощью вестерн-блоттинга.
Результаты. Анализ полученных результатов показал, что SkQBerb в кон-
центрации 20–100 нМ эффективно подавляет накопление сенесцентных 
клеток при хронологическом старении MB135, а также достоверно снижает 
уровень основных факторов секреторного фенотипа IL-6 и 8.
Заключение. Результаты нашей работы указывают на потенциальный геро-
протекторный и сеноморфный эффект SkQBerb. Это открывает перспекти-
вы применения данного митохондриально-направленного соединения в ка-
честве геропротектора.
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ские средства.
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Abstract
Background. The field of gerontology is actively seeking senolytics and seno-
morphs that can influence the quantity and activity of senescent cells in the 
body. Previous studies have demonstrated the geroprotective properties of mito-
chondrial-directed compounds based on plastoquinone and berberine in various 
in vitro and in vivo models. Thus, it is plausible that SkQBerb, a mitochondrial-
targeted compound combining berberine and plastoquinone, may exhibit higher 
geroprotective potential compared to previously studied compounds.
Objective. The aim of this study is to investigate the geroprotective activity 
of SkQBerb in a chronological aging model using MB135 myoblasts.
Materials and Methods. The effect of SkQBerb on various aging characteristics 
of human MB135 myoblasts was assessed. Histochemical staining for β-galac-
tosidase was performed using a commercially available kit. The levels of proin-
flammatory cytokines IL-6 and IL-8 were determined using pre-made immuno-
assay kits. Additionally, Western blotting was employed to evaluate the levels 
of p21, pRb (Ser807/811), and LC3B proteins.
Results. Analysis of the results revealed that SkQBerb, at concentrations rang-
ing from 20–100 nM, effectively suppressed the accumulation of senescent cells 
in MB135 cells subjected to chronological aging. Furthermore, it significantly 
reduced the levels of IL-6 and IL-8, key factors associated with the secretory 
phenotype.
Conclusion. The findings of this study suggest a potential geroprotective and 
senomorphic effect of SkQBerb. These results open up possibilities for utilizing 
this mitochondrial-targeted compound as a geroprotector in future applications.
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ОБОСНОВАНИЕ
Молекула SkQBerb представляет собой конъю-

гат пластохинона, обладающего антиоксидантными 
свойствами, и катиона берберина, за счет которого 
происходит адресная доставка молекулы в митохон-
дрии. Ранее было показано, что митохондриально-
направленные соединения на основе пластохинона 
проявляют геропротекторные свойства. В частности, 
было продемонстрировано замедление клеточного 
старения и уменьшение вероятности ассоциирован-
ных со старением заболеваний в нескольких моделях 
in vitro и in vivo [1]. В то же время берберин, входящий 
в состав молекулы, в настоящее время рассматрива-
ется как перспективный геропротектор, замедляющий 
признаки старения сердца, в том числе за счет пода-
вления образования в тканях сенесцентных клеток [2]. 
Молекула SkQBerb на основе берберина и пластохи-
нона может обладать более высоким геропротектор-
ным потенциалом по сравнению с ранее исследуемы-
ми митохондриально-направленными соединениями. 
В данной работе в модели старения миобластов че-
ловека МВ135 мы изучили сенолитические свойства 
SkQBerb. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Изучить геропротекторные свойства SkQBerb 
в модели хронологического старения миобластов 
МВ135.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

1. Общая информация
Исследование проводили на нормальных им-

мортализованных миобластах MB135, полученных 
из биопсии мышц здорового человека. SkQBerb был 
синтезирован Г.А. Коршуновой и Н.В. Сумбатян 
в Научно-исследовательском институте физико-хими-
ческой биологии имени А.Н. Белозерского.

2. Клеточные культуры
 Клетки культивировали при 37°C, 5% CO2 в ро-

стовой среде, содержащей 60% DMEM (ПанЭко, 
Россия), 25% среды 199 (ПанЭко, Россия) и 15% эм-
бриональной телячьей сыворотки (fetal bovine serum, 
FBS) (HyClone, США), с добавлением 0,5 нг/мл bFGF 
(ПанЭко, Россия), 0,2 мкг/мл дексаметазона (Эллара, 
Россия). Для дифференцировки клетки культивиро-
вали на дифференциальной среде, содержащей 98% 
DMEM (ПанЭко, Россия) и 2% лошадиной сыворотки 
(Biosera, France), с добавлением 10 мкг/мл инсулина, 
5,5 мкг/мл трансферрина и 6,7 нг/мл селенита натрия 
(Insulin-Transferrin-Selenium Supplement 50×, ПанЭко, 
Россия).

3. Методы
Выявление β-галактозидазы (β-гал) в клетках 

осуществляли гистохимическим методом с помо-
щью коммерческого набора (Abcam, США) согласно 

инструкции производителя. Подсчет клеток прово-
дили на фотографиях, полученных с помощью флу-
оресцентного микроскопа Axiovert 200 M (Carl Zeiss, 
Германия), оснащенного камерой AxioCAM HRM, 
при увеличении ×20.

Концентрацию провоспалительных цитокинов 
ИЛ-6 и ИЛ-8 в среде культивирования определяли 
с помощью готовых наборов для иммуноферментного 
анализа (Вектор-бест, Россия) согласно инструкции 
производителя. 

Содержание белков p21, pRb, LC3B в клетках 
определяли методом вестерн-блоттинга. Лизис кле-
ток, разделение белков и перенос на мембраны 
из поливинилидендифторида (ПВДФ; polyvinylidene 
difluoride (PVDF) проводили, как описано ранее (3). 
Мембраны инкубировались со следующими пер-
вичными моноклональными антителами: анти-p21 
(Roche, Щвейцария), анти-pRb (Ser807/811) (Cell 
signaling, США), анти-LC3B (Abcam, США), за ко-
торыми следовала инкубация с вторичными анти-
телами анти-кроличьими IgG и анти-мышиными 
IgG. Активность HRP была определена с помощью 
системы ChemiDocTM XR+ (BioRad, Hercules, CA, 
USA) с использованием люминола усиленной хеми-
люминесценции (ECL) HRP-субстрата Super-Signal 
West Dura (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). 
Денситометрический анализ проводился с использо-
ванием программного обеспечения обработки изобра-
жений Image Lab версии 5.2.1.

4. Статистический анализ
Статистическую обработку данных проводи-

ли с использованием программы GraphpadPrism 6.0 
с применением однофакторного дисперсионного ана-
лиза (ANOVA) с тестом Даннета. Статистически зна-
чимыми считали различия, для которых p < 0,05.

5. Этическая экспертиза
Исследования проводили без использования 

животных и без привлечения людей в качестве 
испытуемых.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Хронологическое старение миобластов MB135 
ранее не изучалось. По этой причине на первом эта-
пе нашего исследования мы проверили способность 
клеток данной линии стареть в процессе культивиро-
вания и измеряли уровни типичных маркеров старе-
ния: накопление β-гал, содержание белков p21, pRb, 
уровень аутофагии и секрецию провоспалительных 
цитокинов ИЛ-6 и ИЛ-8. Было показано, что культи-
вирование в течение четырех недель приводило к по-
явлению 60% β-гал-положительных клеток, в то вре-
мя как среди миобластов, культивируемых в течение 
одной недели, таковых не наблюдалось (p < 0,0001) 
(рисунок 1А). Кроме того, мы обнаружили статисти-
чески значимое увеличение концентрации провос-
палительных цитокинов ИЛ-6 (p < 0,0001) и ИЛ-8 
(p = 0,001) в среде культивирования от 4-недельных 
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MB135 по сравнению с 1-недельными (рисунок 1Б). 
Помимо этого, методом вестерн-блоттинга были 
обнаружены другие признаки старения в 4-недель-
ных MB135. Так, наблюдалось увеличение содержа-
ния p21 (p = 0,029) и снижение pRb (Ser807/Ser811)  
(p = 0,036) (рисунок 1В). Наряду с этим снижалась 
активность аутофагии, о чем можно судить по изме-
нению соотношения LC3II/LC3I (p = 0,007) (рисунок 
1В), что является одним из типичных признаков ста-
рения мышечных клеток. Полученные данные свиде-
тельствуют о том, что культивирование клеток МВ135 
в течение четырех недель можно рассматривать как 
одну из моделей для изучения старения клеток in vitro. 

На следующем этапе мы изучили влияние SkQBerb 
в концентрациях 4 нM, 20 нM и 100 нM на призна-
ки клеточного старения. Обработка клеток SkQBerb 
в концентрации 20 нM приводила к статистически 
значимому двукратному снижению процента β-гал-
положительных клеток, в то время как препарат в дру-
гих концентрациях не влиял на этот параметр (рису-
нок 2А). Анализ результатов определения содержания 
в среде культивирования цитокинов ИЛ-6 и ИЛ-8 по-
казал, что SkQBerb в концентрациях 4 и 20 нМ снижа-
ет их содержание, а в концентрации 100 нМ не оказы-
вает такого эффекта (рисунок 2Б).

Рисунок 1. Определение маркеров старения в 1-недельных и 4-недельных клетках MB135. (A) Число β-гал-положительных 
клеток. (Б) Уровень цитокинов ИЛ-6 и ИЛ-8 в среде культивирования. (В) Содержание белков р21, pRb, LC3I и LC3II 
в лизате клеток.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Старение клеток (cell senescence) вносит свой 
вклад в старение организма. В частности, оно спо-
собствует развитию ассоциированного со старением 
секреторного фенотипа (SASP; senescence-associated 
secretory phenotype) — устойчивого патологического 
состояния, которое вызывает хроническое воспаление 
в тканях и нарушает их функционирование, что в ко-
нечном итоге приводит к возникновению возрастных 
заболеваний. Для устранения клеточного старения 
в настоящее время предлагается использовать препа-
раты, специфически воздействующие на состаренные 
клетки организма, — сенолитики (вещества, устраня-
ющие старые клетки) и сеноморфы (вещества, моду-
лирующие развитие SASP, но не влияющие на жизне-
способность старых клеток). Сенолитики считаются 
более перспективными средствами для исследований 

на лабораторных животных и испытаний в клинике, 
однако изучены далеко не все возможные негативные 
эффекты такой терапии [4]. Так, одной из основных 
проблем применения сенолитиков во взрослом воз-
расте является атрофия тканей, возникающая в ре-
зультате массового удаления сенесцентных клеток. 
При нормальном старении накопление сенесцентных 
клеток варьируется в разных тканях, составляя в сред-
нем от 2% до 5%. Сенесцентные клетки играют важ-
ную роль в поддержании структуры тканей, особенно 
в позднем возрасте, и поэтому их резкое удаление мо-
жет привести к атрофии разной степени, в зависимо-
сти от количества сенесцентных клеток, находящихся 
в ткани [5]. Кроме того, уничтожение сенесцентных 
клеток не только препятствует развитию негативных 
эффектов клеточного старения, но и снижает их по-
лезные эффекты. К примеру, клеточная сенесценция 

Рисунок 2. Влияние SkQBerb на маркеры старения клеток MB135. (A) Число β-гал-положительных клеток в 4-недельной 
культуре клеток. (Б) Уровень цитокинов ИЛ-6 и ИЛ-8 в среде культивирования клеток после 1 и 4 недель инкубации.
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способствует заживлению ран [6], клеточному пере-
программированию [7] и регенерации тканей [8]. 
В связи с этим по-прежнему является актуальным 
поиск препаратов, не только проявляющих сенолити-
ческие свойства, но и препаратов, нацеленных на по-
давление SASP (сеноморфов), так как в ряде случаев, 
применение сеноморфов в составе комбинаторной 
терапии возраст-зависимых патологий является более 
оправданным.

Существует большое количество способов стиму-
ляции клеточного старения, наиболее распространен-
ными индукторами являются репликативное старение 
путем длительного культивирования, ионизирующая 
и неионизирующая радиация, генотоксические препа-
раты, окислительный стресс, а также деметилирующие 
и ацетилирующие агенты (9). В нашем исследовании 
мы впервые показали, что миобласты MB135 под-
вержены хронологическому старению. Как и в слу-
чае с индукцией старения клеток под воздействием 
повреждающих факторов, культивирование клеток 
MB135 в течение четырех недель приводит к появле-
нию типичных биомаркеров старения, таких как на-
копление β-гал, увеличение секреции провоспалитель-
ных цитокинов ИЛ-6 и ИЛ-8, повышение содержания 
белка p21 и уменьшение белка pRb, снижение уровня 
аутофагии. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что культивирование клеток МВ135 в течение четырех 
недель можно рассматривать как одну из моделей для 
изучения старения клеток in vitro. Далее мы показали, 
что SkQBerb обладает геропротекторными свойствами 
на разработанной нами модели. Анализ результатов 
определения уровня β-гал продемонстрировал, что 
SkQBerb в концентрациях от 20 до 100 нМ снижает 
количество β-гал-положительных клеток, что сви-
детельствует о сенолитическом потенциале данного 
соединения. При этом данные иммуноферментного 
анализа показали, что обработка клеток SkQBerb в диа-
пазоне концентраций от 4 до 20нМ приводит к сниже-
нию уровня цитокинов ИЛ-6 и ИЛ-8, что свидетель-
ствует о сеностатическом действии SkQBerb. Исходя 
из полученных данных можно сделать вывод о том, что 
SkQBerb в низкой концентрации (4 нМ) обладает сено-
статическими, но не сенолитическими свойствами, по-
скольку, несмотря на подавление секреции цитокинов, 
не наблюдается снижения числа β-гал-положительных 
клеток. В то же время 20 нМ SkQBerb является опти-
мальной концентрацией, проявляющей как сеностати-
ческие, так и сенолитические свойства. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, результаты нашей работы ука-
зывают на потенциальный геропротекторный и се-
номорфический эффекты SkQBerb. Это открывает 

перспективы применения данного митохондриально-
направленного соединения в качестве геропротектора 
и сеноморфа.

Источник финансирования. Исследование вы-
полнено за счет средств программы«Приоритет-2030». 

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов интере-
сов, связанных с содержанием настоящей статьи.

Участие авторов. Челомбитько М.А. — экспе-
риментальная работа, планирование экспериментов, 
написание статьи, Моргунова Г.В. — эксперимен-
тальная работа, написание статьи, Строчкова Н.Ю — 
экспериментальная работа, Лямзаев К.Г. — планиро-
вание экспериментов, написание статьи.

Все авторы одобрили финальную версию статьи 
перед публикацией. 
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