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РЕФЕРАТ
Отчет состоит из 38 страниц, 13 рисунков, 48 источников.
ОСТЕОПОРОЗ, ПЕРЕЛОМЫ КОСТИ, РЕГЕНЕРАЦИЯ, МЕЗЕНХИМАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ, ТАРГЕТНАЯ ДОСТАВКА, ПОЛИМЕР 
Объектом исследования явились мезенхимальные стволовые клетки жировой ткани крыс и остеокласты человека.  
Цель исследования –  	разработка и проведение доклинических исследований нового способа стимулирования репаративного остеогенеза в зоне замедленного сращения переломов при остеопорозе и схожих патологиях костной ткани на основе комбинированного применения клеточной терапии адипозными мезенхимальными стволовыми клетками и синтетического остеофильного бисфосфонатного полимера.
В настоящем отчете отражены результаты исследования, проведенные в 2018 году. Был проведен синтез остеофильного полимера; выделена клеточная культура  мезенхимальных стволовых клеток жировой ткани крыс (AT-MSCs); проведена оценка чистоты полученной клеточной популяции; исследовано влияние полимера на пролиферацию и остеогенную дифференцировку AT-MSCs и изучение его способности ингибировать активность остеокластов in vitro. Согласно полученным данным полимер не является цитотоксичным, не оказывает влияния на пролиферативную активность и остеогенную  дифференцировку AT-MSCs, однако существенно ингибирует фагоцитарную активность макрофагов костного мозга. По результатам исследований AT-MSCs, функционализированные остеофильным  полимером могут быть использованы при дальнейших экспериментах на лабораторных животных для оценки эффективности предлагаемого метода стимуляции репаративного остеогенеза in vivo с  использованием  животной модели остеопороза с созданием остеопороз-ассоциированных переломов трубчатых костей.  
Область применения: биотехнология и медицина.
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Есеп 38 беттен, 13 суреттен және 48 дереккөзден тұрады.
ОСТЕОПОРОЗ, СҮЙЕК СЫНУЫ, РЕГЕНЕРАЦИЯ, МЕЗЕНХИМАЛЬДЫ ӨЗЕКТІ КЛЕТКАЛАР, НЫСАНАЛЫ ЖЕТКІЗУ, ПОЛИМЕР
Зерттеудің нысаны егеуқұйрықтардың май ұлпасы мен адам остеокласттарының мезенхимальді жасушалары болып табылды. 
Зерттеу мақсаты – реперативті остеогенезді стимулдеу әдісін остеопороз және басқа да ұқсас сүйек патологиясы кезіндегі  сынықтардың баяу өсуі бойынша адипоздық діңгектік мезенхималдық жасушалық терапияның негізінде және синтетикалық остеофильдік бифосфонат полимер қолдана отырып жасап шығару және жүргізу. 
Бұл есеп 2018 жылы жүргізілген зерттеулердің нәтижелерінің негізінде дайындалды. Құрамында бисфосфонат топтары бар остеофильді полимер синтезделді; егеуқұйрық майы ұлпасынан мезенхималді бағаналы жасушалары (AT-MSCs) жасушалық культурасы бөлініп алынды; алынған жасуша популяциясының тазалығы бағаланды; полимердің AT-MSC жасушаларының пролиферациясына және остеогендік саралауына әсері және оның остеокласттар белсенділігін тежу қабілеті зерттелді. Зерттеулар нәтижесі полимердің цитотоксикалық еместігін дәлелдеді сонымен қатар AT-MSC пролиферациясына әсер етпейтіндігін көресетті және остеокласттардың фагоцитарлық белсенділігін  in vitro тежейді; AT-MSC-дің полимерлі беттік модификациясы олардың остеогендік саралау процестеріне әсер етпейді. Зерттеу нәтижелеріне сәйкес остеофильдік полимермен функционалдырылған AT-MSC жасушалары келешекте, лабораториялық жануарлар эксперименттерінде, қолданылып отырған остеогенездік репарация әдісінің тиімділігін in vivo анықтау мақсатында  остеопороз жануарлар моделінде немесе остепорозға қатысы бар суйек сынықтарынада қолдануға болады. 
Қолдану саласы: биотехнология және медицина.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ
В настоящем отчете применяют следующие термины с соответствующими определениями, а также обозначения и сокращения:
Бисфосфонаты –  класс препаратов, предотвращающих потерю костной массы и используемых для лечения остеопороза и аналогичных заболеваний,  содержат два фосфоната (PO3).
Мезенхимальные стволовые клетки (МСК) - мультипотентные стволовые клетки, способные дифференцироваться в остеобласты (клетки костной ткани), хондроциты (хрящевые клетки) и адипоциты (жировые клетки). 
Остеобласты – молодые остеобразующие клетки кости. 
Остеокласты – гигантские многоядерные клетки, удаляющие костную  ткань посредством растворения минеральной составляющей и разрушения коллагена. 
Остеопороз – хроническое прогрессирующее системное заболевание скелета или клинический синдром, проявляющийся при других заболеваниях, который характеризуется снижением плотности костей, нарушением их микроархитектоники и усилением хрупкости. 
ФБС – фетальная бычья сыворотка.
 AT-MSCs – adipose tissue derived mesenchymal stem cells - мезенхимальные стволовые клетки жировой ткани.
PBS – натрий-фосфатный буфер.
°C – градус Цельсия.
pH – водородный показатель.
нм – нанометр.
Ca3(PO4)2 – фосфат кальция.
TRAP – tartrate-resistant acid phosphatase, тартрат-резистентная кислая фосфатаза
M-CSF – macrophage colony stimulating factor.
RANKL – Receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand.
 






ВВЕДЕНИЕ
На сегодняшний день в мире комплексные материалы на основе бисфосфонатов являются наиболее перспективными для стимуляции остеогенеза. Полученные в результате исследований данные демонстрируют способность материалов на основе бисфосфонатов снижать частоту возникновения остеопороз-ассоциированных переломов костей, уменьшать объем потерь костной массы при проведении лечения кортизоном [1-3]. В настоящее время в практической медицине применяется ряд препаратов на основе бисфосфонатных соединений (алендронат, ризендронат) для лечения остеопороза, болезни Паджета и малигнантной  гиперкальциемии. Еще одним перспективным вектором в лечении осложненных переломов является клеточная терапия мезенхимальными стволовыми клетками (МСК), которые считаются прогениторными клетками остеоцитов [4-17]. 
Ранее нами в рамках научно-технической программы МОН РК «Разработка инновационных подходов регенеративной медицины и внедрение научных основ медицины долголетия» (выполнявшейся в сотрудничестве с профессором Аланом Расселом, Университет Карнеги-Мэллон, Питтсбург, США) с помощью метода атомной трансферной радикальной полимеризации был синтезирован остеофильный полимер, который представляет собой искусственный вектор для целенаправленного связывания как с клетками, так и с гидроксиапатитами костной ткани [18]. Были получены данные о том, что полимер обладает способностью стабильно связываться с компонентами клеточной мембраны мезенхимальных стволовых клеток, а клетки функционализированные полимером обладают способностью стабильно присоединяться к фрагментам костной ткани in vitro. 
Целью настоящего исследования является проведение доклинических испытаний на животных нового метода стимулирования репаративного остеогенеза в области длительно-незаживающих остеопороз-ассоциированных переломов на основе комбинированного применения искусственного остеофильного бисфосфонатного полимера и клеточной терапии мезенхимальными стволовыми клетками жировой ткани (AT-MSCs, adipose tissue derived mesenchymal stem cells).  
Задачи исследования на 2018 год: 
1 Исследование влияния полимера на пролиферацию, остеогенную дифференцировку AT-MSCs и изучение его способности ингибировать активность осеокластов in vitro.
1-1 Выделение и культивирование адипозных мезенхимальных стволовых клеток из жировой ткани крыс, оценка чистоты полученной популяции AT-MSCs.
1-2 Изучение влияния остеофильного бисфосфонатного полимера на пролиферацию MSCs, выделенных из жировой ткани крыс.
1-3 Изучение влияния полимера на остеогенную дифференцировку AT-MSCs in vitro.
1-4 Изучение способности  полимера ингибировать активность остеокластов in vitro. 





























ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
1 Обзор литературы
Остеопороз – прогрессирующее возраст-ассоциированное заболевание косной системы, характеризующееся снижением костной массы и нарушением микроархитектоники костной ткани, приводящее к увеличению хрупкости кости и высокому риску возникновения  переломов. Согласно данным ВОЗ остеопороз наряду с сахарным диабетом, сердечно-сосудистыми и онкологическими заболеваниями занимает четвертое место в мире в структуре заболеваний [19, 20]. Международная Организация по вопросам остеопороза приводит сведения о том, что в мире данным заболеванием страдают около 200 миллионов женщин (https://www.iofbonehealth.org). Количество страдающих остеопорозом в Республике Казахстан составляет 12,50% женщин и 9,09% мужчин. В мире отмечается нарастающая динамика прогрессивного роста количества пациентов, страдающих остеопорозом, которая к началу 2050 года составит цифры трехкратного прироста числа больных и увеличением частоты остеопороз-ассоциированных переломов (ОАП) костей на 310%, а у женщин на 240% [21]. Согласно прогнозу экспертов, число больных в мире с переломами шейки бедра, вследствие остеопороза к 2025 году составит порядке 2.6 млн. человек, а летальность после ОАП возрастет до 700 тысяч случаев в год [19, 22]. На текущий момент в странах OECD финансовые потери, связанные с лечением и последующей реабилитацией пациентов с ОАП являются одной из превалирующих статей расходов в здравоохранении. Так, к примеру, стоимость 1 (одного)! случая перелома кости тазобедренного сустава составляет порядка 21000 USD [22]. 
Остеопения или прогрессивное уменьшение плотности костей происходит в результате нарастания резорбции кости остеокластами в процессе костного метаболизма, возрастного регресса клеток-предшественников остеобластов и сниженной абсорбции кальция. Преобладающее число научных изысканий в мире направлено на совершенствование методов терапии остеопороза с целью сохранения исходного уровня костной массы, и как вследствие, приводящее к снижению риска возникновения переломов. В настоящее время многие процессы регенерации костной ткани при переломе на фоне остеопороза до сих пор остаются «белыми пятнами», в сравнении с исследованиями, посвященными профилактике остеопороз-ассоциированных переломов [23]. 
В данный момент в мире для обеспечения адекватной регенерации костных переломов применяют ряд перспективных подходов, включающих как классические аутологичные костные трансплантаты, так и инновационные методы с применением факторов роста и искусственных скаффолдов  [24-28]. Тем не менее, заживление перелома с восстановлением архитектоники кости - это сложный процесс регенерации костной ткани, зависящий от целого ряда условий, в том числе возраста и наличия остеопороза. По данных последних проведенных исследований были получены результаты, свидетельствующие о том, что процесс регенерации костной ткани на фоне остеопороз-ассоциированных переломов значительно отличается от здоровой, что, несомненно, требует проведения более тщательной оценки влияния новых перспективных подходов терапии остеопороз-ассоциированных переломов [23]. Таким образом, создание новых перспективных способов стимулирования процессов регенерации с восстановлением физиологической архитектоники кости в области замедленного сращения переломов при остеопорозе и схожих заболеваниях костной ткани является одним из приоритетных направлений в современной науке и клинической медицине.
В настоящее время в мире существует несколько методов фармацевтической коррекции остеопороза, но наиболее распространенными являются лекарственная терапия  на основе бисфосфонатных соединений [1-3]. Бисфосфонаты – это аналоги пирофосфатов (H2O3P-O-PO3H2), отличающиеся тем, что центральная гидролитически лабильная Р-О-Р связь заменена на гидролизоустойчивую Р-С-Р группу. Механизм действия бисфосфонатных соединений заключается в селективном взаимодействии с гидроксиапатитными группами на резорбтивной поверхности костной ткани, что в свою очередь и обеспечивает селективную тропность к костной ткани, так называемую аффинность. Соединения также способствует снижению скорости метаболизма и функциональной активности остеокластов, за счет ингибирования ключевого фермента в метаболизме остеокластов – FPP (farnesyl pyroposphatase) [29]. В конечном счете, это приводит к снижению скорости процесса резорбции костной ткани и стимуляции остеогенеза, процесса образования новой костной ткани. Также бисфосфонаты обладают способностью ингибировать остеолитическую способность раковых клеток в костных тканях [1]. Большинство бисфосфонатных средств на рынке представлены соединениями золендроновой, алендроновой, памидроновой, ризедроновой, ибандроновой кислот и др. Однако, в качестве побочного эффекта при длительном применении может развиться остеонекроз челюсти [30]. Другие побочные эффекты включают в себя токсическое воздействие на почки, гиперкальцемию и повышенный риск развития фибрилляций предсердий. 
С другой стороны, регресс плотности и прочности костной ткани при остеопорозе обусловлен не только с усилением функциональной активности остеокластов, но также и снижением количества клеток-предшественников остеобластов и развития так называемой «остеогенной недостаточности». В этой связи, клеточная терапия мезенхимальными стволовыми клетками, являющимся прогениторами остеобластов, стала одним из перспективных направлений в терапии остеопороз-зависимых переломов [4, 5, 31].
Хотя сведения о клиническом применении МСК при остеопорозе пока не опубликованы, имеются исследования об использовании МСК для лечения костных дефектов— системных [32] или локальных [33]. Так, например, Horwitz et al показали улучшение регенерации костной ткани при врожденном несовершенном остеогенезе. Аутологичные МСК вводили пациентам внутривенно и спустя три месяца было отмечено значительное увеличение минеральной плотности костей по сравнению с контрольной группой [34]. В исследованиях Gangji et al аутологичные клетки костного мозга применяли для лечения асептического остеонекроза головки бедра. Предполагаемый механизм действия клеток связан со стимуляцией остеогенеза за счёт «свежей» стромальной фракции и ангиогенеза за счёт CD34(+)-клеток в, так называемых «мёртвых зонах» кости [35]. 
Клеточный продукт может быть 3 видов – клеточные популяции, подвергшиеся генному модифицированию; клеточные культуры, подвергшиеся поверхностному модифицированию клеточной мембраны; и аутологичный клеточный материал без воздействий. Также различают 2 основных источника получения стромальной фракции – это аспират костного мозга подвздошной кости и аспират жировой ткани. В силу физиологического расположения аспират костного мозга содержит в себе большее количество МСК в отличие от аспирата жировой ткани. В основной массе опубликованных трудов средоточие исследований сфокусировано на МСК, выделяемых с костного мозга. [4-7]. Однако, принимая во внимание сложности, связанные с получением МСК из костного мозга в клинической медицине, и степень инвазивности, в последнее время более пристальное внимание ученых привлекают технологии использования МСК, выделенных из жировой ткани (аdipose tissue-derived mesenchymal stem cells, AT-MSCs), ввиду возможности получения их в большом количестве с минимальным риском для пациента [36]. 
Стромально-васкулярная фракция жировой ткани, содержащая различные популяции стволовых клеток-предшественников, может быть легко выделена ферментативным способом и использована при различных патологических состояниях. Тем не менее, одним из недостатков трансплантации стромальной фракции, полученной из аспирата жировой ткани, является тот факт, что получаемый клеточный материал является гетерогенным по природе. В связи с тем, что для регенерации костной ткани необходимо преимущественно наличие популяции МСК, сортинг и пролиферация в условиях in vitro  мезенхимальных стволовых  клеток, входящих в состав стромальной фракции жировой ткани, является необходимым этапом в подготовке клеточного материала для трансплантации. 
Несомненно важен и способ трансплантации увеличенных и/или модифицированных in vitro МСК. Внутривенное введение считается наименее инвазивным, но в случае регенерации костной ткани  большое количество исследовательских работ показало низкую эффективность хоуминга МСК непосредственно к костной ткани [37]. Основная масса клеток в первые дни аккумулировалась в легких [38-40]. По прошествии 7-10 дней все-таки наблюдалась миграция клеток к очагам воспаления, однако процент этих клеток составил лишь 3,5% от общей массы [41]. Кроме того, в случае внутривенного введения стоит соблюдать ряд предосторожностей в диагностическом плане, так как согласно исследованиям Kidd et al [42] трансплантируемые внутривенно МСК имеют также тропность к очагам развития опухолей, таких как рак груди или рак яичника. С этой точки зрения, локальное введение клеточного материала является клинически наиболее эффективным и безопасным, так как трансплантат попадает непосредственно в очаг поражения. Тем не менее, в некоторых исследованиях ставится под сомнение способность к выживанию клеток ввиду отсутствия кислорода и питательных веществ вдали от кровотока [43].  Применение методов поверхностной модификации в данном случае может улучшить механизм хоуминга, а также, в зависимости от функциональной активности лиганды, иметь и сочетанный эффект.  
Поверхностная модификация клеточной мембраны может улучшить эффективность хоуминга за счет лиганд, имеющих высокую аффинность к костной ткани. В исследованиях Guan et al и Yao et al была разработана полимерная конструкция LLP2A-Ale, которая посредством лиганды LLP2A связывалась с поверхностью клеточной мембраны, а  таргетная доставка к костной ткани обеспечивалась за счет высокой аффинности алендроната к костной ткани [31, 44]. Работа американского ученого Sarkar et al также основана на модификации клеточной  мембраны с помощью рецептора sialyl Lewis X (SLeX), который улучшает роллинг и хоуминг к клеткам с увеличенной экспрессией P-селектинов, ответственных за воспалительный процесс [43]. 
Применяемый в нашем исследовании остеофильный полимер имеет своем составе две функциональные группы – бисфосфонатную и гидроксисукцинимидную (NHS) [18]. NHS-группа способна ковалентно связываться с аминными и карбоксильными группами, находящимися на поверхности клеточных мембран, и  призвана обеспечить взаимодействие полимера с мезенхимальными стволовыми клетками (рисунок 1).
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Рисунок 1- Целенаправленная доставка клеток к кости. Мультифункциональный полимер содержит  N-гидроксисукцимид (розовый) и педантную бисфосфонатную группу (сиреневый). N-гидроксисукцимид ковалентно связывается с компонентами клеточной мембраны, а бисфосфонатная группа  селективно связывается с гидроксиапатитами на резорбтивной поверхности костной ткани

Так как бисфосфонаты имеют высокую степень сродства к гидроксиапатитам, составляющим почти 2/3 сухой массы кости,  данный полимер, связанный с белками на поверхности клеточной мембраны МСК, способен осуществлять тканеспецифическую доставку клеток в очаги поражения костной ткани, и локализовать процессы клеточной репарации. В дополнение, опубликованы данные о том, что бисфосфонаты способны оказывать ингибирующее действие на фагоцитарную активность остеокластов [45, 46]. В этой связи, мы ожидаем, что синтезированный нами полимер, во-первых, будет обеспечивать связывание МСК с поверхностью костной ткани, увеличивая, таким образом, пул клеток-предшественников остеобластов в зоне перелома, и, во-вторых, предотвращать деминерализацию костной ткани путем ингибирования резорбтивной активности остеокластов. В случае эффективного осуществления задач проекта итоги доклинических испытаний могут служить базой для разработки Протокола клинических исследований с дальнейшим внедрением предлагаемого способа в практическое здравоохранение, что даст возможность улучшить исходы терапии травматических повреждений костной ткани при остеопорозе и других осложненных переломах, снизить сроки лечения и сократить процент инвалидности среди пациентов предоставленной категории.
2 Материалы и методы
2.1 Синтез полимера 
Полимер был синтезирован методом радикальной полимеризации с переносом атома (ATRP), согласно опубликованному ранее протоколу [18]. Базовой молекулой при синтезе являлся кополимер, состоящий из двух мономеров - биологически инертного N,N-диметилакриламида (ДМАА) и N'-гидроксисукцинимдного эфира N-акрилоил-6-аминогексановой кислоты (NHS), с последующей полимеризацией и ковалентным присоединением бисфосфонатной группы. Характеризацию синтезируемого полимера проводили с использованием методов гель-хроматографии (GPLC) для определения молекулярной длины полимера и ядерно-магнитного резонанса (NMR) для определения концентрации бисфосфонатов.    
 2.2 Выделение и культивирование AT-MSCs из адипозной ткани мелких грызунов (крыс), подтверждение их мезенхимальной природы 
AT-MSCs крыс были получены из адипозной ткани животных согласно опубликованному ранее протоколу [47] с небольшими улучшениями. Жировая ткань была выделена из крыс под ингаляционной анестезией изофлураном в асептических условиях. Образцы промыты в охлажденном растворе среды Игла, модифицированного по способу Дульбекко (DMEM), и антибиотиков в течение 5 минут. Затем содержимое подвергали измельчению, аккуратно переносили в пробирку 15 мл и инкубировали с 0.2% раствором коллагеназы на протяжении 60 минут с прерывистым встряхиванием на водяной бане при температуре 37˚С. Затем центрифугировали при 300xg на протяжении 5 минут. Осадок ресуспендировали в растворе полной питательной среды (DMEM + 15%  FBS + 1% Пенициллин/Стрептомицин) и инкубировали в 75 см2 культуральных плашках при стандартных условиях (5% CO2, 37˚С). Для удаления неадгезивных клеток планшеты трехкратно промывали раствором  PBS на следующий день, культуральную среду меняли  каждые 48 часов на протяжении 3 недель.  По прошествии 21 дня культивирования клетки, экспрессирующие на своей поверхности  маркер CD105, были отсортированы с помощью магнитно-активируемого клеточного сортера. Выделенные CD105-положительные клетки были культивированы до 4-5 пассажей. Мезенхимальная природа выделенных клеток была идентифицирована с помощью иммунофлуоресцентной окраски на маркеры CD90, CD105, CD34, CD45 и CD31. Микроскопный анализ, в том числе и флуоресцентный, был выполнен с использованием микроскопов Olympus IX83 и Carl Zeiss Cell Observer SD. Изображения были получены с помощью охлаждаемой CCD камеры и программного обеспечения MetaVue.  
2.3 Функционализация AT-MSCs остеофильным полимером 
Полученные AT-MSCs  были инкубированы вместе с полимером в концентрации 1 мг/мл на протяжении 10 минут в водяной бане при температуре 37˚С в 1 мл PBS при pH 8.0. После инкубации взвесь клеток AT-MSCs центрифугировали при 300g в течение 5 минут и промывали в PBS при pH 7.4; процедуру повторяли трехкратно.
2.4 Оценка влияния полимера на клеточную пролиферацию 	
AT-MSCs, функционализированные полимером были высеяны в 96-ти луночные планшеты и инкубированы на протяжении 0, 1, 2, 4, 24, 48 и 72 часов при температуре 37°C , 5% CO2.  Для оценки цитотоксичности полимера и его влияния на рост клеток был использован тест Cell-Titer Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega, USA) согласно протоколу производителя. Оценку количества люминесценции проводили с использованием микроплашечного ридера  Biotek Hybrid Reader (Biotek, USA).
2.5 Оценка влияния полимера на процессы остеогенной дифференциации AT-MSCs 
AT-MSCs (1.0±1e6/мл) инкубировали с 1 мг/мл полимера на протяжении 10 минут и промывали трехкратно. Затем клетки высеивали в 24-х луночные планшеты и инкубировали в полной питательной среде DMEM (15% ФБС, 1% Пенициллин/Стрептомицин) на протяжении 12 часов. Затем производили замену среды на готовую остеогенную среду (StemPro Osteogenesis Differentiation Kit, Invitrogen) и культивировали на протяжении 14 суток. Замену остеогенной среды производили каждые  48-72 часов. В качестве контроля применяли мезенхимальные клетки, не модифицированные полимером, но подвергшиеся тем же процедурам, и МСК, культивировавшиеся в простой питательной среде DMEM. Спустя 14 дней клетки фиксировали в 4%-ном формалине на протяжении 15 минут и окрашивали 40 mM алазаринового красного на протяжении 30 минут, промывали в PBS и фотографировали в проходящем свете под прямым микроскопом  Carl Zeiss Cell Observer SD. Дополнительно, остеогенная дифференцировка оценивалась количественно. Кратко, после фиксации МСК в формалине и окрашивания алазариновым красным, клетки инкубировали в 10%-ной ацетиловой кислоты и собирали с использованием клеточного скрабера в микроцентрифужные пробирки. После центрифугирования супернатант был перенесен в новые пробирки, и для нейтралицации ацетиловой кислоты в пробирки добавлялся 10%-ный гидроксид аммония. Концентрация алазаринового красного  измерялась на приборе  Synergy Hybrid H1 Microplate Reader при длине волны 405 нм. 
2.6 Оценка влияния полимера на остеокластную активность 
Остеокласты выделяли из костного мозга трубчатых костей новорожденных крыс (1-3 дня от рождения) согласно протоколу Tevlin et al [48]. Кратко, животных умерщвляли с помощью СО2. Кости очищали от мягких тканей в асептических условиях, затем в FACS растворе (PBS, 10%FBS) измельчали в ступке, полученную суспензию фильтровали через клеточный фильтр с пропускной способностью 100 микрон. Далее клетки центрифугировали на протяжении 5 минут при 200xg при 40С. В полученную клеточную взвесь добавляли 10 мл раствора FACS. Отдельно в 50 мл пробирку добавляли 10 мл коммерческого раствора для градиентной клеточной сепарации Histopaque (Sigma Aldrich), туда же сверху осторожно добавляли раствор FACS с клетками и центрифугировали при 200xg на протяжении 15 минут. Осторожно аспирировали средний мутный слой, который содержит необходимые для культивации клетки. Затем повторно промывали в растворе FACS при 200xg на протяжении 5 минут. Затем добавляли среду для индукции роста макрофагов (MEM,  1% Глутамат, 10% ФБС, 1% Пен/Стреп, 50µл M-CSF (10ng/ml, SigmaAldrich)). Клетки высеивали в 24-х луночный остеопланшет с покрытием, имитирующим костную ткань (OsteoPlate, Corning). Культивировали в СО2 инкубаторе при 370С. На протяжении первых 3 дней среду не меняли. Затем производили смену среды на дифференцировочную (MEM,  1% Глутамат, 10% ФБС, 1% Пен/Стреп, 50µл M-CSF (10ng/ml, SigmaAldrich), 50µл RANKL (10ng/ml, SigmaAldrich)) на ежедневной основе на протяжении 5 дней. Через 5 дней добавляли исследуемые концентрации остеофильного полимера (0,5 мг/мл,1 мг/мл, 2 мг/мл) и референтного вещества алендроната (в концентрации 4е-3 и 2е-3 г/мл). Концентрации алендроната рассчитывали согласно исследованиям Martins et al [45]. Клетки культивировали на протяжении 5 дней, затем часть окрашивали на активность TRAP согласно протоколу производителя (Sigma Aldrich), а часть использовали для оценки остеокластной активности методом Pit Assay. Кратко, добавляли в лунки 10% гипохлорита натрия и инкубировали при комнатной температуре на протяжении 15 минут. Затем промывали 3 раза дистиллированной водой. Оставляли с целью полного высыхания на 3-5 часов и проводили окраску по Фон Коссу. В лунки добавляли 1% нитрат серебра и оставляли инкубироваться  под УФ лучами на протяжении 20 минут. Промывали несколько раз дистиллированной водой. Непрореагировавшее серебро удаляли с помощью инкубации с 5% раствором тиосульфата натрия на протяжении 5 минут. Поверхность лунок оценивали под микроскопом, количественный анализ проводили с помощью программного обеспечения FIJI.
2.7 Статистический анализ
Полученные данные представлены в виде средней ± стандартная погрешность средней величины (Mean± SEM). Стандартные отклонения между экспериментальными группами оценивались с помощью однофакторного дисперсионного анализа (one-way ANOVA). Значения считались достоверно различными при p < 0.05. Анализ проводился с использованием статистической программы SigmaPlot.  
3 Результаты исследований
3.1 Синтеза полимера 
Синтез полимера осуществлялся по этапам в соответствие с ранее опубликованным протоколом [18]. На Рисунках 2, 3 и 4 представлены результаты анализа протонного ядерно-магнитного резонанса H1NMR. Были выявлены водородные пики, соответствующие синтезам первого блока полимера F1 на основе ДМАА (рисунок 2), второго блока F2 (рисунок 3) с прикреплением NHS-группы и третьего блока F3 (рисунок 4) с присоединением бисфосфонатных групп, представленных алендронатом. 

[image: ]

Рисунок 2 – Блок полимера F1
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Рисунок 3 – Блок полимера F2
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Рисунок 4 – Блок  полимера F3

Заключительный этап синтеза остеофильного полимера включает в себя активацию NHS- группы, путем отщепления гидроксильной группы (рисунок 5).
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Рисунок 5 – Блок полимера F4

3.2 Выделение и культивирование AT-MSCs из адипозной ткани мелких грызунов (крыс), подтверждение их мезенхимальной природы 
Свежеизолированная стромальная фракция жировой ткани крыс была представлена гетерогенной клеточной популяцией и позитивно окрашивалась на маркеры гематопоэтических клеток (CD34 и CD45), эндотелиальных клеток (CD31) и мезенхимальных стволовых клеток (CD105 и CD90) (рисунок 6) 
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Рисунок 6 – Результаты окрашивания гетерогенной популяции клеток стромальной фракции жировой ткани крыс на поверхностные маркеры СD31, CD34, CD45, CD105 и CD90 Обх10

По прошествии 21 дня культивирования клетки, экспрессирующие на своей поверхности маркер CD105, были отсортированы с помощью магнитно-активируемого клеточного сортера. Выделенные CD105-положительные клетки были культивированы до 4-5 пассажей. Была получена популяция АТ-МСК с конфлюэнтностью 80-90%. Клетки имели фибропласт-подобную морфологию и адгезировались к пластику (Рисунок 7).
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Рисунок 7 – Культура CD105-положительных AT-MSCs. Обх10

Для дальнейшего подтверждения их мезенхимальной природы было проведено окрашивание на поверхностные маркеры, специфичные именно для МСК, такие как CD105 и CD90. Данные на Рисунке 8 подтверждают наличие маркеров CD105 и CD90 и отсутствие CD31, CD34, CD45, что является характерным для мезенхимальной популяции. Также был проведен количественный анализ полученной популяции, и согласно результатам, представленным на рисунке 9, выделенные клетки практически гомогенны по своей природе, так как процент клеток, экспрессирующих маркеры гемопоэтических клеток (CD34 и CD45) и эндотелиальных клеток (CD31) меньше 3%.
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Рисунок 8 – Результаты окрашивания отсортированных клеток на поверхностные маркеры СD31, CD34, CD45, CD105 и CD90 Обх10

[image: ]

Рисунок 9 – Количественный анализ отсортированных клеток, экспрессирующих маркеры гемопоэтических клеток (CD34 и CD45), эндотелиальных клеток (CD31) и мезенхимальных стволовых клеток (CD105 и CD90) (p≤0.001, one-way ANOVA)
3.3 Изучение влияния остеофильного бисфосфонатного полимера на пролиферацию MSCs, выделенных из жировой ткани крыс.
	Оценка цитотоксичности остеофильного полимера проводилась при помощи теста Titer Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega, USA). На рисунке 10 представлены данные по интенсивности АТФ-индуцированной люминесценции клеток, инкубированных с  1 мг/мл полимера на протяжении 0-72 часов. Согласно полученным данным достоверной разницы между степенью пролиферации контрольных AT-MSCs и клеток, обработанных полимером, не наблюдалось. Согласно полученным данным полимер не имеет выраженного долгосрочного (72 часа) токсического эффекта на культуры AT-MSCs in vitro.



Рисунок 10 – Оценка токсичности полимера на пролиферацию AT-MSCs in vitro. Обх10

3.4 Изучение влияния полимера на остеогенную дифференциацию AT-MSCs in vitro.
Микроскопический визуальный анализ препаратов, окрашенных алазариновым красным, выявил наличие участков с высокой концентрацией кальция, окрашеные в ярко красный цвет, что свидетельствовало о процессах остеогенной дифференциации (рисунок 11-A, 11-B). Окрашивание клеток  алазариновым красным показало, что культивирование мезенхимальных стволовых клеток в остеогенной среде на протяжении 14 дней приводит к индукции их остеогенной дифференциации (рисунок 11-A). В то же самое время, инкубирование клеток с полимером  в концентрации 1 мг/мл на протяжении 10 минут в водяной бане 37оС в 1 мл PBS при pH 8.0 не оказывало влияния на интенсивность окрашивания алазариновым красным (рисунок 11-B), из чего можно сделать вывод о том, что полимер не влияет на процессы остеогенной дифференцировки МСК и данные клетки могут быть использованы для дальнейших экспериментов на лабораторных животных. В качестве контроля, на микрофотографиях МСК, культивировавшихся в простой питательной среде DMEM и не подвергавшихся остеогенной дифференцировке, не наблюдалось очагов красного окрашивания (рисунок 11-C). Результаты визуальных наблюдений были подтверждены количественным гистохимическим анализом (рисунок 11-D).
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Рисунок 11 – Оценка влияния полимера на процессы остеогенной дифференциации AT-MSCs
3.5 Изучение влияния остеофильного полимера на остеокластную активность
Остеокластная природа выделенных клеток была подтверждена с помощью окраски на активность тартрат-резистентной кислой фосфатазы (TRAP), высокая активность которой присуща макрофагам и остеокластам. Остеокласты по своей природе происходят от гемопоэтической линии, что и обуславливает их схожесть с макрофагами. Еще одной характерной особенностью остеокластов является наличие большого количества ядер от 10-40 до 100. На Рисунке 11 представлены фотографии полученной культуры остеокластов: клетки имеют большое количество ядер (окраска Гематоксилином по Джилс (Gill’s Hematoxylin)), форма клеток неправильная овальная или полигональная, иногда имеет отростки, которые постепенно сливаются с общим фоном. В силу функциональных особенностей остеокластов (деградация костной ткани) клетки могут содержать лизосомальные пузырьки.
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Рисунок 11 – Окрашивание остеокластов с помощью TRAP (Sigma Aldrich). Верхний ряд – Об.х10; нижний ряд – Об.х20

Для оценки влияния полимера на активность остеокластов проводили оценку Pit Assay. На рисунке 12 показаны микрофотографии, на которых более светлые участки (указаны стрелками) являются участками резорбированного макрофагами вещества, имитирующего костную ткань (OsteoPlates, Corning). Поверхность светлых участков измеряли с помощью программного обеспечения Fiji и рассчитывали процент от общей площади микрофотографии. На Рисунке 13 показаны данные количественного анализа площади резорбции. В качестве референтного вещества брали коммерческий препарат, содержащий алендронат.
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Рисунок 12 – Окрашивание Pit Assay по методу Ван Косса. Об.х10. Красными стрелками указаны места резорбции коллагенового покрытия, имитирующего костную ткань



Рисунок 13 – Количественный анализ резорбтивной поверхности от общей площади.  (p≤0.001, one-way ANOVA)
Из представленных данных видно, что в контрольной группе процент площади резорбции составил 26%. Полимер в концентрации 0,5 мг/мл уменьшает фагоцитарную активность макрофагов на 50%, а в концентрации 2мг/мл почти на 85% и имеет схожий эффект с алендронатом в концентрации 4мг/мл. Таким образом, результаты проведенного количественного анализа соответствуют ожидаемым и показывают, что концентрация полимера обратно пропорциональна площади резорбированной поверхности. Чем выше концентрация остеофильного полимера, тем активнее ингибируется фермент фарнезил пирофосфатаза, который имеет ключевое значение в метаболизме остеокластов. 


























ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований в 2018 году, согласно календарному плану, все задачи были выполнены в полном объеме:
Были выделены адипозные мезенхимальные стволовые клетки из жировой ткани крыс, и  проведена оценка чистоты полученной популяции AT-MSCs. Было показано, что свежеизолированная стромальная фракция жировой ткани крыс представлена гетерогенной клеточной популяцией, содержащей гемопоэтические клетки, клетки – предшественники эндотелиоцитов  и мезенхимальные стволовые клетки. В результате сортировки CD105 – положительных клеток из гетерогенной популяции для дальнейших исследований была получена гомогенная клеточная культура AT-MSCs. 
Было изучено влияние остеофильного бисфосфонатного полимера на пролиферацию AT-MSCs, выделенных из жировой ткани крыс. Согласно полученным данным полимер не является цитотоксичным и не оказывает влияния на скорость пролиферации AT-MSCs in vitro. 
Было изучено влияние полимера на остеогенную дифференцировку AT-MSCs in vitro. Результаты проведенного исследования показали, что поверхностная модификация AT-MSCs полимером не влияет на процессы их остеогенной дифференцировки.
Была изучена  способность  полимера ингибировать активность остеокластов in vitro. Было показано, что остеофильный полимер ингибирует фагоцитарную активность остеокластов прямо пропорционально своей концентрации и на уровне, превосходящем активность референтного вещества алендроната.
По результатам исследований, AT-MSCs, функционализированные остеофильным  полимером, могут быть использованы для дальнейших экспериментов на лабораторных животных с целью оценки эффективности стимуляции репаративного остеогенеза при остеопорозе in vivo.  
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