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Актуальность темы 

 Патология опорно-двигательного аппарата является одной из наиболее 

часто встречающихся у лиц пожилого и старческого возраста. Известно, что 

остеоартрит (ОА) встречается у 60% лиц старше 60 лет и у 80% людей  

старше 75 лет. ОА приводит к нарушению двигательной активности, необхо-

димости эндопротезирования и, в конечном итоге, к социальной дезадапта-

ции и инвалидизации [Шукурова С.М., Хамроева З.Д., Почоджанова Ш.Ш., и 

др., 2015]. Поиск эффективных и безопасных пептидных биорегуляторов для 

нормализации функций хрящевой ткани у лиц старших возрастных групп яв-

ляется актуальной задачей биогеронтологии [Khatri S., Hansen J., Pedersen 

N.B., et al., 2022.; Wenhart C., Holthoff H.P., Reimann A., et al., 2021].  

Перспективными геро- и хондропротекторами являются полипептидный 

комплекс хрящевой и костной тканей (ППКХ) и пептид AED 

(Н-Ala-Glu-Asp-Н), входящий в его состав.  

ППКХ и входящий в его состав трипепид AED показали высокую эффек-

тивность в экспериментальных моделях заболеваний опорно-двигательного 

аппарата (ОА, остеопороз, остеохондроз и др.) in vivo. Пептид AED нормали-

зовал плотность костной ткани при остеопорозе за счет регуляции функции 

кальцитонинпродуцирующих клеток щитовидной железы. Механизмом  

действия ППКХ и пептида AED является их способность снижать синтез 

проапоптотического белка р53 и повышать синтез белка пролиферации 

PCNA в хондроцитах [Рыжак Г.А., Попович И.Г., Хавинсон В.Х. и др., 2019]. 

Молекулярный механизм хондропротекторной активности пептидов при кле-

точном старении в настоящее время не изучен. В связи с этим изучение 

влияния ППКХ и пептида AED на функциональную активность хондроцитов 

при старении in vitro является актуальной задачей биогеронтологии. 

Цель и задачи исследования 

Целью исследования явилось изучение влияние полипептидного  

комплекса хрящевой и костной тканей и пептида AED на хондрогенную 

дифференцировку мезенхимальных стволовых клеток, а также секреторный 

фенотип хондроцитов, ассоциированный со старением (SASP). 

Задачи: 

1. Оценить влияние полипептидного комплекса хрящевой и костной  

тканей и пептида AED на пролиферацию хондроцитов, полученных  

от молодых и старых крыс. 

2. Оценить влияние полипептидного комплекса хрящевой и костной  

тканей и пептида AED на экспрессию генов хондрогенной дифференцировки 

мезенхимальных стволовых клеток человека SOX9, COL2A1, COMP, ACAN. 

3. Изучить влияние полипептидного комплекса хрящевой и костной  

тканей и пептида AED на синтез белков хондрогенной дифференцировки ме-

зенхимальных стволовых клеток человека SOX9, аггрекана, коллагена II  

типа, олигомерного матричного белка хряща COMP; полипептидного  

комплекса хрящевой и костной тканей и пептида AED на секреторный 
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фенотип хондроцитов, ассоциированный со старением (SASP): р16, p53, p21, 

сиртуин SIRT1, TNF-α, IL-1α.  

4. Провести сравнительную оценку влияния полипептидного комплекса 

хрящевой и костной тканей и пептида AED на дифференцировку и старение 

хондроцитов. 

5. Выявить основные молекулярные мишени геропротекторного действия 

полипептидного комплекса хрящевой и костной тканей и пептида AED  

на хондроциты при старении in vitro. 

 

Степень разработанности темы исследования 

Основой для данного диссертационного исследования послужило  

актуальное направление молекулярной биологии и геронтологии, посвящен-

ное поиску эффективных и безопасных пептидных биорегуляторов для  

нормализации функций хрящевой ткани у лиц старших возрастных групп 

[Khatri S., Hansen J., Pedersen N.B., et al., 2022.; Wenhart C., Holthoff H.P., 

Reimann A., et al., 2021]. В настоящее время разрабатываются методы  

биоинженерии, способные стимулировать восстановление хрящевой ткани. 

Заболевания опорно-двигательного аппарата, включая ОА, являются одной 

из ведущих причин инвалидизации лиц среднего и пожилого возраста  

во всем мире. В Санкт-Петербургском институте биорегуляции и геронтоло-

гии был разработан ППКХ крупного рогатого скота - регулятор репарации 

хрящевой и костной тканей [Khavinson V.Kh., Grigoriev E.I., Malinin V.V.,  

et al., 2008]. В настоящее время в рамках II фазы клинических испытаний 

проводится оценка его эффективности и безопасности у больных гонартро-

зом второй и третьей степени [Рыжак Г.А., Попович И.Г., Хавинсон В.Х., 

2019]. Это свидетельствует о перспективности исследования ППКХ в качест-

ве вещества, которое потенциально может быть эффективно при ОА и обла-

дать геропротекторными свойствами. В состав ППКХ входят короткие  

пептиды, в том числе пептид AED [Журкович И.К., Ковров Н.Г., Рыжак Г.А., 

и др., 2020]. 

 

Научная новизна  

В работе впервые показано, что пептид AED в эффективной  

концентрации 200 нг/мл повышал количество хондроцитов в культурах,  

полученных от молодых и старых крыс, соответственно в 1,4-1,8 и 1,6-2,1 

раза по сравнению с контролем. ППКХ в эффективной концентрации 2000 

нг/мл стимулировал пролиферацию хондроцитов в культурах, полученных  

от молодых и старых крыс, соответственно в 1,7-2,2 и 1,8-2,5 раза  

по сравнению с контролем.  

Впервые изучено влияние ППКХ и пептида AED на экспрессию генов 

SOX9, COL2A1, COMP, ACAN и синтез белков хондрогенной дифференци-

ровки SOX9, аггрекана, коллагена II типа и COMP в культуре МСК человека 

при репликативном старении. Пептид AED в концентрации 200 нг/мл  

активирует экспрессию генов и синтез всех исследуемых белков при старе-

нии МСК. Для ППКХ этот эффект достигается в концентрации 2000 нг/мл.  
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Впервые охарактеризован SASP хондроцитов и проведена  

сравнительная оценка влияния пептида AED и ППКХ на этот показатель. 

Установлено, что SASP хондроцитов характеризуется повышением синтеза 

проапоптотических белков p16, p21, p53, провоспалительных цитокинов 

TNFα, IL-1α, и снижением синтеза SIRT1. Впервые установлено, что пептиды 

AED и ППКХ нормализуют синтез молекул, формирующих секреторный фе-

нотип хондроцитов, ассоциированный со старением. Установлено, что  

молекулярные механизмы геро- и хондропротекторного действия ППКХ и 

пептида AED обусловлены снижением синтеза проапоптотических белков 

p16, p21, p53, провоспалительных цитокинов TNFα, IL-1α и повышением 

экспрессии гистоновой деацетилазы SIRT1 в хондроцитах. 

 

Практическая значимость 

Исследование влияния ППКХ и пептида AED на пролиферацию хонд-

роцитов, полученных от молодых и старых крыс, на экспрессию генов и син-

тез белков хондрогенной дифференцировки МСК человека, а также влияния 

ППКХ и пептида AED на SASP хондроцитов позволило установить, что 

ППКХ и пептид AED обладают геро- и хондропротекторными свойствами  

в исследованиях in vitro. Эти эффекты пептидов достигаются за счет сниже-

ния синтеза проапоптотических белков p16, p21, p53, провоспалительных ци-

токинов TNFα, IL-1α и увеличения экспрессии фермента SIRT1, регулирую-

щего активность транскрипционных факторов в хондроцитах. Полученные 

результаты демонстрируют перспективы применения изученных веществ  

в качестве хондро- и геропротекторных препаратов нового поколения, эф-

фективно стимулирующих репарацию хрящевой ткани при ее старении  

и ассоциированных с возрастом заболеваниях, в том числе ОА. 

 

Положения, выносимые на защиту 

1. Пептид AED в эффективной концентрации 200 нг/мл повышает количе-

ство хондроцитов в культурах, полученных от молодых и старых крыс, 

соответственно в 1,4-1,8 и 1,6-2,1 раза по сравнению с контролем.  

Полипептидный комплекс хрящевой и костной тканей в эффективной 

концентрации 2000 нг/мл стимулирует пролиферацию хондроцитов в 

культурах, полученных от молодых и старых крыс, соответственно в 1,7-

2,2 и 1,8-2,5 раза по сравнению с контролем. 

2. Пептид AED в концентрации 200 нг/мл активирует экспрессию генов 

SOX9, COL2A1, COMP, ACAN и синтез белков SOX9, коллагена II типа, 

COMP, аггрекана хондрогенной дифференцировки при старении мезен-

химальных стволовых клеток. Для полипептидного комплекса хрящевой 

и костной тканей этот эффект достигается в концентрации 2000 нг/мл. 

3. Секреторный фенотип хондроцитов, ассоциированный со старением, ха-

рактеризуется повышением синтеза проапоптотических белков p16, p21, 

p53, провоспалительных цитокинов TNFα, IL-1α, и снижением синтеза 

SIRT1. Пептид AED и полипептидный комплекс хрящевой и костной 

тканей нормализуют синтез молекул, формирующих SASP хондроцитов. 
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4. Полипептидный комплекс хрящевой и костной тканей и пептид AED 

обладают геро- и хондропротекторными свойствами, обусловленными 

снижением синтеза проапоптотических белков p16, p21, p53, провоспа-

лительных цитокинов TNFα, IL-1α и повышением экспрессии  

гистоновой деацетилазы SIRT1 в хондроцитах. 

 

Связь с научно-исследовательской работой института 

Диссертационная работа является темой, выполняемой по основному 

плану НИР АННО ВО НИЦ «Санкт-Петербургский институт биорегуляции и 

геронтологии». 

 

Соответствие диссертации заявленной специальности 

Диссертация «Пептидная регуляция дифференцировки и старения  

хондроцитов» соответствует паспорту специальности 3.1.31. Геронтология и 

гериатрия, и областям исследования: пункту 2 - Изучение процессов  

формирования биологического и хронологического возраста, старения  

и старости. Основные механизмы физиологического, преждевременного,  

патологического старения, а также пункту 4 - Разработка принципов  

профилактической геронтологии и гериатрии, методов и средств  

профилактики преждевременного старения. Обоснование принципов,  

разработка методов и средств увеличения продолжительности жизни и  

продления активного периода жизни. 

 

Публикации по теме диссертации 

По материалам диссертации опубликованы 10 научных работ, в том 

числе 4 статьи в журналах, рекомендованных ВАК Минобрнауки РФ для 

опубликования материалов диссертационных исследований и международ-

ных журналах, входящих в базы данных PubMed, Web of Science, Scopus,  

1 статья в сборнике и 5 тезисов докладов. 

 

Апробация и реализация диссертации 

Основные результаты диссертационного исследования были доложены 

на XV Научно-практической конференции «Пушковские чтения – 2019. Ак-

туальные вопросы геронтологии и гериатрии» (Санкт-Петербург, 2019); на IV 

международной научной конференции «Фундаментальные и прикладные ас-

пекты медицинской приматологии» (Сочи, 2021); на XV Международном 

форуме «Cтаршее поколение» (Санкт-Петербург, 2022); на Юбилейной науч-

но-практической конференции «ИЭПиТ 2022. Вчера, сегодня, завтра» (Су-

хум, Абхазия, 2022). 

 

Структура и объем диссертации 

Диссертация состоит из списка сокращений, введения, обзора литера-

туры, описания материалов и методов, результатов собственных исследова-

ний, выводов, практических рекомендаций и указателя литературы. Текст 

диссертации изложен на 97 страницах, содержит 15 рисунков, 2 таблицы. 
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Список литературы содержит 135 источников, из них на русском языке – 14, 

на английском языке – 121. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

 

Дизайн эксперимента. Характеристика исследуемых клеточных 

линий 

В качестве объектов в диссертационном исследовании были использо-

ваны первичная культура хондроцитов, полученных от беспородных белых 

крыс и мезенхимальных стволовых клеток (МСК) человека линии SC5-MSC. 

Первичную культуру хондроцитов получали из межпозвонковых дис-

ков молодых (3 мес.) и старых (20 мес.) беспородных белых крыс. Хрящи 

межпозвонковых дисков нарезали на фрагменты размером около 1 мм
2
 и  

помещали в чашки Петри диаметром 35 мм с адгезионным покрытием в сре-

ду αMEM (модифицированная среда Игла, Sigma, США) с добавлением 10% 

сыворотки эмбрионов коров (HyClone, США) и гентамицина (50 мкг/мл).  

Через 4-7 суток из фрагментов хряща начинали выселяться клетки. При дос-

тижении клетками 80% монослоя их пассировали с помощью смеси трипсина 

и версена в соотношении 1:3 по ранее описанной методике [Сахенберг Е.И., 

Николаенко Н.С., Пинаев Г.П., 2014]. Клетки на 4 пассаже разделяли  

на 7 групп: 1 – контроль, 2, 3, 4 – добавление пептида AED в концентрациях 

20 нг/мл, 200 нг/мл и 2000 нг/мл, 5, 6, 7 – добавление ППКХ в концентрациях 

20 нг/мл, 200 нг/мл и 2000 нг/мл. Ранее в исследовании биологической ак-

тивности пептида AED в культурах фибробластов кожи при их репликатив-

ном старении эффективной оказалась   концентрация 400 нг/мл [Гутоп Е.О., 

Линькова Н.С., Фридман Н.В., и др., 2022]. Пептид AED в концентрации  

20 нг/мл стимулировал синтез факторов транскрипции в мезенхимальных 

стволовых клетках человека при стационарном и репликативном старении 

[Ashapkin V., Khavinson V., Shilovsky G., et al., 2020]. 4 пассаж были выбран 

для исследования, т.к. на этом этапе репарационные системы клетки успева-

ют восстановить их функциональную активность после повреждений.  

МСК человека линии SC5-MSC были доставлены из ЦКП «Коллекция 

культур клеток позвоночных» Института цитологии РАН (Санкт-Петербург, 

Россия). Эта линия фибробластоподобных клеток получена из эмбриональ-

ных стволовых клеток человека. Исследуемая линия имеет ограниченный 

срок жизни - до 59 удвоений клеточной популяции не наблюдается снижения 

пролиферативной активности. Она обладает фенотипом и способностью  

к мультипотентной дифференцировке, характерными для МСК, т.е.  экспрес-

сия поверхностных антигенов, характерных для мезенхимных стволовых 

клеток: CD44, CD73, CD90, CD105 и HLA-ABC; отсутствие экспрессии анти-

генов CD34 и HLA-DR, а также направленная дифференцировка в адипоген-

ном, остеогенном и хондрогенном направлениях. SC5-MSC является источ-

ником большого количества генетически однородного клеточного материала, 

необходимого для проведения разнообразных исследований. Характеристики 

данной линии свидетельствуют о широких возможностях ее для использова-
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ния в регенеративной медицине, кроме того, в исследованиях клеточной  

биологии и биотехнологии. 

Клетки выращивали в среде α-MEM с добавлением 10% эмбриональ-

ной бычьей сыворотки. Пересев культуры осуществляли, используя раствор 

трипсина (0,25%) и версена (0,02%) (1:3), кратность рассева 1:4, плотность 

4,0-5,0 х 104 клеток/см2. Клетки культивировали до 18 пассажа и разделяли 

на 5 групп: 1 – контроль, 2, 3 – добавление пептида AED в концентрациях 

200 нг/мл и 2000 нг/мл, 4, 5 – добавление ППКХ в концентрациях 200 нг/мл  

и 2000 нг/мл. В ранее проведенном исследовании пролиферативной активно-

сти культур хондроцитов было показано, что указанные концентрации пеп-

тида AED и ППКХ являются наиболее эффективными. На 18 пассаже наблю-

дали статистически значимое снижение скорости удвоения клеток.  

Это указывает на репликативное старения МСК [Khokhlov A.N., 2013;  

Khokhlov A.N., Klebanov A.A., Karmushakov A.F., et al., 2014]. Таким образом, 

клетки 18 пассажа рассматривались как «старые», т.е. подвергнутые реплика-

тивному старению. 

 

Построение кривой клеточного роста 
Для построения кривой роста клетки первичной культуры хондроци-

тов, полученных от беспородных белых крыс, рассеивали в 24-луночные 

планшеты. В каждую ячейку планшета добавляли клетки в концентрации    

20 000 на 2 мл. Среду и пептиды добавляли таким образом, чтобы общий 

объем раствора в ячейке составлял 2 мл. В контрольных образцах культур 

клеток вместо пептида добавляли аналогичное количество питательной  

среды. На 2-5 сутки культивирования клетки снимали с поверхности ячеек 

планшетов трипсин-версеном. Подсчет клеток осуществляли из расчета  

на 1 мл в камере Горяева в 16 квадратах (по полученным данным рассчиты-

вали среднее значение клеток в квадрате). 

Полимеразная цепная реакция 
Для оценки экспрессии генов, кодирующих белки SOX9, аггрекан, 

коллаген II типа, COMP в МСК человека линии SC5-MSC применяли метод 

постановки ПЦР. Суммарную РНК выделяли из клеток с использованием 

раствора для стабилизации РНК IntactRNA («Евроген», Москва). Выделение 

РНК осуществляли, используя набор RNeasy MiniKit («Qiagen», FRG). 

Первую нить кДНК синтезировали с Revert Aid First Strand cDNA Synthesis 

Kit («Thermo Fisher Scientific Inc», USA), используя 100 нг РНК на 20 мкл 

реакционной смеси. Полученную кДНК использовали как матрицу для 

количественной ПЦР из расчета 1 мкл на 24 мкл реакционной смеси. 

Количественную ПЦР проводили, используя набор для амплификации 

qPCRmix-HS SYBR+ROX («Евроген», Россия). Уровень экспрессии 

относительно референсного гена GAPDH определяли методом ΔΔCq.  

В экспериментах использовали по три независимых образца клеток каждой 

группы (биологические параллели). Для каждого образца кДНК проводили 

минимум три параллельные реакции в соседних лунках прибора 

(технические параллели).  
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Иммуноцитохимическое исследование и морфометрия 

Для сравнительного анализа синтеза белков, составляющих SASP 

хондроцитов, в первичной культуре хондроцитов, полученных от 

беспородных белых крыс было проведено иммуноцитохимическое 

окрашивание культур. Для пермеабилизации клеточных мембран в течение 

10 минут применяли 0,1% Тритон X-100 (Биолот, Россия), растворенный  

в фосфатно-солевом буфере. Культуры хондроцитов инкубировали  

в 1% фосфатно-солевом буфере (pH 7,5) в течение 45 мин для блокировки 

неспецифического связывания антител. Инкубацию с первичными 

антителами проводили в течение 45 мин. при комнатной температуре.  

В работе использовали первичные моноклональные антитела к р16 (1:100), 

р21 (1:150), р53 (1:100), IL-1α (1:50), TNFα (1:200), Sirt1 (1:100) (Thermo 

Fisher Scientific, США).  

Для сравнительного анализа синтеза белков, участвующих в 

хондрогенной дифференцировке, было также было проведено 

иммуноцитохимическое исследование МСК человека линии SC5-MSC. 

Использовали первичные моноклональные антитела к SOX9 (1:150), 

аггрекану (1:100), коллагену II типа (1:100) и COMP (1:150) фирмы Thermo 

Fisher Scientific, США.  

В обоих частях исследования ядра клеток докрашивали Hoechst 33258 

(Thermo Fisher Scientific, США). Зеленая и красная флуоресценция 

характеризовала экспрессию исследуемых молекул (инкубация со 

вторичными антителами, конъюгированными с флюорохромом Alexa Fluor 

488 или Alexa Fluor 647 (1:2000, Thermo Fisher Scientific, США), в течение  

45 мин при комнатной температуре, в темноте). Исследование проводили на 

конфокальном микроскопе LSM 710 (Zeiss GmbH, Германия). 

Микрофотографии анализировали с помощью программы ImageJ (National 

Institutes of Health, США). В каждом случае просматривали 5 полей зрения 

при увеличении 200. Площадь экспрессии рассчитывали, как отношение 

площади иммуноокрашенных клеток или их ядер к общей площади клеток 

или их ядер в поле зрения и выражали в %.  

Количественный метод анализа результатов иммунофлуоресцентного 

окрашивания клеток широко распространен в молекулярно-биологических 

исследованиях и позволяет проводить более точное сравнение данных  

в исследуемых группах по сравнению с визуальной оценкой [Young K., 

Morrison H., 2018; Thomas N., Krishnapillai R., Bindhu P.R., Thomas P., 2019; 

Gutop E.O., Linkova N.S., Kozhevnikova E.O., et al., 2022]. 

 

Статистический анализ данных 

Статистическая обработка данных, полученных при изучении влияния 

пептида AED и ППКХ на экспрессию генов и синтез белков хондрогенной 

дифференцировки МСК человека при репликативном старении, включала 

подсчет среднего арифметического, стандартного отклонения и доверитель-
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ного интервала и проводилась в программе «Statistica 7.0». Для анализа вида 

распределения применяли критерий Шапиро-Уилка. Для проверки статисти-

ческой однородности нескольких выборок использовали критерий Крускала-

Уоллиса. Для попарного сравнения групп применяли двусторонний  

t-критерий Стьюдента. Критический уровень достоверности нулевой гипоте-

зы (об отсутствии различий) принимали равным 0,01. 

Статистическая обработка данных, полученных при оценке влияния 

ППКХ и входящего в его состав пептида AED на пролиферацию хондроци-

тов, полученных от молодых и старых животных, включала в себя подсчет 

среднего арифметического, стандартного отклонения и доверительного  

интервала для каждой выборки в программе Statistica 10.0. Для того, чтобы 

подтвердить нормальное распределение данных в выборке, использовали 

критерий Шапиро-Уилка. Критический уровень достоверности нулевой  

гипотезы (об отсутствии различий) принимали равным 0,01. 

 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

 

Влияние пептидов на пролиферацию хондроцитов, полученных  

от молодых и старых крыс 
Пептид AED в концентрации 20 нг/мл на 22% статистически значимо 

повышал пролиферацию хондроцитов, полученных от молодых крыс, только 

на 3 сутки культивирования. В концентрациях 200 и 2000 нг/мл пептид AED 

оказывал одинаковый стимулирующий эффект на пролиферацию хондроци-

тов молодых животных. На 2, 3, 4 и 5 сутки культивирования пептид AED в 

концентрациях 200 и 2000 нг/мл повышал количество клеток соответственно 

в 1,4, 1,8, 1,7 и 1,8 раза по сравнению с контролем (рис. 1А). 

А Б 

  
Рисунок 1. Кривая роста хондроцитов, полученных от молодых (А) и старых 

(Б) крыс. * - р<0,01 по сравнению с контролем (без добавления пептида AED) 

 

Пептид AED в концентрации 20 нг/мл не оказывал влияния на проли-

ферацию хондроцитов, полученных от старых крыс. В концентрациях 200 и 

2000 нг/мл пептид AED оказывал одинаковый стимулирующий эффект на 

пролиферацию хондроцитов старых животных. На 2, 3, 4 и 5 сутки культиви-

рования пептид AED в концентрациях 200 и 2000 нг/мл повышал количество 
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клеток соответственно в 1,6; 1,9; 1,9 и 2,1 раза по сравнению с контролем 

(рис. 1Б). 

ППКХ в концентрации 200 нг/мл на 44% статистически значимо повы-

шал пролиферацию хондроцитов, полученных от молодых крыс, только на 5 

сутки культивирования. В концентрации 2000 нг/мл ППКХ оказывал выра-

женный стимулирующий эффект на пролиферацию хондроцитов молодых 

животных. На 2, 3, 4 и 5 сутки культивирования ППКХ в концентрации 2000 

нг/мл повышал количество клеток соответственно в 2,2; 1,9; 1,7 и 2,1 раза по 

сравнению с контролем (рис. 2А). 

 

 

 

 

 

 

А Б 

  
Рисунок 2. Кривая роста хондроцитов, полученных от молодых (А) и старых 

(Б) крыс. * - р<0,01 по сравнению с контролем (без добавления ППКХ) 

 

ППКХ в концентрации 200 нг/мл достоверно на 36% повышал проли-

ферацию хондроцитов, полученных от старых крыс, на 2 сутки культивиро-

вания. В концентрации 2000 нг/мл ППКХ оказывал сильный стимулирующий 

эффект на пролиферацию хондроцитов старых животных. На 2, 3, 4 и 5 сутки 

культивирования ППКХ в концентрации 2000 нг/мл повышал количество 

клеток соответственно в 2,5; 2; 1,8 и 2 раза по сравнению с контролем (рис. 

2Б).  

По результатам исследования влияния пептида AED и ППКХ на про-

лиферацию хондроцитов крыс, полученных от молодых и старых животных, 

для дальнейшего изучения были выбраны две эффективные концентрации 

исследуемых веществ: 200 нг/мл и 2000 нг/мл. 

Влияние пептидов на хондрогенную дифференцировку мезенхи-

мальных стволовых клеток человека при репликативном старении 

Установлено, что при добавлении в культуру SC5-MSC пептида AED в 

концентрации 200 нг/мл на 18-м пассаже (модель репликативного старения) 

происходит повышение уровня мРНК Sox9 в 2,4 раза по сравнению с кон-

трольными культурами. Пептид AED в концентрации 2000 нг/мл повышает 
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уровень мРНК Sox9 в МСК при их репликативном старении в 2,6 раза по 

сравнению с контролем. ППКХ в концентрации 200 нг/мл не оказывает зна-

чимого влияния на уровень мРНК Sox9 в клетках SC5-MSC, а в концентрации 

2000 нг/мл вызывает статистически значимое увеличение уровня этого пока-

зателя в 3,4 раза по сравнению с контролем (рис. 3А). Схожая тенденция на-

блюдалась и для синтеза белка SOX9 клетками SC5-MSC, оцениваемая по 

параметру площади экспрессии. Пептид AED в концентрациях 200 нг/мл и 

2000 нг/мл повышает площадь экспрессии SOX9 в МСК при репликативном 

старении в 2,5 и 2,2 раза соответственно. ППКХ в концентрации 200 нг/мл не 

оказывает влияния на площадь экспрессии SOX9, а в концентрации 2000 

нг/мл увеличивает площадь экспрессии SOX9 в 2,9 раза при старении МСК 

(рис. 3Б). Таким образом, пептид AED индуцирует экспрессию гена и синтез 

белка SOX9 в МСК человека при старении in vitro в обеих исследуемых кон-

центрациях. ППКХ индуцирует экспрессию гена и синтез белка SOX9 в ста-

реющих МСК более выраженно по сравнению с пептидом AED, но только в 

концентрации 2000 нг/мл. 

А Б 

 
 

Рисунок 3. Уровень мРНК Sox9 (А) и площадь экспрессии SOX9 (Б) в МСК 

человека при репликативном старении при воздействии пептидов в разных 

концентрациях. * p<0,01 – по сравнению с контролем. 

 

При добавлении в культуру клеток SC5-MSC при репликативном ста-

рении пептида AED в концентрации 200 нг/мл происходит статистически 

значимое повышение уровня мРНК аггрекана в 1,4 раза по сравнению с кон-

тролем. При этом добавление пептида AED в концентрации 2000 нг/мл и 

ППКХ в концентрации 200 нг/мл не влияет на этот показатель в МСК чело-

века при их старении. ППКХ в концентрации 2000 нг/мл вызывает повыше-

ние уровня мРНК аггрекана в стареющих МСК в 2,1 раза по сравнению с 

контролем (рис. 4А). Такая же зависимость проявляется и при определении 

синтеза белка аггрекана клетками SC5-MSC. Добавление пептида AED в 

концентрации 200 нг/мл и ППКХ в концентрации 2000 нг/мл вызывает уве-

личение площади экспрессии аггрекана соответственно в 1,6 и 2,4 раза по 

сравнению с контролем в МСК в модели репликативного тарения. В то же 

время пептид AED в концентрации 2000 нг/мл и ППХК в концентрации 200 

нг/мл не оказывают влияния на синтез аггрекана (рис. 4Б). Таким образом, 

действие пептида AED и ППКХ на экспрессию гена и синтез белка аггрекана 
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отличаются от рассмотренного выше действия этих комплексов на белок 

SOX9 при репликативном старении МСК человека. Наблюдается зависи-

мость эффекта от концентрации, причем для AED наиболее эффективной 

оказалась меньшая концентрация (200 нг/мл), а для ППКХ – большая (2000 

нг/мл). 

А Б 

  
Рисунок 4. Уровень мРНК ACAN (А) и площадь экспрессии аггрекана (Б) в 

МСК человека при репликативном старении при воздействии пептидов в 

разных концентрациях. * p<0,01 – по сравнению с контролем. 

Добавление в культуру клеток SC5-MSC при репликативном старении 

пептида AED и ППКХ в дозах 200 нг/мл и 2000 нг/мл вызывало повышение 

экспрессии гена и синтеза коллагена II типа (рис. 5). Наиболее выраженный 

эффект оказывал ППКХ в концентрации 2000 нг/мл, повышая уровень мРНК 

Coll2 в 3,1 раза и площадь экспрессии коллагена II типа в 3,8 раза по сравне-

нию с контрольными культурами. ППКХ в концентрации 200 нг/мл оказывал 

менее выраженное влияние на эти показатели: уровень мРНК Coll2 повышал-

ся в 2 раза, а площадь экспрессии – в 2,2 раза по сравнению с контролем. 

Пептид AED оказывал на экспрессию и синтез коллагена II типа в стареющих 

МСК человека одинаковое влияние в концентрациях 200 и 2000 нг/мл, по-

вышая исследуемые показатели в среднем в 2,5 раза. 

А Б 

  
Рисунок  5. Уровень мРНК Coll2 (А) и площадь экспрессии коллагена II типа 

(Б) в МСК человека при репликативном старении при воздействии пептидов 

в разных концентрациях. * p<0,01 – по сравнению с контролем. 
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Определение уровней мРНК и площади экспрессии белка COMP в 

клетках SC5-MSC при репликативном старении и воздействии пептида AED 

и ППКХ показало, что паттерны экспрессии и синтеза в данном случае рас-

пределены практически так же, как и в случае аггрекана. Однако наиболее 

выраженное действие на уровень мРНК COMP при старении МСК оказывает 

пептид AED в концентрации 200 нг/мл, повышая этот показатель в 3,5 раза 

по сравнению с контролем (рис. 6). 

А Б 

  
Рисунок 6. Уровень мРНК COMP (А) и площадь экспрессии белка COMP (Б) 

в МСК человека при репликативном старении при воздействии пептидов в 

разных концентрациях. * p<0,01 – по сравнению с контролем. 

ППКХ в дозе 2000 нг/мл вызывает повышение уровня мРНК COMP в ста-

реющих МСК в 2,7 раза по сравнению с контролем. При этом пептид AED в 

концентрации 2000 нг/мл и ППКХ в концентрации 200 нг/мл не оказывают 

влияния на экспрессию гена COMP в клетках SC5-MSC при репликативном 

старении (рис. 6А). Пептид AED в концентрации 200 нг/мл и ППКХ в кон-

центрации 2000 нг/мл вызывали повышение площади экспрессии COMP в 2,3 

раза при старении МСК по сравнению с контролем (рис. 6Б). 

 

Влияние пептидов на формирование секреторного фенотипа хондро-

цитов, ассоциированного со старением 
Экспрессия p16 в культуре хондроцитов, полученных от старых живот-

ных, была в 4,3 раза выше по сравнению с этим показателем в культурах 

хондроцитов молодых крыс (табл. 1). Пептид AED в концентрации 200 нг/мл 

снижал экспрессию проапоптотического белка p16 в 3 раза, а в концентрации 

2000 нг/мл - в 2,8 раза в культурах хондроцитов, полученных от старых жи-

вотных. При добавлении ППКХ в культуру хондроцитов, выделенных у ста-

рых крыс, в концентрации 2000 нг/мл площадь экспрессии уменьшалась в 4,7 

раза (табл. 1).  

Экспрессия проапоптотического белка p21 в культуре хондроцитов, по-

лученных от старых животных, была в 4,5 раза выше по сравнению с этим 

показателем в культурах хондроцитов, выделенных у молодых крыс (табл. 1). 

Пептид AED снижал экспрессию p21 при добавлении в культуру старых хон-

дроцитов в обоих концентрациях в 5,1-5,2 раза по сравнению с контролем. 

При добавлении ППКХ в культуру хондроцитов, выделенных у старых крыс, 

в концентрации 2000 нг/мл площадь экспрессии р21 уменьшалась в 4,1 раза 
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по сравнению с этим показателем в культурах хондроцитов старых животных 

(табл. 1). 

Таблица 1 

Влияние пептидов на синтез проапоптотических белков в хондроцитах, 

полученных от молодых и старых животных 

 

 

Группа 

Площадь экспрессии, % 

р16 р21 р53 

Культуры 

хондроцитов 

от молодых 

животных 

Культуры 

хондроцитов 

от старых 

животных 

Культуры 

хондроцитов 

от молодых 

животных 

Культуры 

хондроцитов 

от старых 

животных 

Культуры 

хондроцитов 

от молодых 

животных 

Культуры 

хондроцитов 

от старых 

животных 

Контроль 0,55±0,09 2,35±0,12# 0,48±0,06 2,18±0,19# 0,69±0,15 3,47±0,22# 

AED, 200 

нг/мл 
0,47±0,11 0,78±0,13* 0,49±0,05 0,43±0,06* 0,53±0,10 1,17±0,06* 

ППКХ, 

200 

нг/мл 

0,50±0,10 2,01±0,11 0,55±0,08 1,99±0,08 0,66±0,14 2,23±0,14* 

AED, 

2000 

нг/мл 

0,52±0,11 0,85±0,11* 0,50±0,06 0,42±0,05* 0,50±0,10 1,25±0,09* 

ППКХ, 

2000 

нг/мл 

0,49±0,08 0,51±0,10* 0,39±0,09 0,53±0,07* 0,47±0,09 0,90±0,05* 

# - p<0,01 по сравнению с контролем в культурах хондроцитов молодых жи-

вотных, * - p<0,01 по сравнению с контролем в культурах хондроцитов ста-

рых животных. 

 

Экспрессия p53 в культуре хондроцитов, полученных от старых живот-

ных, была в 5 раз выше по сравнению с этим показателем в культурах хонд-

роцитов от молодых животных (табл. 1). Пептид AED в концентрации 200 

нг/мл снижал экспрессию проапоптотического белка p53 в 2,2 раза, а в кон-

центрации 2000 нг/мл - в 2,5 раза по сравнению с соответствующим контро-

лем. ППКХ при добавлении в культуру хондроцитов, выделенных у старых 

крыс, в концентрации 200 нг/мл снижал экспрессию р53 в 1,6 раза, а в кон-

центрации 2000 нг/мл - в 3,9 раза по сравнению этим показателем в культу-

рах хондроцитов старых крыс (табл. 1). Пептиды AED и ППКХ не влияли на 

экспрессию всех трех проапоптотических белков в культурах хондроцитов, 

полученных от молодых животных (табл. 1). 

При старении хондроцитов наблюдается снижение синтеза Sirt1 в 4,3 

раза (табл. 2). При добавлении пептида AED в концентрации 200 нг/мл про-

исходит увеличение экспрессии Sirt1 в 3,6 раза, а в концентрации 2000 нг/мл 

- в 4,6 раза по сравнению с этим показателем в культурах хондроцитов, полу-

ченных от старых животных. При добавлении ППКХ в концентрации 200 

нг/мл происходит увеличение экспрессии Sirt1 в культуре хондроцитов ста-

рых крыс в 3,3 раза, а в концентрации 2000 нг/мл - в 4,7 раза по сравнению с 

соответствующим контролем (табл. 2).   
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Экспрессия провоспалительного цитокина TNFα была выше в 2,1 раза в 

культурах хондроцитов, полученных от старых животных, по сравнению с 

этим показателем в культурах хондроцитов молодых животных (табл. 2). 

Только при добавлении ППКХ в культуру хондроцитов от старых животных 

в концентрации 2000 нг/мл происходило достоверное снижение площади 

экспрессии TNFα в 1,9 раз по сравнению с соответствующим контролем. При 

старении хондроцитов наблюдается увеличение синтеза IL-1α в 3,8 раза 

(табл. 2). Снижение экспрессии IL-1α в 1,6 и 1,9 раза в культурах хондроци-

тов старых животных наблюдалось при добавлении ППКХ в концентрациях 

200 и 2000 нг/мл. Пептиды AED и ППКХ не влияют на синтез Sirt1 и провос-

палительных цитокинов в хондроцитах, полученных от молодых животных 

(табл. 2). 

Таблица 2 

Влияние пептидов на синтез Sirt1 и провоспалительных цитокинов 

TNFα, IL-1α в хондроцитах, полученных от молодых и старых животных 

 

 

Группа 

Площадь экспрессии, % 

Sirt1 TNFα IL-1α 

Культуры 

хондроцитов 

от молодых 

животных 

Культуры 

хондроцитов 

от старых 

животных 

Культуры 

хондроцитов 

от молодых 

животных 

Культуры 

хондроцитов 

от старых 

животных 

Культуры 

хондроцитов 

от молодых 

животных 

Культуры 

хондроцитов 

от старых 

животных 

Контроль 4,78±0,34 1,12±0,06# 0,37±0,06 0,78±0,08# 0,44±0,07 1,66±0,12# 

AED, 200 

нг/мл 
5,15±0,30 4,02±0,08* 0,39±0,08 0,65±0,11 0,40±0,06 1,34±0,18 

ППКХ, 

200 

нг/мл 

4,65±0,27 3,66±0,11* 0,32±0,09 0,69±0,12 0,36±0,06 1,01±0,10* 

AED, 

2000 

нг/мл 

5,04±0,33 5,11±0,15* 0,34±0,06 0,73±0,07 0,44±0,08 1,40±0,17 

ППКХ, 

2000 

нг/мл 

4,99±0,29 5,31±0,13* 0,38±0,07 0,41±0,06* 0,35±0,06 0,87±0,10* 

# - p<0,01 по сравнению с контролем в культурах хондроцитов молодых  

животных,* - p<0,01 по сравнению с контролем в культурах хондроцитов 

старых животных. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Заболевания опорно-двигательного аппарата, включая ОА, являются од-

ной из ведущих причин инвалидизации лиц среднего и пожилого возраста во 

всем мире. ОА представляет собой заболевание синовиальных суставов,  

которое характеризуется деградацией хряща и разрастанием кости в виде  

остеофитов и субхондрального утолщения. ОА постепенно прогрессирует, 

приводя к нарастанию болевого синдрома и потере подвижности.  

На молекулярно-клеточном уровне ОА характеризуется ускоренным  

старением хондроцитов и нарушением их функций. Нужно отметить, что для 

лечения ОА до сих пор не существует эффективной таргетной терапии.  
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Поскольку ОА является ассоциированным с возрастом заболеванием, боль-

шое внимание уделяется поиску биологически активных веществ, обладаю-

щих не только хондропротекторными, но и геропротекторными свойствами 

[Jiang Y., 2022]. В связи с этим активно разрабатываются методы биоинжене-

рии, способные стимулировать восстановление хрящевой ткани. К ним отно-

сится хондрогенная дифференцировка стволовых клеток, для стимуляции ко-

торой применяют различные биомолекулы, в том числе короткие пептиды и 

полипептидные комплексы. Такими биорегуляторами являются полипептид-

ный комплекс хрящевой ткани (ППКХ) и трипептид AED.  

Минимальной эффективной концентрацией пептида AED, стимулирую-

щей пролиферацию хондроцитов молодых и старых крыс, является 200 

нг/мл. В культурах хондроцитов, полученных от старых крыс, эффект пепти-

да был более выражен, чем в клетках, полученных от молодых животных. 

Это указывает на сочетанное хондро- и геропротекторное действие трипеп-

тида и согласуется с результатами ранее проведенных исследований.  

Ранее в органотипических культурах тканей хряща молодых и старых крыс 

пептид AED увеличивал зону роста эксплантатов на 18-25%, что коррелиро-

вало с повышением синтеза пролиферотропного протеина PCNA и снижени-

ем экспрессии проапоптотического белка р53 [Смирнов А.В., Чалисова Н.И., 

Рыжак Г.А., и др., 2011]. 

Полученные данные показали, что минимальной эффективной концен-

трацией ППКХ, стимулирующей пролиферацию хондроцитов молодых и 

старых крыс, является 2000 нг/мл. В культурах хондроцитов, полученных от 

старых крыс, эффект пептида был более выражен, чем в клетках, полученных 

от молодых животных. Это свидетельствует о хондро- и геропротекторной 

активности ППКХ. Ранее было установлено, что ППКХ тканеспецифически 

стимулирует рост органотипической культуры ткани хряща молодых и ста-

рых крыс [Смирнов А.В., Чалисова Н.И., Рыжак Г.А., и др., 2011].  

Этот полипептидный комплекс препятствовал развитию дегенеративно-

дистрофических изменений в хрящевой ткани суставной поверхности в мо-

дели посттравматического остеоартроза в эксперименте [Рыжак Г.А., Попо-

вич И.Г., Хавинсон В.Х., 2019]. 

Установлено, что пептид AED и ППКХ в различных концентрациях 

стимулируют экспрессию генов и синтез белков-регуляторов хондрогенной 

дифференцировки МСК человека при репликативном старении: SOX9, аггре-

кана, коллагена II типа и COMP. Пептид AED в концентрации 200 нг/мл ак-

тивирует экспрессию генов и синтез этих белков при старении хондроцитов 

in vitro, наиболее сильно влияя на коллаген II типа и COMP. ППКХ в концен-

трации 2000 нг/мл также оказывает выраженное стимулирующее влияние на 

экспрессию генов и синтез всех исследуемых белков в МСК человека  

при старении in vitro. 

Известно, что ППКХ стимулирует пролиферацию и дифференцировку 

клеток соединительной ткани при старении, однако до сих пор не было про-

ведено исследований по оценке молекулярных механизмов его геро- и хонд-

ропротекторного действия. Результаты данного исследования демонстриру-
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ют, что ППКХ имеет выраженный дозозависимый эффект: повышение его 

концентрации с 200 до 2000 нг/мл приводит к значительному увеличению 

экспрессии генов и экспрессии белков – факторов хондрогенеза. Интересно 

отметить, что даже в небольшой концентрации (200 нг/мл) ППКХ статисти-

чески значимо стимулирует экспрессию гена Coll2 и синтез коллагена II ти-

па. Поскольку снижение синтеза коллагена II типа является одним из основ-

ных признаков снижения функциональной активности хондроцитов при ста-

рении, эти данные указывают на геропротекторное действие ППКХ. Влияние 

ППКХ на все исследуемые молекулы, за исключением COMP, более выраже-

но, чем действие пептида AED, что может быть объяснено наличием других 

пептидных молекул в составе полипептидного комплекса, которые также 

вносят вклад в стимуляцию дифференцировки МСК. Учитывая, что ППКХ в 

концентрации 2000 нг/мл повышает экспрессию генов и синтез всех иссле-

дуемых белков, можно предположить, что ППКХ оказывает влияние на хон-

дрогенез как на уровне регуляции транскрипционных факторов (в частности, 

регулируя синтез Sox9), так и на уровне белков ВКМ. Вероятно, повышен-

ный синтез Sox9 вызывает индукцию экспрессии генов и синтеза белков аг-

грекана, коллагена II типа и COMP. Это, в свою очередь, может способство-

вать восстановлению пролиферации хондроцитов и хондрогенезу, нарушаю-

щимся при старении [Posey K.L., Coustry F., Hecht J.T., 2018]. 

Влияние пептида AED на дифференцировку МСК имеет тенденцию, 

схожую с ППКХ. По-видимому, пептид AED индуцирует экспрессию гена 

SOX9 и синтез белка SOX9 в МСК человека при репликативном старении, 

что вызывает дальнейшую индукцию нижестоящих эффекторов хондрогенеза 

и белков ВКМ. При этом синтез аггрекана и COMP при репликативном ста-

рении МСК повышается только под действием трипептида в концентрации 

200 нг/мл, а синтез коллагена II типа одинаково чувствителен как к концен-

трации пептида 200 нг/мл, так и 2000 нг/мл. 

Клеточное старение хондроцитов включает в себя активацию апоптоза и 

формирование SASP [Childs B.G., Durik M., Baker D.J., van Deursen J.M., 

2015]. SASP клеток хряща характеризуется секрецией сигнальных молекул, 

включая провоспалительные медиаторы и ферменты, разрушающие внекле-

точный матрикс. SASP хондроцитов способствует развитию хронического 

системного воспаления. Воспаление, как известно, является одним из основ-

ных факторов риска развития возраст-ассоциированных заболеваний, вклю-

чая ОА [Baker D.J., Wijshake T., Tchkonia T., et al., 2011]. Сенесцентные клет-

ки накапливаются по мере старения организма, что приводит к снижению 

пролиферации и нарушению регенерации и функций тканей [He S., Sharpless 

N.E., 2017].  

SASP характеризует функциональную активность и метаболизм клеток 

при старении [Wiley C.D., Campisi J., 2021] и может являться одной из при-

чин развития ассоциированных с возрастом заболеваний, в частности, ОА. 

Изученные в диссертационном исследовании сигнальные молекулы, про-

апоптотические белки p16, p21, p53, провоспалительные цитокины TNFα, IL-

1α, а также белок Sirt1, участвуют в формировании и регуляции SASP [Liu 
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Y., Zhang Z., Li T., et al., 2022; Wu C.-J., Liu R.-X., Huan S.-W., et al., 2022]. 

При старении хондроцитов наблюдается увеличение продукции белков p16, 

p21, p53, TNFα, IL-1α и снижение синтеза Sirt1. ППКХ и пептид AED способ-

ствовали нормализации синтеза указанных выше молекул при старении хон-

дроцитов in vitro. Следует отметить, что наибольший геропротекторный эф-

фект на синтез проапоптотических белков при формировании SASP хондро-

цитов оказывал пептид AED, а на продукцию провоспалительных цитокинов 

и Sirt1 - ППКХ. Эти данные способствуют пониманию молекулярных основ 

геро- и хондропротекторного действия ППКХ и пептид AED, описанных ра-

нее при лечении заболеваний опорно-двигательного аппарата, в частности 

дегенеративно-дистрофических заболеваний суставов и позвоночника у лю-

дей старших возрастных групп [Повознюк В.В., Хавинсон В.Х., Макогончук 

А.В., и др., 2007]. 

Таким образом, ППКХ и пептид AED обладают геро- и хондропротек-

торными свойствами в исследовании in vitro. ППКХ в концентрации 2000 

нг/мл и пептид AED в концентрации 200 нг/мл стимулируют пролиферацию 

хондроцитов, полученных от молодых и старых животных. Эффективность 

обоих исследуемых пептидов выше при действии на клетки старых живот-

ных, что отражает их геропротекторное действие.  

Кроме того, полученные данные свидетельствуют о том, что ППКХ и 

пептид AED являются перспективными для дальнейшего изучения в качестве 

геропротекторных веществ, стимулирующих дифференцировку МСК челове-

ка при старении in vitro по хондрогенному пути. Этот геропротекторный эф-

фект пептидов может быть важен с точки зрения поддержания пула функ-

ционально активных хондроцитов, снижение количества которых с возрас-

том является одним из факторов, приводящих к развитию ОА. Благодаря на-

личию множества коротких биологически активных пептидов, в том числе 

AED, ППКХ может рассматриваться как стимулятор репарации хрящевой 

ткани при ее старении и ассоциированных с возрастом заболеваниях, в том 

числе ОА. Поскольку снижение пролиферации хондроцитов является одним 

из клеточных механизмов развития ОА, полученные данные открывают пер-

спективы для изучения хондропротекторных свойств ППКХ и пептида AED 

на молекулярном уровне с целью разработки средств для терапии ОА. 

SASP хондроцитов характеризуется повышением синтеза проапоптотиче-

ских белков p16, p21, p53, провоспалительных цитокинов TNFα, IL-1α и сни-

жением продукции гистоновой деацетилазы Sirt1. Пептид AED снижает син-

тез проапоптотических факторов при старении хондроцитов. ППКХ умень-

шает продукцию провоспалительных цитокинов TNFα, IL-1α и стимулирует 

синтез Sirt1, снижение экспрессии которого характерно для сенесцентных 

клеток. Эти молекулярные аспекты пептидной геропротекции могут лежать в 

основе хондропротекторных свойств ППКХ и пептида AED и объяснять их 

эффективность при ОА у людей пожилого возраста. 
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ВЫВОДЫ 

1. Пептид AED в концентрациях 200 и 2000 нг/мл и полипептидный ком-

плекс хрящевой и костной тканей в концентрации 2000 нг/мл в 2 раза по-

вышают количество хондроцитов в культурах, полученных от молодых и 

старых крыс. Пептид AED и полипептидный комплекс хрящевой и кост-

ной тканей оказывают более выраженное пролифератропное действие в 

культурах хондроцитов, полученных от старых животных.  

2. Пептид AED в концентрациях 200 и 2000 нг/мл и полипептидный ком-

плекс хрящевой и костной тканей в концентрации 2000 нг/мл стимулиру-

ют экспрессию мРНК транскрипционного фактора Sox9 и синтез белка 

SOX9 в мезенхимальных стволовых клетках человека. Пептид AED в 

концентрации 200 нг/мл и полипептидный комплекс хрящевой и костной 

тканей в концентрации 2000 нг/мл активируют экспрессию мРНК гена 

ACAN и синтез белка аггрекана в МСК человека. 

3. Пептид AED и полипептидный комплекс хрящевой и костной тканей в 

концентрациях 200 и 2000 нг/мл повышают экспрессию мРНК и синтеза 

коллагена II типа в мезенхимальных стволовых клетках человека. Пептид 

AED в концентрации 200 нг/мл и полипептидный комплекс хрящевой и 

костной тканей в концентрации 2000 нг/мл стимулируют экспрессию 

мРНК гена COMP и синтез олигомерного матричного белка хряща в ме-

зенхимальных стволовых клетках человека.  

4. При старении в культурах хондроцитов выявлено повышение синтеза 

белков p16, p21, p53, TNFα, IL-1α и снижение синтеза Sirt1. Пептид AED 

в концентрациях 200 и 2000 нг/мл и полипептидный комплекс хрящевой 

и костной тканей в концентрации 2000 нг/мл снижают синтез белков p16, 

p21, р53 и повышают синтез Sirt1 в культурах хондроцитов при старении. 

Наибольшее влияние на провоспалительные цитокины оказывал поли-

пептидный комплекс хрящевой и костной тканей в концентрации 2000 

нг/мл, снижая синтез TNFα, IL-1α в хондроцитах, полученных от старых 

крыс. 

5. Пептид AED в концентрациях 200 и 2000 нг/мл и полипептидный ком-

плекс хрящевой и костной тканей в концентрации 2000 нг/мл стимулиру-

ют пролиферацию хондроцитов, полученных от старых животных. Пеп-

тид AED и полипептидный комплекс хрящевой и костной тканей активи-

руют экспрессию молекул SOX9, COMP, аггрекана и коллагена II типа, 

участвующих в хондрогенной дифференцировке мезенхимальных стволо-

вых клеток человека. Пептид AED и полипептидный комплекс хрящевой 

и костной тканей снижают синтез проапоптотических белков p16, p21, 

p53 и повышают экспрессию Sirt1 при старении хондроцитов. Полипеп-
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тидный комплекс хрящевой и костной тканей снижает синтез провоспа-

лительных цитокинов TNFα, IL-1α в хондроцитах при их старении.  

6. Мишенями геропротекторного действия пептида AED и полипептидного-

комплекса хрящевой и костной тканей являются проапопточеские про-

теины p16, p21, p53, сиртуин Sirt1 и маркеры хондрогенной дифференци-

ровки SOX9, COMP, аггрекан и коллаген II типа. Мишенями хондро-и ге-

ропотектороного действия полипептидного комплекса хрящевой и кост-

ной тканей также являются провоспалительные цитокины TNFα, IL-1α. 

7. Пептидная регуляция функций хондроцитов заключается в нормализации 

синтеза сигнальных молекул, формирующих их секреторный фенотип, и 

предотвращении образования фенотипа, ассоциированного с клеточным 

старением.  

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. Выявленные противовоспалительные и геропотекторные свойства 

позволяют рекомендовать полипептидный комплекс хрящевой и костной 

тканей и пептид AED для экспериментального изучения в качестве 

средств профилактики болезней опорно-двигательного аппарата при 

старении организма. 

2. Для углубленного понимания молекулярных основ геро- и 

хондропротекторного действия полипептидного комплекса хрящевой и 

костной тканей и пептида AED рекомендуется дальнейшее их изучение в 

наиболее эффективных концентрациях в моделях остеоартроза у 

животных с целью последующей разработки на их основе лекарственных 

препаратов для лечения и профилактики заболеваний опорно-

двигательного аппарата, ассоциированных со старением. 
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COMP Олигомерный матричный белок хряща 

IL Интерлейкин 

SASP Секреторный фенотип, ассоциированный со старением 
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