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АННОТАЦИЯ
Обоснование. Накопление сенесцентных клеток в тканях и органах человека снижает способность тканей к обновле-
нию и нормальному функционированию, что влияет на старение организма в целом и способствует развитию возраст-
ассоциированных заболеваний. Избирательная элиминация сенесцентных клеток с помощью сенолитиков может быть 
потенциальным терапевтическим подходом в профилактике таких заболеваний. 
Цель. Главной целью исследования являлось изучение воздействия перспективных сенолитиков (кверцетина и диги-
дрокверцетина) на свойства сенесцентных мезенхимных стволовых/стромальных клеток (сМСК), полученных от по-
жилых доноров.
Методы. Проведены тесты, оценивающие такие характеристики и аспекты поведения клеток, как экспрессия маркё-
ров клеточного старения, апоптоз, активность митохондрий и секреторная активность. В работе использованы сле-
дующие методы исследования: световая микроскопия, флуоресцентная микроскопия, полимеразная цепная реакция 
в реальном времени с обратной транскрипцией, прижизненная съёмка, XTT-тест, иммуноцитохимический и иммуно-
ферментный анализ.
Результаты. В гетерогенной популяции первично выделенных сМСК, полученных от пожилых пациентов, преобла-
дают клетки с маркерами клеточного старения (активность β-галактозидазы; экспрессия p21; секреторный фенотип, 
ассоциированный со старением) по сравнению с контролем — МСК от молодых доноров. Добавление сенолитиков 
к сМСК может способствовать изменению функциональных свойств этих клеток, включая снижение экспрессии р21 
и продукции компонентов секреторного фенотипа, ассоциированного со старением. По данным иммуноцитохимиче-
ского анализа экспрессии маркера сенесцентности клеток p21, среднее значение эффективности элиминации состави-
ло 20,35% для кверцетина и 57,36% для дигидрокверцетина. При этом статистически значимое изменение содержания 
компонентов секреторного фенотипа, ассоциированного со старением (ингибитор активатора плазминогена 1-го типа, 
интерлейкин 6, моноцитарный хемотаксический протеин-1) в кондиционированной среде сМСК под воздействием се-
нолитиков наблюдали только в случае дигидрокверцетина.
Заключение. Полученные результаты демонстрируют, что при добавлении кверцетина статистически значимо повы-
шается частота апоптоза в культуре сМСК по сравнению с интактными сМСК, и это подтверждает его сенолитические 
свойства. В то же время дигидрокверцетин не вызывает индукцию апоптоза и поддерживает жизнеспособность кле-
ток. Таким образом, дигидрокверцетин скорее демонстрирует свойства сеноморфика — вещества, способствующего 
изменению фенотипа сенесцентной клетки в исходное состояние.

Ключевые слова: старение; клеточное старение; мезенхимные стволовые/стромальные клетки; сенолитики; сено-
морфики; сенесцентные клетки.
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ABSTRACT
BACKGROUND: The accumulation of senescent cells in human tissues and organs leads to a decrease in the ability of tissues 
to renew and function normally, which affects the aging of the organism as a whole and contributes to the development of 
age-associated diseases. Selective elimination of senescent cells using senolytics may be a potential therapeutic approach in 
the prevention of such diseases. 
AIM: The main aim of this study was to investigate the effects of promising senolytics (quercetin and dihydroquercetin) on the 
behavior of senescent mesenchymal stem/stromal cells (sMSCs) obtained from elderly donors.
METHODS: During the study of the effect of senolytics on sMSCs, tests assessing such characteristics and aspects of cell 
behavior as cell ageing markers, apoptosis, mitochondrial activity, and secretory activity were performed. We used the 
following research methods: light microscopy, fluorescence microscopy, real-time PCR with reverse transcription, timelapse, 
XTT test, ICC, and ELISA.
RESULTS: In the heterogeneous population of primary isolated sMSCs obtained from elderly patients, cells with markers of 
cell aging (β-galactosidase, p21 expression, secretory senescence-associated phenotype (SASP)) prevail in comparison with 
the control. The addition of senolytics to sMSCs can contribute to the change of functional properties of these cells, including 
a decrease in the expression of p21 and production of SASP components. Based on IHC results for the cellular senescence 
marker p21, the mean elimination efficiency was 20.35% for quercetin and 57.36% for dihydroquercetin. Significant changes 
in SASP components (PAI-1, IL-6, MCP-1) in the conditioned medium of sMSCs were observed only with dihydroquercetin 
treatment.  
CONCLUSION: The results also demonstrate that quercetin induces statistically significant apoptosis in sMSCs compared to 
untreated controls, partially confirming its senolytic properties. In contrast, dihydroquercetin does not induce apoptosis and 
maintains cell viability. Thus, dihydroquercetin exhibits senomorphic properties — the ability to revert senescent cells to their 
original phenotype.
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ВВЕДЕНИЕ
Прогресс позволил значительно улучшить условия 

жизни многих людей, что неизбежно повлияло на уве-
личение продолжительности их жизни. Данное утверж-
дение справедливо и в отношении населения Российской 
Федерации. Согласно данным Федеральной службы госу-
дарственной статистики (Росстат) за 2022 год, количество 
людей старше трудоспособного возраста с 2002  года 
(20,5%) увеличилось и на 2022 год составляло 24% на-
селения1. Однако с увеличением продолжительности 
жизни у людей часто наблюдаются возраст-ассоцииро-
ванные заболевания и состояния, такие как сердечно-со-
судистые и онкологические заболевания, нейродегенера-
тивные заболевания, заболевания опорно-двигательной 
системы, сахарный диабет 2-го типа и др. [1]. По данным 
Росстата, с 2018 года среди лиц, являющихся инвалида-
ми, больше всего людей старше трудоспособного воз-
раста2. В  2022 году данный показатель составил 64%, 
и 24% — относительно общего количества лиц старше 
трудоспособного возраста. В связи с вышесказанным по-
вышение качества и продолжительности жизни пожилых 
людей представляет собой одну из ключевых задач реге-
неративной медицины.

Старение организма — это ухудшение всех физио-
логических функций, которое носит мультифакторный 
характер. Важный вклад в этот процесс вносит накопле-
ние сенесцентных (старых) клеток в органах и тканях. Се-
несцентная клетка обладает следующими характерными 
свойствами: утрата способности к делению, изменение 
фенотипа (она становится больше, увеличивается её ме-
таболическая и лизосомальная активность). В  конечном 
итоге она приобретает секреторный фенотип, ассоции-
рованный со старением (senescence-associated secretory 
phenotype, SASP) [2]. Секретом клеток с SASP включает 
целый перечень различных биологически активных ве-
ществ, таких как провоспалительные цитокины, ростовые 
факторы, хемокины и протеазы. Состав секретома сенес-
центных клеток зависит от триггера или первопричины 
запуска процессов изменения клетки в сторону сенес-
центности. Выделяют несколько механизмов, индуциру-
ющих старение клетки: повреждение ДНК, дисфункция 
митохондрий, перестройка хроматина и прочие причины. 
При этом компоненты секретома клеток с SASP могут за-
пустить старение окружающих клеток, а затем и старение 
микроокружения клетки [3]. 

Мезенхимные стволовые/стромальные клетки (МСК) 
обеспечивают клеточный гомеостаз и поддержание 
самообновления тканей. Ранее нами было показано, 

1  rosstat.gov.ru [интернет]. Федеральная служба государственной ста-
тистики. Население. Демография. Режим доступа: https://rosstat.gov.ru/
folder/12781 Дата обращения: 01.02.2025.
2  rosstat.gov.ru [интернет]. Федеральная служба государственной ста-
тистики. Население. Положение инвалидов. Режим доступа: https://
rosstat.gov.ru/folder/13964 Дата обращения: 01.02.2025.

что МСК играют важную роль в регуляции дифференци-
ровки стволовых клеток за счёт секреторной активности, 
в то же время секретом сенесцентных МСК (сМСК) пода-
вляет адипогенную дифференцировку контрольных МСК 
от молодых доноров [4]. Предполагается, что, восстано-
вив физиологический баланс между МСК и сМСК за счёт 
элиминации избыточного количества сМСК, можно акти-
вировать обновление тканей и повысить их способность 
к регенерации.

Вещества, позволяющие избирательно элиминировать 
сенесцентные клетки, называются сенолитиками. В данной 
работе мы выбрали сенолитики кверцетин и дигидроквер-
цетин для оценки эффективности воздействия на сМСК. 
Данные сенолитики относятся к флавоноидам, облада-
ющим антиоксидантной активностью. Безопасность их 
применения была неоднократно изучена, и в настоящий 
момент проводятся клинические испытания с этими сено-
литиками (девять с использованием кверцетина и три с ис-
пользованием дигидрокверцетина) [5]. Однако эффект воз-
действия данных соединений на поведение человеческих 
стволовых и стромальных сенесцентных клеток остаётся 
малоизученным. В данном исследовании мы провели срав-
нительный анализ эффективности сенолитиков кверцетина 
и дигидрокверцетина при воздействии на сМСК человека.

ЦЕЛЬ 
Главной целью данного исследования являлось изуче-

ние воздействия сенолитиков (кверцетина и дигидроквер-
цетина) на свойства сМСК, полученных от пожилых до-
норов.

МЕТОДЫ

Сенолитики
В работе использованы водные растворы сенолити-

ков, относящихся к группе флавоноидов: кверцетин (ООО 
«Продвинутые технологии», Россия), а также дигидрок-
верцетин (ООО «Продвинутые технологии», Россия).

Выделение и культивирование мезенхимных 
стволовых клеток

В работе использованы МСК, иммортализованные 
с помощью человеческой теломеразы (ATCC® SCRC-
4000TM) (иМСК), а также первично выделенные МСК жи-
ровой ткани человека. Все первично выделенные клет-
ки были получены от относительно здоровых доноров, 
соответствующих критериям включения и исключения, 
подробно описанным ранее [6], и криоконсервированы 
в биобанке Центра регенеративной медицины Медицин-
ского научно-образовательного института Московского 
государственного университета имени М.В.  Ломоносова. 
Возраст молодых доноров — менее 40 лет, в то время 
как возраст пожилых пациентов составлял более 65 лет. 

https://rosstat.gov.ru/folder/12781
https://rosstat.gov.ru/folder/12781
https://rosstat.gov.ru/folder/13964
https://rosstat.gov.ru/folder/13964
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Способ выделения МСК описан в ранее опубликован-
ных работах [6, 7]. Выделенные МСК обладали харак-
терным фенотипом для этих клеток согласно рекомен-
дациям международного общества клеточной и генной 
терапии (International Society for Cell & Gene Therapy, ISCT), 
а именно способностью адгезии к пластику, экспрессией 
маркеров CD73, CD90 и CD105, отсутствием экспрессии ге-
мопоэтических и эндотелиальных маркеров CD11b, CD14, 
CD19, CD34, CD45, CD79a и HLA-DR, способностью к диф-
ференцировке in vitro.

Все МСК культивировали с использованием базаль-
ной среды AdvanceSTEM (HyClone, США) с добавлением 
10% Mesenchymal Stem Cell Growth Advance Supplement 
(HyClone, США), 1% раствора пенициллина–стрептомицина 
(HyClone, США), 1% GlutaMAX-1 (Gibco, США). Культивиро-
вание осуществляли при условиях поддержания 5% CO2 
и 37 °С. Среду меняли каждые 3 дня. Все эксперименты 
были проведены на клетках 3–4-го пассажа.

Модель воздействия сенолитиков на клетки
Все МСК высаживали в количестве 3000  кл./лунку 

96-луночного планшета. Затем культивировали в пи-
тательной среде (200  мкл на лунку) в течение несколь-
ких часов до полной адгезии клеток к культуральному 
пластику. После чего меняли среду на депривационную 
и оставляли культивировать в течение ночи. Для депри-
вации и в качестве базальной среды оценки воздей-
ствия сенолитиков использовали среду DMEM с низким 
содержанием глюкозы (Gibco, США) с добавлением 1% 
раствора пенициллина–стрептомицина (HyClone, США) 
и 1% GlutaMAX-1 (Gibco, США). По истечении депривации 
клеткам меняли среду на депривационную или с добав-
лением одного из сенолитиков в следующих концентра-
циях: в случае оценки цитотоксичности — 2,5, 5, 10, 20 
и 40  мкМ; в эксперименте по оценке жизнеспособности 
клеток по активности митохондрий с помощью XTT-теста 
(Biological Industries, Израиль) — 10  мкМ. Все растворы 
сенолитиков добавляли 1 раз в начале эксперимента.

Определение цитотоксичности разных 
концентраций сенолитиков

С целью определения безопасных концентраций 
для клеток была использована клеточная линия иМСК. 
В связи с тем, что, согласно литературным данным, воз-
можно использование разных концентраций сенолитиков 
в зависимости от типа клеток (например, для эндотели-
альных клеток человека — от 0 до 20 мкМ [8], в случае 
сенесцентных фибробластов — 6  мкМ [9] или 50  мкМ 
[10]), а также учитывая тот факт, что при повышении кон-
центрации возможен просенесцентный эффект воздей-
ствия на клетки [11], был выбран диапазон концентраций, 
включающий 2,5; 5; 10; 20 и 40 мкМ. 

Кроме того, для оценки цитотоксичного воздействия 
параллельно с основной схемой эксперимента использо-
вали дополнительные дубликаты лунок с сенолитиками 

и флуоресцентным красителем — этидиумом гомодиме-
ром-1 в количестве 2 мкМ (Sigma-Aldrich, США), который 
окрашивает ядра мёртвых клеток, не проникая при этом 
в живые. Далее планшет помещали в систему BioSpa  8 
(Bio-Tek, США) и проводили прижизненную съёмку в те-
чение 4 дней с помощью Cytation  5 (Bio-Tek, США). Об-
работку и анализ полученных изображений производили 
с помощью программного обеспечения ImageJ Fiji.

Оценка жизнеспособности первично 
выделенных мезенхимных стволовых клеток 
по активности митохондрий и влияние 
сенолитиков на апоптоз этих клеток

Первично выделенные клетки от молодых (МСК) 
и пожилых доноров (сМСК) были высажены в количестве 
3000 кл./лунку 96-луночного планшета. При оценке воз-
действия сенолитиков была использована концентрация 
10  мкМ. Тестирование на жизнеспособность проводили 
на 1, 4, 7 и 14-й день культивирования с помощью XTT-
теста (Biological Industries, Израиль). Измерения опти-
ческой плотности выполняли на длинах волн 450  нм 
и 630  нм на спектрофотометре EnVision Multilabel Plate 
Readers (PerkinElmer, США). Для оценки цитотоксичного 
воздействия к клеткам добавляли флуоресцентный кра-
ситель — этидиум гомодимер-1 (2  мкМ) — и проводи-
ли прижизненную съёмку в течение 7  дней с помощью 
Cytation 5. Обработку и анализ полученных изображений 
производили с помощью программного обеспечения Im-
ageJ Fiji.

Сравнение уровней экспрессии генов 
плюрипотентности и биомаркеров 
сенесцентности в мезенхимных стволовых 
клетках с помощью полимеразной цепной 
реакции с обратной транскрипцией 
в реальном времени 

Тотальная РНК была выделена из 500  тыс. клеток 
(~90% конфлюэнт) с использованием набора RNeasy Mini 
Kit (QIAGEN, Великобритания) согласно инструкции про-
изводителя. Для исключения возможности отжига псев-
догенов в случае с маркерами плюрипотентности пробы 
были обработаны ДНКазой I (Optizyme DNase I; Thermo 
Fisher Scientific, США) согласно инструкции производи-
теля. Синтез комплементарной ДНК из тотальной РНК 
выполняли с помощью набора для проведения обратной 
транскрипции MMLV Reverse Transcription Kit («Евроген», 
Россия). Температурный режим поддерживали с помощью 
прибора Mastercycler R nexus gradient (Eppendorf, Герма-
ния). Полученную комплементарную ДНК использовали 
в количественной полимеразной цепной реакции в ре-
альном времени при помощи набора qPCRmix-HS SYBR + 
LowROX («Евроген», Россия) согласно протоколу произ-
водителя. Экспрессия генов представлена относительным 
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количественным методом с нормировкой на ген домаш-
него хозяйства RPLP0 (ΔCT). Праймеры были сконструиро-
ваны с помощью сайта Primer Designing Tool (NCBI, США). 
Последовательности праймеров приведены в табл. 1.

Изучение изменения компонентов SASP 
в кондиционированной среде мезенхимных 
стволовых клеток под воздействием 
сенолитиков методом иммуноферментного 
анализа 

В качестве наиболее представленных компонентов 
SASP были выбраны интерлейкин  6 (IL) IL-6, ингибитор 
активатора плазминогена 1-го типа (plasminogen activator 
inhibitor 1, PAI-1), моноцитарный хемотаксический проте-
ин-1 (monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1). Клетки 
культивировали в течение 4 дней с добавлением сеноли-
тиков, после чего собирали кондиционированную среду 
и замораживали на –80 °С с добавлением ингибитора про-
теаз (Roche, Швейцария). Для определения концентрации 
данных компонентов SASP образцы кондиционированной 
среды анализировали с помощью иммуноферментного 
анализа согласно инструкции производителя набора ре-
активов для иммуноферментного анализа (R&D Systems, 
США). Чувствительность анализа составляла 0,7  пг/мл 
для IL-6; 0,142 нг/мл для PAI-1 и 10 пг/мл для MCP-1.

Оценка изменения сенесцентных биомаркеров 
мезенхимных стволовых клеток (экспрессия 
p21 и активность бета-галактозидазы) 
при воздействии сенолитиков

На 4-й день воздействия сенолитиков на первично вы-
деленные МСК клетки фиксировали 4% формальдегидом 
(PanReac Applichem, США) на натрий-фосфатном буфе-
ре («ПанЭко», Россия) в течение 10  мин при комнатной 

температуре. Далее и после каждого описанного шага 
следовала процедура отмывки с помощью натрий-фос-
фатного буфера, включающая инкубирование 3  раза 
по 5  мин при комнатной температуре. Затем проводили 
пермеабилизацию 0,1% Triton X-100 в течение 10  мин 
при комнатной температуре. Следующим шагом было ин-
кубирование образцов в растворе 10% козлиной сыворот-
ки (Abcam, Великобритания), сделанной на 1% растворе 
бычьего сывороточного альбумина («ПанЭко», Россия), 
при комнатной температуре в течение часа. Затем об-
разцы инкубировали в растворе первых кроличьих по-
ликлональных антител, обеспечивающих специфическое 
связывание с p21 (Cell Signaling Technology, США) на 1% 
растворе бычьего сывороточного альбумина («ПанЭко», 
Россия) при 4 °С в течение ночи. Следующую инкубацию 
проводили со вторыми козлиными антителами против 
кролика (A11034, A11037; Invitrogen, США) при комнатной 
температуре в течение часа. Ядра были мечены с помо-
щью DAPI (DAKO, США). Микроскопию и анализ выполняли 
на инвертированном флуоресцентном микроскопе Leica 
DMi8 (Leica Microsystems, Германия). Оценка активности 
β-галактозидазы была проведена с помощью окрашива-
ния коммерческим набором Senescence b-Galactosidase 
Staining Kit (Cell Signaling Technology, США) согласно ин-
струкции производителя.

Статистический анализ
Для статистического анализа использовали программ-

ное обеспечение Prism 8.0 (GraphPad, США). В  случае, 
когда данные соответствовали нормальному распреде-
лению (критерий Колмогорова–Смирнова, критерий Ша-
пиро–Уилка), сравнение независимых групп проводили 
с помощью теста Стьюдента, критерия Фишера, а так-
же выполняли однофакторный дисперсионный анализ 
с поправкой Тьюки для учёта множественных сравнений. 
В случае, когда данные соответствовали ненормальному 

Таблица 1. Праймеры и условия проведения полимеразной цепной реакции в реальном времени 
Table 1. Primers and conditions for real-time polymerase chain reaction

Ген Праймеры 5’→3’
(П — прямой, О — обратный)

Длина продукта, 
п. н.

Температура 
отжига, °C

Рибосомный фосфопротеин P0 (RPLP0) П: GCTGCTGCCCGTGCTGGTG
О: TGGTGCCCCTGGAGATTTTAGTGG

130 60–64

Транскрипционный фактор NANOG П: CCTGTGATTTGTGGGCCTG
О: GACAGTCTCCGTGTGAGGCAT

78 60

Транскрипционный фактор Octamer-binding transcription 
factor 4 (OCT4)

П: TGAGAGGCAACCTGGAGAA
О: CCACACTCGGACCACATC

110 60

Транскрипционный фактор SRY (sex determining region 
Y)-box 2 (SOX2)

П: CATCACCCACAGCAAATGACA
О: GCTCCTACCGTACCACTAGAACTT

242 60

Ингибитор циклин-зависимой киназы 2A (p16) П: GATCCAGGTGGGTAGAAGGTC
О: CCCCTGCAAACTTCGTCCT

74 60

Ингибитор циклин-зависимой киназы 1A (p21) П: CGATGGAACTTCGACTTTGTCA
О: GCACAAGGGTACAAGACAGTG

220 60
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распределению, сравнение независимых групп прово-
дили с помощью теста Манна–Уитни, а также теста Кра-
скела–Уоллиса с применением критерия Данна для учёта 
множественных сравнений. Данные представлены в виде 
средних значений ± стандартное отклонение в случае 
нормального распределения данных и в виде медианы 
и перцентилей (Me [25%; 75%]) — для ненормально-
го распределения. Статистически значимыми различия 
считали при p <0,05 (представлены следующим образом 
** p <0,05; *** p <0,005; **** p <0,0005 и ***** p <0,0001).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Сенесцентные мезенхимные стволовые 
клетки характеризуются наличием 
биомаркеров клеточного старения

В гетерогенной популяции первично выделенных 
сМСК от пожилых пациентов преобладают сенесцентные 

клетки, что подтверждается окрашиванием на активность 
β-галактозидазы, одного из биомаркеров старения клеток 
в культуре, а также тенденцией к снижению экспрессии 
NANOG  — гена, ответственного за плюрипотентность 
клеток, в сМСК по сравнению с иМСК и МСК. Уровень 
экспрессии транскрипционного фактора OCT4 статисти-
чески значимо не изменялся в разных типах образцов. 
Анализ уровня экспрессии биомаркера старения клеток 
p16 не выявил статистически значимой разницы между 
разными типами МСК, однако можно отметить тенден-
цию к снижению уровня его экспрессии от иМСК к МСК 
и от МСК к сМСК. В культуре сМСК статистически значимо 
повышается экспрессия биомаркера старения клеток p21, 
также можно отметить повышенную продукцию ключевых 
компонентов SASP по сравнению с МСК (рис. 1, 2). В дан-
ном исследовании мы изучали воздействие сенолитиков 
на первично выделенные МСК от пожилых пациентов 
(сМСК). Для этого мы первоначально проверили допу-
стимые пределы концентраций на иМСК (приложение 1), 

Рис. 1. Определение сенесцентных клеток у пациентов с помощью окраски на активность β-галактозидазы: a — иммортализованные мезен-
химные стволовые/стромальные клетки (иМСК), b — МСК, c — МСК от пожилого пациента (сенесцентные, сМСК), а также с помощью оценки 
экспрессии биомаркеров плюрипотентности (NANOG, OCT4) в иМСК, МСК и сМСК (d) и оценки экспрессии биомаркеров клеточного старения (p16, 
p21) в иМСК, МСК и сМСК (e). Данные графиков (d) и (e) получены с помощью полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией в реаль-
ном времени с нормировкой на ген домашнего хозяйства (RPLP0). Данные представлены как среднее значение со стандартным отклонением, 
а статистические значимые различия между группами обозначены следующим образом: ** и ▲ p <0,05; *** p <0,005. Сравнение, обозначенное  
**, приведено относительно иМСК.
Fig. 1. Detection of senescent cells by staining for β-galactosidase activity: a, immortalized mesenchymal stem/stromal cells; b, mesenchymal stem/
stromal cells; c, mesenchymal stem/stromal cells obtained from an elderly patient (senescent mesenchymal stem/stromal cells); and by evaluating the 
expression of pluripotency biomarkers (NANOG, OCT4) in immortalized mesenchymal stem/stromal cells, mesenchymal stem/stromal cells, and senescent 
mesenchymal stem/stromal cells  (d) and the expression of biomarkers of cellular senescence (p16, p21) in immortalized mesenchymal stem/stromal 
cells, mesenchymal stem/stromal cells, and senescent mesenchymal stem/stromal cells (e). The plots (d) and (e) were obtained using a real-time reverse 
transcription polymerase chain reaction with normalization to the housekeeping gene RPLP0. The data are presented as means and standard deviations, 
whereas statistically significant differences between the groups are indicated as follows: ** and ▲, p < 0.05; ***, p < 0.005. The comparison marked with 
** is given relative to immortalized mesenchymal stem/stromal cells.
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Рис. 2. Изменение компонентов секреторного фенотипа, ассоциированного со старением, в кондиционированной среде сМСК под воздействием 
сенолитиков: а — изменения концентрации ингибитора активатора плазминогена-1 (PAI-1); b — изменения интерлейкина 6 (IL-6); c — изменения 
моноцитарного хемотаксического протеина-1 (MCP-1) в кондиционированной среде каждой из экспериментальных групп. Данные представлены 
как среднее значение со стандартным отклонением, а статистические значимые различия между группами обозначены ** p <0,05. МСК — мезен-
химные стволовые/стромальные клетки от молодых доноров; сМСК — сенесцентные МСК, полученные от пожилых доноров; кверцитин — сМСК 
под воздействием кверцетина; дигидрокверцитин — сМСК под воздействием дигидрокверцетина.
Fig. 2. Differences in senescence-associated secretory phenotype components in the conditioned medium of senolytic-treated senescent mesenchymal 
stem/stromal cells: a, difference in plasminogen activator inhibitor-1; b, difference in interleukin 6; c, difference in monocytic chemotactic protein-1 in 
the conditioned medium between the experimental groups. The data are presented as means and standard deviations, whereas statistically significant 
differences between the groups are indicated as **, p < 0.05. МСК, mesenchymal stem/stromal cells from young donors; сМСК, senescent MSCs obtained 
from elderly donors; кверцитин, quercetin-treated sMSCs; дигидрокверцитин, dihydroquercetin-treated sMSCs.
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а также определили оптимальную концентрацию (10 мкМ) 
сенолитиков — кверцетина и дигидрокверцетина — 
для последующих экспериментов.

Сенолитики индуцируют апоптоз 
сенесцентных мезенхимных стволовых 
клеток с отличием в динамике и регулируют 
активность митохондрий

Для того чтобы оценить влияние сенолитиков на ак-
тивацию программируемой клеточной гибели в первично 
выделенных сМСК, было установлено количество случаев 
развития апоптоза в популяции МСК относительно обще-
го количества клеток в динамике в течение 7 дней куль-
тивирования (рис.  3, a, b и приложение  2). В  результате 
данного эксперимента было показано, что, во-первых, 
по количеству апоптозов сМСК как с добавлением се-
нолитиков, так и без добавления сенолитиков стати-
стически значимо отличаются от МСК в течение всего 
эксперимента (см. рис. 3, b). Во-вторых, каждая из экспе-
риментальных групп клеток статистически значимо была 
подвержена переходу в апоптоз в динамике. Однако мо-
мент обнаружения апоптотических событий для каждой 

экспериментальной группы клеток отличался. Так, наибо-
лее устойчивой к апоптозу в данном эксперименте была 
контрольная группа МСК от молодых доноров, при этом 
первой группой, для которой был зарегистрирован пере-
ход клеток в апоптоз, была контрольная группа сМСК. 
Следующими в апоптоз переходили сМСК под воздей-
ствием кверцитина, а затем сМСК под воздействием ди-
гидрокверцетина. Стоит отметить, что при воздействии 
дигидрокверцетином на сМСК количество апоптозов уве-
личивалось по S-образной кривой на 5-е сутки, что со-
поставимо с результатами для МСК от молодых доноров. 
В-третьих, при воздействии кверцетином процент апоп-
тотических событий сМСК был статистически значимо 
выше на 7-е сутки по сравнению с контрольными сМСК. 
Значимых отличий в количестве апоптозов на 7-е сутки 
между сМСК без сенолитиков и при воздействии диги-
дрокверцетином не выявлено. 

Мы также оценили активность митохондрий кле-
ток при воздействии сенолитиков с помощью XTT-теста. 
Так, в начале культивирования сМСК вне зависимости 
от добавления сенолитиков статистически значимо про-
являют сниженную активность митохондрий по сравнению 
с МСК. Кверцетин не оказывал статистически значимого 

Рис. 3. Оценка влияния сенолитиков на апоптоз и жизнеспособность первично выделенных сМСК: a — микрофотографии клеток на 7-й день 
культивирования в среде с сенолитиками, верхняя панель: фазово-контрастные изображения клеток, нижняя панель: окраска ядер мёртвых 
клеток с помощью этидиума гомодимера-1 (×10); b — оценка количества апоптозов относительно общего количества клеток на поле зрения 
в процентном соотношении в динамике в течение 7 дней культивирования; c — жизнеспособность клеток в течение 7 дней при культивирова-
нии в среде с сенолитиками (ХТТ-тест). Данные представлены как медиана с квартилями [25%; 75%] для диаграммы b и как среднее значение 
со стандартным отклонением для диаграммы c, а статистические значимые различия между группами относительно контролей (МСК и сМСК 
без воздействия сенолитиков) обозначены следующим образом: ** p <0,05; **** p <0,0001. МСК — мезенхимные стволовые/стромальные клетки 
от молодых доноров; сМСК — сенесцентные МСК, полученные от пожилых доноров; кверцитин — сМСК под воздействием кверцетина; диги-
дрокверцитин — сМСК под воздействием дигидрокверцетина. 
Fig. 3. Evaluation of the effects of senolytics on apoptosis and viability of primary senescent mesenchymal stem/stromal cells: a, micrographs on 
the 7th day of cultivation in the senolytic medium; upper panel, phase contrast images of cells; lower panel, dead cell nuclear staining with ethidium 
homodimer-1 (×10); b, evaluation of the number of apoptotic cells relative to the total number of cells in the field of view during the 7-day cultivation, 
expressed as a percentage; c, cell viability during the 7-day cultivation in senolytic medium (XTT assay). The data are presented as medians and 
interquartile ranges [25%; 75%] for the plot b, and as means and standard deviations for the plot c, whereas statistically significant differences between 
the experimental and control groups (untreated mesenchymal stem/stromal cells and senescent mesenchymal stem/stromal cells) are indicated as 
follows: **, p < 0.05; ****, p < 0.0001. МСК, mesenchymal stem/stromal cells from young donors; сМСК, senescent MSCs obtained from elderly donors; 
кверцитин, quercetin-treated sMSCs; дигидрокверцитин, dihydroquercetin-treated sMSCs.
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Рис. 3. Окончание. 
Fig. 3. The End.

эффекта на активность митохондрий в данном экспери-
менте. При этом в группе сМСК с дигидрокверцетином 
активность митохондрий увеличивалась в течение всего 
срока эксперимента (рис. 3, c). Данный эффект дигидрок-
верцетина на сМСК сохранялся в течение 14 дней (при-
ложение 3, a).

Сенолитики влияют на представленность 
в популяции сенесцентных мезенхимных 
стволовых клеток с биомаркерами клеточного 
старения

Мы оценили влияние сенолитиков на изменение се-
несцентного фенотипа сМСК с помощью биомаркеров 

клеточного старения — активности β-галактозидазы, 
экспрессии p21 в клетках, а также по продукции неко-
торых компонентов SASP в кондиционированной среде 
сМСК (IL-6, PAI-1, MCP-1). В результате не выявлено зна-
чимых отличий в окраске на активность β-галактозидазы 
на 4-й день эксперимента между группами сМСК и сМСК 
с добавлением сенолитиков (данные не приведены). 
В случае же иммуноцитохимической окраски на p21 было 
выявлено статистически значимое снижение количества 
клеток, позитивных по данному биомаркеру клеточного 
старения, после добавления сенолитиков к сМСК отно-
сительно контрольной группы сМСК (рис. 4). Иммунофер-
ментный анализ кондиционированной среды на содер-
жание компонентов SASP выявил, что при добавлении 
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дигидрокверцетина и кверцетина продукция PAI-1 имеет 
тенденцию к сокращению. А статистически значимое сни-
жение концентрации IL-6 и MCP-1 в составе кондицио-
нированной среды сМСК было обнаружено только в слу-
чае добавления дигидрокверцетина (см.  рис.  2). Далее, 
на 14-е сутки, воздействие дигидрокверцетина на секре-
том сМСК сохранялось на уровне тенценции для PAI-1, 
IL-6 и MCP-1 (см. приложение 3, b).

ОБСУЖДЕНИЕ
Элиминация сенесцентных клеток позволяет эффек-

тивно увеличить продолжительность жизни, что было по-
казано in vivo [12], однако также может снизить регене-
рацию тканей [13]. В связи с этим необходимо тщательно 
исследовать возможные эффекты сенолитиков на клетки 
пожилых пациентов.

Рис. 4 . Оценка влияния сенолитиков на экспрессию сенесцентного биомаркера p21 первично выделенных сМСК: a — микрофотографии клеток 
на 4-й день культивирования в среде с сенолитиками, верхняя панель: окраска ядер клеток с помощью DAPI, нижняя панель: иммуноцитохи-
мическая окраска ядер p21-позитивных клеток (×10); b — оценка количества p21-позитивных клеток относительно общего количества клеток 
на поле зрения в процентном соотношении. Данные представлены как среднее значение со стандартным отклонением, а статистические зна-
чимые различия между группами обозначены следующим образом: ** p <0,05; **** p <0,0005; ***** p <0,0001. МСК — мезенхимные стволовые/
стромальные клетки от молодых доноров; сМСК — сенесцентные МСК, полученные от пожилых доноров; кверцитин — сМСК под воздействием 
кверцетина; дигидрокверцитин — сМСК под воздействием дигидрокверцетина. 
Fig. 4. Evaluation of the effects of senolytics on the expression of the senescence biomarker p21 in primary senescent mesenchymal stem/stromal 
cells: a, micrographs on the 4th day of cultivation in the senolytic medium; upper panel: DAPI nuclear staining; lower panel: immunocytochemical nuclear 
staining of p21-positive cells (×10); b, evaluation of the number of p21-positive cells relative to the total number of cells in the field of view, expressed as 
a percentage. The data are presented as means and standard deviations, whereas statistically significant differences between the groups are indicated as 
follows: **, p < 0.05; ****, p < 0.0005, and *****, p < 0.0001. МСК, mesenchymal stem/stromal cells from young donors; сМСК, senescent MSCs obtained 
from elderly donors; кверцитин, quercetin-treated sMSCs; дигидрокверцитин, dihydroquercetin-treated sMSCs.
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В нашем исследовании в прямом сравнительном экс-
перименте мы оценили влияние сенолитиков — кверце-
тина и дигидрокверцетина — на сМСК, полученные от по-
жилых доноров. Мы обнаружили, что кверцетин вызывал 
апоптоз сМСК и в то же время не оказывал эффекта 
на жизнеспособность клеток в сравнении с интактными 
сМСК. Согласно литературным данным, кверцетин мо-
жет предотвращать апоптоз, вызванный окислительным 
стрессом, в различных тканях организма [14]. С  другой 
стороны, кверцетин может восстанавливать восприим-
чивость клеток к проапоптотическим стимулам, что было 
показано для сенесцентных фибробластов в модели идио-
патического фиброза [10] и для различных типов опухоле-
вых клеток, список которых приведён в обзоре [15]. Стоит 
также отметить показанное нами статистически значимое 
снижение количества сенесцентных клеток в популяции 
сМСК по биомаркеру экспрессии p21 при воздействии се-
нолитиков: среднее значение эффективности элиминации 
составило 20,4% для кверцетина и 57,4% для дигидрок-
верцетина по сравнению с контролем (сМСК без воздей-
ствия). Однако анализ компонентов SASP не выявил ни-
каких значимых изменений на 4-й день культивирования 
сМСК с кверцетином по сравнению с интактными сМСК. 
Из этого следует, что кверцетин действительно обладает 
сенолитической активностью и способен запускать апоп-
тоз в «стареющих» клетках, однако его эффективность 
далека от 100%, поэтому снижение количества сенесцент-
ных клеток на несколько процентов не приводит к из-
менению фенотипа и функциональных свойств культуры 
клеток, в частности к изменению по составу секретома 
гетерогенной популяции сМСК.

В результате нашего исследования установлено, 
что дигидрокверцетин не стимулировал переход клеток 
в апоптоз относительно контроля сМСК без воздействия, 
однако момент времени начала обнаружения апоптотиче-
ских событий совпал с другим контролем — МСК от мо-
лодых пациентов (см. рис. 3, b). Кроме того, дигидроквер-
цетин оказывал воздействие на жизнеспособность клеток 
как у МСК, так и у сМСК, что отразилось на статистиче-
ски значимом увеличении данных показателей по срав-
нению с соответствующими контролями (МСК и сМСК) 
(см.  рис.  3,  c). Данные результаты согласуются с ранее 
полученными свидетельствами in vitro, доказывающими, 
что дигидрокверцетин способен защищать стволовые 
клетки пульпы зуба от перехода в апоптоз в стрессовых 
условиях (при гипоксии, воспалении) и поддерживать их 
жизнеспособность [16]. Известно также, что применение 
дигидрокверцетина превентивно защищает органы от на-
копления активных форм кислорода, что было доказано 
in vivo, в частности при повреждении миокарда на мо-
дели ишемии-реперфузии [17]. В  нашем исследовании 
только в случае добавления дигидрокверцетина к клет-
кам мы наблюдали как уменьшение количества p21-
позитивных клеток (см.  рис.  4), так и снижение продук-
ции компонентов SASP сМСК по сравнению с интактными 

сМСК (см. рис. 2). Проанализировав полученные данные, 
мы выдвинули предположение, что дигидрокверцетин об-
ладает свойствами сеноморфика, а не сенолитика. Сено-
морфиками называют вещества, способствующие измене-
нию фенотипа сенесцентной клетки в исходное состояние, 
что может выражаться как в уменьшении количества 
клеток, позитивных по биомаркерам клеточного старения 
без их апоптоза, так и в снижении нескольких компонен-
тов SASP [18]. Такой механизм действия дигидрокверце-
тина соотносится с его позитивным воздействием in vivo 
в моделях патологий, имеющих в своей основе накопле-
ние сенесцентных клеток: фиброза [19] и возраст-ассоци-
ированных заболеваний, таких как болезнь Альцгеймера 
и ишемическая болезнь сердца [20, 21].

В настоящее время известны результаты клиническо-
го исследования применения дигирокверцетина при ле-
чении пневмонии [22]. В этом клиническом исследовании 
в группе пациентов, которым в дополнение к стандартно-
му лечению острой пневмонии давали дигидрокверцетин, 
наблюдалось значимое улучшение показателей: сниже-
ние фиброзирования лёгких и продолжительности острой 
фазы, увеличение скорости выздоровления по сравнению 
с контрольной группой пациентов, получающих только 
стандартную терапию. Сейчас проводятся ещё два клини-
ческих исследования: изучается применение дигироквер-
цетина для лечения последствий пневмонии, вызванной 
коронавирусной инфекцией COVID-193, а также его влия-
ние на биомаркеры старения иммунной системы здоровых 
пожилых пациентов4, однако результаты данных иссле-
дований ещё не опубликованы. Таким образом, изучение 
сеноморфных свойств дигидрокверцетина является пер-
спективным направлением в поиске эффективных путей 
сохранения здоровья человека и обеспечения активного 
долголетия. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Применение сенолитиков в качестве потенциального 

профилактического и терапевтического подхода является 
перспективным средством решения проблемы старения. 
Изучение эффектов сенолитиков/сеноморфиков на се-
несцентные клетки пациентов является важным этапом 
до их применения в клинических исследованиях. Полу-
ченные нами данные позволили выдвинуть предположе-
ние, что в зависимости от оказываемого эффекта на сМСК 
человека кверцетин является сенолитиком, в то же вре-
мя дигидрокверцетин, вероятно, проявляет свойства 
сеноморфика. С  учётом отличающихся механизмов воз-
действия кверцетина и дигидрокверцетина на клетки 

3  Effect of the dietary supplement taxifolin aqua on the recovery period 
after COVID-19 Pneumonia, Inc.; 2021. In: ClinicalTrials.gov [Internet]. 
Available at: https://clinicaltrials.gov/study/NCT04871802
4  Taxifolin/Ergothioneine and immune biomarkers in healthy volunteers 
(TaxEr), Inc.; 2021-2025. In: ClinicalTrials.gov [Internet]. Available at: 
https://clinicaltrials.gov/study/NCT05190432?tab=table

https://clinicaltrials.gov/study/NCT04871802
https://clinicaltrials.gov/study/NCT05190432?tab=table
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и на изменение сеценсцентного фенотипа в дальнейшем 
возможно откорректировать биомаркеры, которые будут 
использованы для оценки эффективности сенолитиков 
на более сложных живых организмах. Полученные данные 
позволяют предположить разную область применения ис-
следованных соединений: дигидрокверцетин может ис-
пользоваться в качестве сеноморфика для профилактики 
развития и прогрессирования возраст-ассоциированных 
заболеваний, в то время как кверцетин может обладать 
эффективностью при лечении пациентов с накоплением 
критического количества сенесцентных клеток, например 
при фиброзе лёгких. Тем не менее данные предположе-
ния могут быть подтверждены только при исследовании 
на животных и в клинических испытаниях.
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