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РЕФЕРАТ
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ОСТЕОПОРОЗ, РЕПАРАТИВНЫЙ ОСТЕОГЕНЕЗ, МЕЗЕНХИМАЛЬНЫЕ СТВОЛОВЫЕ КЛЕТКИ, ОСТЕОФИЛЬНЫЙ ПОЛИМЕР, КЛЕТОЧНАЯ ТЕРАПИЯ, ТАРГЕТНАЯ ТРАНСПОРТНАЯ ПЛАТФОРМА
Цель исследования – проведение доклинических исследований острой и хронической токсичности полимера, оценка регенеративного потенциала локальной трансплантации мезенхимальных стволовых клеток, функционализированных остеофильным полимером, при переломах локтевой кости мелких лабораторных животных на фоне экспериментально индуцированного остеопороза.
В настоящем отчете отражены результаты исследования, проведенные в 2019 году. 
Была создана животная модель индуцированного перелома локтевой кости с остеотомией диафиза локтевой кости; была создана животная модель индуцированного перелома локтевой кости с остеотомией диафиза локтевой кости. Была проведена предварительная оценка (1 месяц) эффективности применения терапии адипозными мезенхимальными стволовыми клетками, модифицированными синтетическим остеофильным бисфосфонатным полимером при переломах локтевой кости животных на фоне эстроген-зависимого остеопороза in vivo. Была проведена оценка острой и хронической токсичности остеофильного полимера. Прижизненный анализ динамики изменения костной плотности в зоне перелома локтевой кости на фоне экспериментально индуцированного эстроген-зависимого остеопороза показал статистически значимое 27%-е увеличение плотности костной ткани через 4 недели после остеотомии локтевой кости в группе животных, получавших 4-х кратную трансплантацию модифицированных полимером МСК. Результаты прижизненных наблюдений были подтверждены post-mortem анализом гистологических препаратов зоны перелома трубчатой кости. Изучение динамики внутритканевого распределения МСК показали наличие трансплантированных клеток в зоне костного дефекта на протяжении как минимум одной недели после локальной инъекции клеточного препарата. Результаты доклинических исследований биобезопасности показали отсутствие  острой и хронической токсичности полимера. 
Область применения: биотехнология и медицина.
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Есеп 81 б., 17 сур., 8 кесте, 30 әдебиет тізімі, 3 қосымша.
ОСТЕОПОРОЗ, РЕПАРАТИВТІ ОСТЕОГЕНЕЗ, МЕЗЕНХИМАЛДЫ БАҒАНАЛЫ ЖАСУШАЛАР, ОСТЕОФИЛЬДІ ПОЛИМЕР, ЖАСУШАЛЫҚ ТЕРАПИЯ, НЫСАНАЛЫ ТРАНСПОРТТЫҚ ПЛАТФОРМА
Зерттеу жұмысының мақсаты – зертхана жануарларындағы шынтақ сүйек сынығын қолданып индуцирленген остеопорозға негізделген тәжірибе жұмысын жүргізу. Әсіресе, ұсынып отырған клиникага дейінгі зерттеу жұмысы полимердің жедел және созылмалы уыттылығын, остеофильді полимермен өңделген мезенхималды бағаналы жасушалардың жергілікті трансплантациясының барысында регенеративтік мүмкіншілігін бағалау зерттеу жұмыстарын қамтиды.
Ұсынылған есепте 2019 жылы жүргіщзілген зерттеу жұмыстарының нәтижелері көрсетілген.  
Индукцияланған шынтақ сынығы бар (остеотомия диафиза) зертханалық жануар нұсқалары жасалынды; адипоздық мезенхималы бағаналы жасушалардың көмегімен жасалатын терапияның тиімділігін 4 апта бойы алын-ала бағалау жұмыстары жүргізілді. Мезенхималы бағаналы жасушалар (МБЖ) синтетикалық остеофильді бисфосфонатық полимермен модификацияланған. Зертхана жауарларында эстрогенге байланысты туындайтын остеопороз - шынтақ сүйегінің сынуына негізделген in vivo зерттеу жұмысы жоспарланды. Остеофильді полимердің жедел және созылмалы уыттылығын бағалау жұмысы жасалынды. 
Индукцияланған эстрогенге тәуелді остеопороз ға арналған тәжірибе жұмысы нәтижесінде сынық аймағында өзгеріс байқалды. Шынтақ сынығының аймағында 4 реттік модификацияланған трансплантация (МБЖ) қабылдаған зертхана тышқандарында сүйек жасушасының өзгерісі бақылауда болды. Сүйек жасушасының тығыздығының өсу динамикасы - 25% статистикалық маңыздылықты көрсетті.      
Бақылау жұмысының нәтижелері әсіресе құбырлы сүйек аймағы post-mortem гистологиялық преппаратымен дәлелденді. Жасушалық преппаратты сыну аймағына егу нәтижесінде, МБЖ- ң жасушааралық таралу динамикасы 1 аптадан соң белгілі болды- трансплантацияланған жасушалар сүйек ақауының аймағында таралғандығы анықталды. Клиникаға дейінгі преппарат қауіпін зерттеу жұмыстары жедел және созылмалы уыттың жоқ екендігін көрсетті. 
Қолдану саласы: биотехнология и медицина.
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ОПРЕДЕЛЕНИЯ, ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ

В настоящем отчете о НИР применяются следующие термины с соответствующими  определениями.
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











ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время, с бурным развитием методов регенеративной медицины и биоинженерии, применение  клеточной терапии является перспективным направлением в лечении остеопороз-ассоциированных и других низкоэнергических переломов костей. Снижение плотности и прочности кости при остеопорозе происходит, во-первых,  из-за усиления функциональной активности остеокластов, и, во-вторых, в результате снижения количества клеток-предшественников остеобластов и развития так называемой «остеогенной недостаточности», и, как следствие, невозможности обеспечить надлежащий уровень остеорепарации. В этой связи, трансплантация мезенхимальных стволовых клеток (МСК) является одним из наиболее многообещающих подходов в улучшении регенерации костной ткани при патологических труднозаживающих переломах, так как данные клетки являются естественными предшественниками остеобластов, обладают иммуномодулирующими свойствами, способны секретировать факторы роста, ускоряющие процессы восстановления тканей [1]. 
В свою очередь, поверхностная модификация клеточной мембраны МСК может  улучшить эффективность хоуминга клеток за счет лиганд, имеющих высокую аффинность к костной ткани. В исследованиях Guan et al., 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 [2, 3]. Применяемый в нашем исследовании остеофильный полимер PBP-f-NHS имеет своем составе две функциональные группы – бисфосфонатную и гидроксисукцимидную (NHS). NHS-группа способна ковалентно связываться с аминными и карбоксильными группами, находящимися на поверхности клеточных мембран, и обеспечивает взаимодействие полимера с мезенхимальными стволовыми клетками. В свою очередь, бисфосфонаты, имеющие высокую степень сродства к гидроксиапатитам, составляющим почти 2/3 сухой массы кости, с одной стороны, призваны обеспечивать аффинность функционализированных полимером клеток к косной ткани, и, с другой стороны, ингибировать фагоцитарную активность остеокластов. 
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 [4]. В наших предыдущих работах, а также в отчете за 2018 год, были представлены данные о том, что полимер способен стабильно связываться с МСК и костной тканью, не оказывает влияния на процессы клеточной пролиферации и остеогенной дифференцировки МСК, и обладает остеокласт-ингибирующей активностью in vitro [4, 5]. 
Целью настоящего исследования явилось доклиническое исследование острой и хронической токсичности полимера, а также оценка регенеративного потенциала локальной трансплантации мезенхимальных стволовых клеток, функционализированных остеофильным полимером, при переломах локтевой кости мелких лабораторных животных на фоне экспериментально индуцированного остеопороза. 
Задачи исследования на 2019 год: 
1 Оценка эффективности применения терапии адипозными мезенхимальными стволовыми клетками, модифицированными синтетическим остеофильным бисфосфонатным полимером, при переломах локтевой кости животных на фоне эстроген-зависимого остеопороза in vivo:
1-1 Создание животной модели индуцированного перелома локтевой кости с остеотомией диафиза локтевой кости.
1-2 Создание животной модели остеопороза путем билатеральной овариоэктомии.
1-3 Оценка эффективности применения нового способа стимулирования репаративного остеогенеза in vivo.
2 Оценка токсичности, биобезопасности и фармакокинетики остеофильного бисфосфонатного полимера:
2-1 Изучение острой и хронической токсичности.












ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Обзор литературы
Остеопороз представляет собой хроническое системное заболевание, поражающее костную ткань и сопровождающееся снижением  плотности и прочности костей, прогрессирующей потерей костной массы и нарушением костной микроархитектоники, что в конечном итоге приводит к высокому риску переломов. По данным ВОЗ остеопороз занимает четвертое место в мире в структуре заболеваний, наряду с сердечно-сосудистыми, онкологическими заболеваниями и сахарным диабетом [6, 7]. Согласно Международной Организации по вопросам остеопороза, в мире данным заболеванием страдают около 200 миллионов женщин (https://www.iofbonehealth.org). В Казахстане остеопорозом страдают 12,50% женщин и 9,09% мужчин. Ожидается, что к  2050 году количество больных остеопорозом в мире увеличится более чем в три раза, а частота переломов шейки бедра, самого опасного и труднозаживаемого осложнения остеопороза, увеличится у мужчин на 310%, а у женщин на 240% (https://www.iofbonehealth.org). По прогнозам специалистов, распространенность инвалидности, вследствие остеопороз-ассоциированных переломов к 2025 году в мире составит около 2.6 млн. случаев, а число случаев смерти после перелома бедра достигнет порядка 700 тысяч в год [6, 8].
 Снижение плотности костей или остеопения происходит в результате увеличения резорбции кости остеокластами в  процессе костного метаболизма (обновления кости), возрастного уменьшения клеток-предшественников остеобластов и ослабленной абсорбции кальция. Большинство научных исследований направлено на совершенствование методов лечения для сохранения костной массы и, таким образом, уменьшения риска переломов. С другой стороны гораздо меньше изучены непосредственно процессы регенерации костной ткани при переломе на фоне остеопороза по сравнению с исследованиями, посвященными предотвращению переломов остеопороза [9]. 
На данный момент для регенерации костных дефектов существует ряд перспективных подходов, включая классические аутологичные костные трансплантаты, а также инновационные методы с применением факторов роста и синтетических скаффолдов [10-14]. Тем не менее, заживление переломов - это сложный процесс регенерации костной ткани, который зависит от возраста и наличия остеопороза. В последние годы были получены данные, свидетельствующие о том, что регенерация костной ткани на фоне остеопороз-ассоциированных переломов заметно отличается от здоровой, и это может иметь важное значение при оценке влияния нового перспективного подхода лечения остеопороз-ассоциированных переломов [9]. Таким образом, разработка эффективных методов стимулирования процессов регенерации костной ткани в зоне замедленного сращения переломов при остеопорозе и схожих патологиях является одним из приоритетных направлений в современной науке и медицине.
В настоящее время существует несколько методов лечения остеопороза, но наиболее распространенным являются лекарства на основе бисфосфонатных соединений [15-17]. Бисфосфонаты являются аналогами пирофосфатов (H2O3P-O-PO3H2), где центральная гидролитически лабильная Р-О-Р связь заменена на гидролизоустойчивую Р-С-Р группу. Они взаимодействуют в селективном порядке с гидроксиапатитными группами на резорбтивной поверхности костной ткани, снижают  метаболизм и функциональную активность остеокластов, тем самым уменьшая скорость резорбции костной ткани, а также стимулируют образование новой кости. Препараты на основе бисфосфонатов применяются в медицинской практике не только для лечения остеопороза, но и таких заболеваний как болезнь Пэджета и малигнантная гиперкальцемия. Бисфосфонаты также способны подавлять остеолитическую способность раковых клеток в костных тканях [15].
Снижение плотности и прочности кости при остеопорозе происходит  не только из-за усиления функциональной активности остеокластов, но также в результате снижения количества клеток-предшественников остеобластов и развития так называемой «остеогенной недостаточности», и как следствие, невозможности обеспечения надлежащего уровня остеорепарации. В этой связи, одним из многообещающих направлений в лечении остеопороз-зависимых переломов  может быть клеточная терапия мезенхимальными стволовыми клетками, являющимся предшественниками остеобластов [3, 18, 19]. 
Существует два основных пути трансплантации МСК: системный и местный. Системное введение включает внутривенную и внутриартериальную инъекцию суспензии клеток, тогда как местное введение включает прямую трансплантацию клеток в зону интереса [20]. Ранние исследования в области клеточной трансплантологии показали, что при системном введении большая часть трансплантированных клеток в первую очередь попадает в легкие, откуда они либо элиминируются, либо постепенно мигрируют в другие ткани [21-25]. Миграция МСК из легких, как полагают, в основном обусловлена воспалительными процессами, протекающими в других внутренних органах, так как в силу своей биологии, МСК являются очень чувствительными к хемокину CCL21, вырабатывающемуся клетками сосудистого эндотелия вблизи зоны воспаления [26, 27]. Таким образом, на эффективность системного введения МСК в случае патологий костной ткани могут в значительной мере влиять другие хронические состояния, присутствующие в организме реципиента. Другим недостатком системного введения МСК является агрегация трансплантированных клеток в областях аномальной пролифераций клеток, например при раке молочной железы, яичника и других онкологических заболеваниях [28]. С этой точки зрения, в случае терапии патологий костной ткани, местная трансплантация является предпочтительней, так как обеспечивает локальное введение высокого пула МСК непосредственно в зону дефекта. Тем не менее, в некоторых исследованиях ставится под сомнение способность к выживанию клеток ввиду отсутствия кислорода и питательных веществ вдали от кровотока [29]. Применение методов поверхностной модификации клеток  в данном случае может улучшить механизм хоуминга, а также, в зависимости от функциональной активности лиганды, иметь и сочетанный эффект.  
Как уже упоминалось, ранее нами, в сотрудничестве с профессором Аланом Расселом, (Университет Карнеги-Мэллон, Питтсбург, США),  был синтезирован остеофильный полимер, который представляет собой искусственный вектор для целенаправленного связывания как с клетками, так и с гидроксиапатитами костной ткани [4]. В наших предыдущих работах, а также в отчете за 2018 год были представлены данные о том, что полимер способен стабильно связываться с МСК и костной тканью, не оказывает влияния на процессы клеточной пролиферации и остеогенной дифференцировки МСК, и обладает остеокласт-ингибирующей активностью in vitro [4, 5]. Целью настоящего исследования явилось доклиническое исследование острой и хронической токсичности полимера, а также оценка краткосрочного эффекта (до 4 недель) локальной трансплантации мезенхимальных стволовых клеток, функционализированных остеофильным полимером, при переломах локтевой кости мелких лабораторных животных на фоне экспериментально индуцированного остеопороза. 
2 Материалы и методы
2.1 Выделение и культивирование МСК из адипозной ткани мелких грызунов (крыс)
МСК крыс были получены из адипозной ткани животных согласно опубликованному ранее протоколу [30] с небольшими улучшениями. Жировая ткань была выделена из крыс под ингаляционной анестезией изофлюраном 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. 
2.2 Трансфекция МСК люциферазным лентивирусным вектором и биолюминесцентный анализ in vitro
Были использованы лентивирусные частицы LVT-Luc2 (Eurogen). Клетки высеивали с конечной плотностью 2x10e5 клеток в 12-луночные планшеты. Лентивирусные частицы оттаивали при комнатной температуре. 200µл лентивирусных частиц (0.5x10e6 трансдуцирующих единиц на мл.) добавляли в каждую лунку. Для усиления трансфекции использовали протамин сульфат (SigmaAldrich). Протамин сульфат растворяли в воде MilliQ и добавляли в каждую лунку для достижения финальной концентрации 100µг/мл. Плашку инкубировали в течение 24 часов при 37oC, 5% CO2. После среду заменяли на полную питательную среду DMEM (15%ФБС, 1%Пен/Стреп). Спустя 72 часа проводили анализ на эффективность трансфекции с помощью имиджера IVIS (Caliper, USA). Для in vitro биолюминисцентного анализа  использовали D-люциферин светляка (Caliper, USA). Маточный раствор готовили с концентрацией 30 мг/мл в стерильных условиях, аккуратно переворачивая, разливали и хранили при  -20oC. Рабочий раствор готовили с использованием подогретой питательной среды для достижения финальной концентрации 150µг/мл (1:200). Перед проведением анализа с помощью имиджера рабочий раствор добавляли в каждую лунку. Анализ проводили в режиме биолюминесценции, контролем служили клетки, не подвергавшиеся трансфекции (рисунок 1).
 2.3 Синтез и химическая структура остеофильного бисфосфонатного полимера PBP-f-NHS 
Процесс синтеза и химическая структура  остеофильного бисфосфонатного полимера PBP-f-NHS были представлены в отчете за 2018 год и опубликованы в наших предыдущих работах [4, 5]. Вкратце, полимер был синтезирован методом радикальной полимеризации с переносом атома (ATRP), согласно опубликованному ранее протоколу. Базовой молекулой при синтезе являлся кополимер, состоящий из двух мономеров - биологически инертного N,N-диметилакриламида (ДМАА) и N'-гидроксисукцимидного 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.    
2.4 Функционализация МСК остеофильным полимером 
Трансфецированные МСК инкубировали с полимером  в концентрации 1 мг/мл на протяжении 10 минут в водяной бане 37оС в 1 мл PBS при pH 8.0. После инкубации взвесь клеток центрифугировали при 300g в течение 5 минут, промывали в PBS при pH 7.4; процедуру повторяли три раза.
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Рисунок 1 – Детекция биолюминесценции популяций МСК, трансфецированных               (лунки № 2 и 6) и не трансфецированных люциферазным лентивирусным вектором                   (лунки 1 и 5)

2.5 Модель остеопороза и перелома локтевой кости
Модель остеопороза у лабораторных крыс была создана путем проведения стандартной билатеральной овариоэктомии  (OVX). Плотность костной ткани оценивали непосредственно перед операцией и через три месяца после проведения овариоэктомии с помощью микроКТ IVIS Spectrum (Caliper, USA). Остеопороз считался подтвержденным при уменьшении плотности костной ткани на 10% и более по сравнению с первоначальной.  Для оценки регенеративного потенциала модифицированных МСК, клетки функционализировали полимером согласно описанной выше методике;  была  использована отработанная в нашей лаборатории модель хирургического перелома локтевой кости у крыс с остеотомией диафиза локтевой кости на фоне экспериментального эстроген-зависимого остеопороза.  
2.6 Анализ костной плотности с помощью имиджера микроКТ IVIS (Caliper, USA) 
Радиография и прижизненная оценка плотности костной ткани в зоне перелома проводилась при помощи аппарата микро КТ (IVIS Spectrum CT; Caliper) раз в неделю. Использовали микроКТ с размером вокселей 150µ, 440 альт., 50 кВ, разрешение 425, FOV LxWxH 12x12x13 см. Приблизительная доза составила 52 мГв на одно сканирование. 3-мерная реконструкция и оценка плотности кости выполнялась с использованием программного обеспечения Living Image 4.3.1 (Caliper). Полученное изображение было экспортировано в формате DICOM и сохранено на жестком диске. Плотность кости определяли как оптическую плотность в объеме кости.
2.7 Гистологический анализ
После выведения из эксперимента, лабораторные животные умерщвлялись путем декапитации под изофлурановой анестезией, локтевая кость отделялась от сопутствующих тканей, проводилась макроскопическая оценка материала. Для микроскопической оценки процессов регенерации в зоне сращения перелома, ткани локтевой кости поврежденной конечности были зафиксированы в 10% нейтральном растворе формалина (pH 7,2–7,4). Фрагменты костной ткани были подвергнуты предварительной декальцинации, с последующей гистологической обработкой по общепринятой технологии с заливкой в парафин. Из парафиновых блоков были изготовлены микротомные срезы толщиной 7-10 микрон с последующей окраской гематоксилином и эозином и изучением в светооптическом микроскопе.
2.8 Иммунофлюоресцентный анализ гистологических срезов на наличие маркеров люциферазы в костной ткани в зоне перелома
Трансдуцированные люциферазой клетки анализировали на гистологических срезах с помощью иммунофлюоресцентного  анализа. Антитела Goat Luc Ab (Abcam) использовали как первичные антитела и Rabbit AntiGoat Alexa488 H&L (Alexa Fluor® 488) (Abcam) как вторичные. Изображения были получены с помощью конфокального микроскопа Zeiss. 
2.9 Изучение острой и хронической токсичности остеофильного бисфосфонатного полимера PBP-f-NHS 
Исследования острой и хронической токсичности остеофильного бисфосфонатного полимера проводились на базе РГП на ПХВ  «Национальный центр экспертизы лекарственных средств, изделий медицинского назначения и медицинской техники», Министерства Здравоохранения Республики Казахстан.
Исследование острой токсичности проводилось на 12 белых инбредных половозрелых крысах обоего пола массой 180–200 г, разделенных на две группы. Животные распределялись по группам случайным образом. В качестве критерия приемлемой рандомизации считали отсутствие внешних признаков заболевания и гомогенность групп по массе тела (±10 %). В каждую группу было включено по 6 животных. Животным первой исследовательской группы было введено 5 мл водного раствора полимера в начальной дозе 500 мг/кг внутрибрюшинно однократно; животным контрольной группы была введена вода для инъекций в том же объеме. На протяжении 14 суток наблюдали за состоянием шерстного покрова и слизистых оболочек животных, поведенческими реакциями, регистрировали массу тела. О негативном влиянии введенных исследуемых образцов судили по клиническим симптомам интоксикации (общее состояние животных, особенности поведения, интенсивность двигательной активности, реакции на звуковые и световые раздражители, состояние кожного и волосяного покрова, окраска слизистых оболочек),  динамике массы тела, потреблению кормов и воды, смертности.
Целью исследования хронической токсичности являлось проведение сравнительной оценки безопасности исследуемого образца синтетического остеофильного бисфосфонатного полимерапри его многократном внутрибрюшинном введении экспериментальным животным по показателю хронической токсичности. Исследование проведено в соответствии с принципами Европейской конвенции по защите позвоночных  животных, используемых в экспериментах и других научных целях (Страсбург 1986 г.) и  с положениями Всемирной декларации благосостояния животных (1987 г.). Доклинические исследования были направлены на сравнительное изучение токсического действия исследуемого образца синтетического остеофильного бисфосфонатного полимера относительно образца натрия алендроната тригидрат  («Ратофарм», Великобритания). Объектами исследования служили образцы следующего состава, представленные в таблице 1.  
Изучение хронической токсичности проводилось на белых инбредных половозрелых крысах обоего пола массой 180–200 г, разделенных на 4 группы. Животные распределялись по группам случайным образом. В качестве критерия приемлемой рандомизации считали отсутствие внешних признаков заболевания и гомогенность групп по массе тела (±10 %). В каждую группу было включено по 10 животных. Информация о группах экспериментальных животных представлена в таблице 3.
В таблице 2 указаны используемый вид лабораторных животных и условия их содержания. Для изучения хронической токсичности исследуемые образцы вводились внутрибрюшинно в максимально допустимом объеме 5.0 мл для крыс массой 180-200 г в течение 28 дней. При расчете дозировок для хронической токсичности использованы результаты определения параметров острого токсического действия образцов на крысах при внутрибрюшинном введении. В данном случае ЛД50 исследуемых образцов составляет 1000 мг/кг. Исходя из расчета вводимые дозы исследуемых образцов составили: 200 мг/кг; 100 мг/кг и 50 мг/кг (соответственно 1/5; 1/10; 1/20 от 1000 мг/кг). 

Таблица 1.  Информация об исследуемых образцах
	Наименование
	Исследуемый образец
	Образец сравнения

	Название образца
	Синтетический остеофильный бисфосфонатный полимер
	Натрия алендроната тригидрат

	Лекарственная форма
	Порошок
	Порошок

	МНН
	-
	-

	Производитель, страна
	«National Laboratory Astana»,  Республика Казахстан
	«Ратофарм», Великобритания

	Описание
	Порошок светложелтого цвета, без выраженного запаха
	Порошок белого цвета, без выраженного запаха

	Химическое название и формула
	PBP-f-NHS:
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Таблица  2.  Экспериментальные животные и условия их содержания                                                                                                    
	Вид 
	крысы

	Порода 
	инбредные

	Пол 
	самцы и самки

	Масса тела крысы 
	180-200 +10 г

	Общее количество 
	70 шт. (по 10 особей в каждой группе)

	Источник получения 
	виварий, собственный питомник

	Дата получения 
	по необходимости

	Период акклиматизации 
	15 дней

	Индивидуальная идентификация 
	метки  

	Метод распределения по группам 
	случайный

	Количество животных в клетке 
	по 3 крысы

	Размеры клетки 
	стандартные

	Материал клетки 
	нержавеющая сталь и пластик

	Основной рацион 
	сбалансированный гранулированный корм

	Источник воды 
	вода очищенная, полученная из системы очистки воды 2-го класса чистоты «Сарториус», Германия

	Температура воздуха 
	20+3С

	Влажность воздуха 
	не более 65 %



Таблица 3.  Группы экспериментальных животных
	Номер группы
	Количество животных
	Название ЛП, вводимая доза

	КРЫСЫ

	№ 1 Контрольная
	5♀ 5♂
	Вода для инъекций 5.0 мл

	№ 2 Экспериментальная
	5♀ 5♂
	СОБП* 200 мг/кг

	№ 3 Экспериментальная
	5♀ 5♂
	СОБП* 100 мг/кг

	№ 4 Экспериментальная
	5♀ 5♂
	СОБП* 50 мг/кг

	№ 5 Экспериментальная
	5♀ 5♂
	Натрия алендроната тригидрат 200 мг/кг

	№ 6 Экспериментальная
	5♀ 5♂
	Натрия алендроната тригидрат 100 мг/кг

	№ 7 Экспериментальная
	5♀ 5♂
	Натрия алендроната тригидрат 50 мг/кг

	  
* - СОБП – синтетический остеофильный бисфосфонатный полимер




Наблюдение за общим состоянием, поведением, двигательной активностью животных велось в течение 28 дней. В первый день после введения препарата животные находились под непрерывным наблюдением. На протяжении всего эксперимента наблюдали за состоянием шерстного покрова и слизистых оболочек животных, поведенческими реакциями, регистрировали массу тела. О негативном влиянии введенных препаратов судили по клиническим симптомам интоксикации (общее состояние животных, особенности поведения, интенсивность двигательной активности и т.д.), динамике массы тела, смертности. Вычисляли среднее значение полученных величин и стандартное отклонение. 
2.10 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),  либо тестом Стьюдента. Значения считались достоверно различными при p ≤ 0.05. Анализ проводился с использованием статистической программы SigmaPlot.  
3 Результаты исследований
3.1 Оценка регенераторного потенциала  локальной трансплантации мезенхимальных стволовых клеток, функционализированных остеофильным полимером,  при переломах локтевой кости мелких лабораторных животных на фоне экспериментально индуцированного остеопороза 
3.1.1 Создание животной модели индуцированного перелома локтевой кости с остеотомией диафиза локтевой кости
Для оценки  регенеративного потенциала мезенхимальных стволовых клеток, модифицированных остеофильным полимером была создана модель индуцированного перелома локтевой кости у крыс с остеотомией диафиза локтевой кости (рисунок 2).
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Рисунок 2 – Остеотомия локтевой кости

В день оперативного вмешательства животное не кормили и не поили. С целью предоперационной подготовки область операционного поля заблаговременно освобождалась от шерсти. Для инициации ингаляционной анестезии животное помещалось в камеру системы газовой анестезии Harvard Apparatus с использованием 5% раствора Изофлурана при условиях 1,0 л/мин кислорода (O2). После погружения животного в хирургическую стадию наркоза для поддержания анестезии использовали  1,5% уровень Изофлурана. Далее трехкратно в широких пределах выполняли обработку операционного поля последовательно, раздельными стерильными марлевыми тампонами, обильно смоченными водным раствором повидон-йода (10% раствор «Бетаин») в течение 3 мин. По маркировочной линии выполнялся линейный разрез кожи в проекции локтевой кости. Тупым путем с использованием зажим типа HALSTED-MOSQUITO-DE BAKEY методом раздвигания окружающих тканей и острым путем с использованием микрохирургических ножниц методом диссекции под визуальным контролем выполняли хирургический доступ к локтевой кости. Далее с помощью кусачек осуществляли остеотомию локтевой кости. Производился контроль на инородные тела, гемостаз с послойным закрытием послеоперационной раны нитью «Лактисорб» 4-0 на атравматичной игле. Выполняли обработку послеоперационной раны 10% раствором «Бетадин». После закрытия п/о раны ингаляцию анестетика прекращали, а ингаляцию кислорода не останавливали до вывода из наркоза и окончательного пробуждения животного. В послеоперационном периоде всем крысам предоставляли свободный динамический режим. В течение всего эксперимента проводили визуальное наблюдение за лабораторными животными в ближайшем и отдаленном послеоперационном периоде (общее состояние, поведение, аппетит, опороспособность оперированной конечности, состояние кожного покрова и мягких тканей в области операции).
3.1.2 Создание  животной  модели остеопороза путем билатеральной овариоэктомии
Модель остеопороза у лабораторных крыс создавали путем удаления яичников. Удаление яичников является причиной эстроген-зависимого остеопороза: за счет уменьшения концентрации эстрогена уменьшается концентрация кальцитонина, что приводит к потере минеральных веществ, а в особенности кальция, и, соответственно «хрупкости кости»; другим эффектом снижения концентрации эстрогена в крови является усиление остеокластной активности. Исходя из вышесказанного, билатеральная овариоэктомия является эффективным способом создания модели остеопороза. Билатеральная овариоэктомия проводилась у самок белых беспородных крыс в возрасте 2 месяца. Операция выполнялась под ингаляционным наркозом с использованием раствора Изофлурана в концентрации 0.2-0.3% со скоростью подачи кислорода 2 мл/мин. После трехкратной обработки операционного поля выполнялась стандартная билатеральная овариоэктомия. Оценку плотности костной ткани производили непосредственно перед и на протяжении трех месяцев после удаления яичников при помощи микроКТ IVIS Spectrum (Caliper, USA). Запуск программы осуществлялся со следующими параметрами для компьютерной томографии: высота образца – 4.0 см, площадь покрытия – D. Для анализа полученных данных и получения трехмерного изображения  использовали программу LivingImage, а также опцию ROI для определения костной плотности определённых участков. Оценку проводили в единицах измерения Hounsefield. У группы животных с экспериментально-индуцированным остеопорозом и у контрольной группы (без удаления яичников) определяли плотность костной ткани правой и левой верхней конечности. Анализ динамики изменения плотности костной ткани, представленный на рисунке 3, проводили методом соотношения финальной плотности костной ткани, измерявшейся через три месяца после проведения операции, к начальной плотности костной ткани (непосредственно перед операцией), которая приравнивалась к единице. При соотношении равному 1 - плотность костной ткани оставалась неизменной; если значение >1, значит плотность костной ткани увеличилась; если значение <1, значит плотность костной ткани уменьшилась, => активные остеопоротические процессы. Из рисунка 3 видно, что у контрольных животных, не подвергшихся процедуре овариоэктомии, плотность ткани незначительно повышалась (примерно на 10%), что связано с нормальным физиологическим взрослением животных. Напротив, у прооперированных животных через три месяца после овариоэктомии наблюдалось ~25%-ое достоверное снижение плотности костной ткани, что свидетельствует о развитии эстроген-зависимого остеопороза у животных этой группы.  
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Рисунок 3 – Анализ костной плотности у здоровых и OVX животных. Данные  представлены в виде соотношения финальной плотности костной ткани (3 месяца) к начальной (до оперативного вмешательства); достоверность данных представлена тестом Стьюдента (* - p≤0.05 по сравнению с контролем, n=20)

3.1.3 Оценка эффективности применения нового способа стимулирования репаративного остеогенеза in vivo
Модель перелома локтевой кости была выполнена в 4 группах (по 5 животных). Животные первой группы служила контролем и  не получала никакого лечения; животным второй и третьей группы вводили либо остеофильный полимер, либо просто МСК, в то время как животным четвертой группы вводили МСК, модифицированные остеофильным полимером, в концентрации 1х106 клеток/мл. Процедуру трансплантации клеток и полимера проводили раз в неделю на протяжении четырех недель. Для оценки динамики формирования костной мозоли на протяжении четырех недель проводили оценку плотности костной ткани в местах перелома. Разницу в костной плотности высчитывали как соотношение финальной плотности (4 неделя) к начальной (на момент перелома), приравненной к единице, у каждой крысы индивидуально. Затем среднее значение было подсчитано для каждой группы и представлено на рисунке 4. При соотношении равному 1 - плотность костной ткани осталась неизменной; если значение <1, значит плотность костной ткани уменьшилась; если значение >1, значит плотность костной ткани увеличилась, => активизируются регенеративные процессы. На рисунке 4 видно отсутствие динамики регенерации костной ткани у контрольных животных, не подвергшихся лечению, и животных получавших только полимер или только МСК. В то же самое время, у животных, получавших местную инъекцию модифицированных МСК наблюдалось статистически достоверное 27% увеличение плотности костной ткани в местах перелома (рисунок 4), а на рентгеновских снимках, полученных через четыре недели после перелома, четко видно формирование костной мозоли (рисунок 5). 
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Рисунок 4 – Оценка эффективности введения модифицированных остеофильным полимером МСК при переломе локтевой кости на фоне остеопороза.  Количественные данные представлены в виде плотности костной ткани в зоне остеотомии через четыре недели после начала эксперимента, нормализованные к плотности костной ткани, измеренной непосредственно после оперативного вмешательства (приравненная к единице). Достоверность данных представлена тестом One Way ANOVA (*** - p≤0.001 по сравнению с контролем, n=37)
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Рисунок 5 – Фотографии локтевой и лучевой костей левой верхней конечности лабораторных крыс, сделанные с помощью компьютерного томографа IVIS Spectrum (Caliper, USA): верхний ряд – спустя 2 часа после перелома (остеотомии), нижний ряд – спустя 4 недели

При проведении post-mortem анализа гистологических препаратов зоны переломы трубчатой кости у экспериментальных животных четвертой группы, по сравнению с животными других групп, была отмечена высокая активность процессов репаративного остеогенеза с солидными разрастаниями незрелых клеток, выявлены зрелые остеобласты, участки пролиферации на поверхности уже сформированных костных балок. На границе с мягкими тканями, наблюдали образование узловатых остеообразующих клеточных пролифератов по типу костной мозоли  (рисунок 6).
Для отслеживания динамики внутритканевого распределения трансплантированных клеток были использованы МСК,  трансфецированные лентивирусными частицами Luc-LVT с люциферазой. Люцифераза - это фермент, субстратом для которого является люциферин. При попадании в клетки, экспрессирующие люциферазу, люциферины окисляются в присутствии данного фермента с образованием оксилюциферина и излучают энергию в виде света - биолюминесценцию. Для детекции сигнала люциферина использовали биолюминесцентный профиль микроКТ имиджера IVIS (Caliper, USA). Результаты биолюминесцентного анализа на экспрессию люциферазы показаны на рисунке 7. Люминесцентный сигнал четко детектировался на протяжении одной недели после трансплантации клеток в третьей и четвертой экспериментальных группах, однако на третьей неделе сигнал не удалось детектировать в обеих группах животных. Возможно, это связано с либо с низким количеством выживших МСК, либо миграцией клеток в глубину костной ткани, что, ввиду ограниченной разрешающей способности имиджера, затрудняет детекцию биолюминесцентного сигнала. 
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Рисунок 6 – Гистологический анализ костной ткани в зоне перелома. А – контрольная группа; Б – группа, получавшая только полимер; В – группа, получавшая только МСК; Г- группа, получавшая комбинированное лечение МСК, функционализированных полимером

[image: ]

Рисунок 7 – Биолюминесцентный анализ трансплантированных клеток
Для дальнейшего изучения  динамики внутритканевого распределения трансплантированных клеток был проведен иммунофлюоресцентный анализ гистологических срезов на наличие маркеров люциферазы в костной ткани в зоне перелома. Результаты анализа микрофотографий, представленные на рисунке 8, подтвердили наличие люцифераз-положительных клеток в составе костной ткани, что дает нам основания полагать о жизнеспособности и дифференциации трансплантированных МСК в клетки-остеобласты.
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Рисунок 8 – Иммунофлюоресцентный анализ на люцифераз-положительные клетки. 
Были использованы антитела Goat Luc Ab +AntiGoat Alexa488 produced in rabbit, 20X (Конфокальный микроскоп Zeiss)

Таким образом, оценка краткосрочной (1 месяц) эффективности применения нового способа стимулирования репаративного остеогенеза in vivo показала усиление процессов регенерации костной ткани в зоне перелома локтевой кости у крыс с остеотомией диафиза локтевой кости на фоне эстроген-зависимого остеопороза при применении клеточной терапии МСК, модифицированных остеофильным полимером. 
3.2 Оценка токсичности, биобезопасности и фармакокинетики остеофильного бисфосфонатного полимера
3.2.1  Доклиническое исследование острой токсичности полимера
При однократном внутрибрюшинном ведении исследуемых  образцов  животным в дозе 500 мг/кг общее состояние животных опытной и контрольной группы не изменилось, падежа во всех опытных группах не наблюдалось. Реакции на тактильные, болевые, звуковые и световые раздражители были без изменений. Для увеличения вводимой дозы  начальная доза 500 мг  была введена повторно. После двукратного введения начальной дозы 500 мг состояние животных также не изменилось. Введенная суммарная доза исследуемых образцов в пересчете на активное соединение составила 1000 мг/кг. Поведенческие реакции экспериментальных животных не отклонялись от нормы. В состоянии шерстного и кожного покрова  патологических  изменений  не обнаружено. Шерсть блестящая, густая, плотно прилегающая, хорошо удерживалась. Динамика массы тела экспериментальных животных была положительной (таблица 4). Как видно из таблицы животные из опытной группы прибавляли в весе в течение всего периода наблюдения. После окончания эксперимента животные были подвергнуты цервикальной дислокации.

Таблица 4 - Динамика массы тела экспериментальных крыс
	
№
гр
	
Дозы, путь введения
	Динамика массы (г), сутки после начала опыта
	
Прирост массы тела, г

	
	
	Фон

	через 24 часа
	через
7 дней
	через
14 дней
	

	1
	Контрольные
	♀184,1 ± 0,7
♂184,7±  0,3
	♀184,6± 0,4
♂184,8± 0,3
	♀190,3± 0,7
♂190,2± 0,8
	♀193,6± 1,4
♂195,1±1,2
	♀+9,5
♂+10,4

	2
	СОБП
	♀184,1 ± 0,7
♂184,7±  0,3
	♀184,8 ± 0,7
♂186,0±  0,5
	♀189,8± 0,2
♂190,9±1,0
	♀193,6 ± 0,9
♂194,6±  1,0
	♀+9,5
♂+9,9



Для оценки состояния внутренних органов, было проведено вскрытие животных экспериментальной и контрольной группы. Визуальные наблюдения показали, что у животных обеих групп сердце было правильной формы, перикард чистый, без спаек и наложений, миокард равномерно окрашенный, насыщенного цвета, без изменений поверхности. Легкие светлые, равномерной окраски и консистенции. Печень гладкая, блестящая, равномерно окрашенная, без участков изменения структуры и цвета, края органа тупые, по форме и размеру печень соответствует норме. Почки равномерно окрашены,  левая и правая почки не различаются. Корковое и мозговое вещество имеет четкие границы, дефектов на поверхности органов, изменения окраски, консистенции не отмечено. Слизистая желудка чистая, розовая, без наложений. Кишечник эластичный, без спаек и деформаций, без видимых нарушений целостности. Слизистая органа без дефектов, гладкая, блестящая, нормально увлажненная на всем протяжении.  Подобную патологоанатомическую картину наблюдали у всех подопытных животных, что говорит об отсутствии патологических изменений в органах и тканях, вызванных острвым воздействием испытуемого препарата. 
3.2.2 Доклиническое исследование хронической токсичности полимера
Результаты исследований хронической токсичности полимера показали, что в течение всего опытного периода гибель животных отсутствовала (таблица 5).
Более того, в течение эксперимента не наблюдались признаки интоксикации; полимер не оказал отрицательного влияния на динамику прироста массы тела. На протяжении всего исследования наблюдалась положительная динамика массы тела экспериментальных животных (таблица 2). Состояние кожного и шерстного покрова экспериментальных животных в ходе эксперимента было в пределах нормы. Взвешивание внутренних органов крыс (сердце, печень, легкие, селезенка и почки) не установило значимых различий в массовых коэффициентах внутренних органов экспериментальных животных, что свидетельствует об отсутствии токсического влияния исследуемого образца на внутренние органы и системы.

Таблица  5 - Показатели смертности животных
	Доза и путь введения
	Количество павших/ общее количество животных
	Смертность (%)

	СОБП*

	200 мг/кг в/бр**
	0/10
	0.0

	100 мг/кг в/бр
	0/10
	0.0

	50 мг/кг в/бр
	0/10
	0.0

	Натрия алендроната тригидрат

	200 мг/кг в/бр
	0/10
	0.0

	100 мг/кг в/бр
	0/10
	0.0

	50 мг/кг в/бр
	0/10
	0.0

	* - СОБП – синтетический остеофильный бисфосфонатный полимер
** - в/бр внутрибрюшинно



Таблица 6 - Динамика массы тела экспериментальных крыс
	Период до/после введения препарата 
	Вес животных в граммах

	
	Контрольная группа 
	Полимер

	До введения препарата
	♀180,2 ± 1,0 ♂181,4 ± 0,2  
	♀185,0 ± 0,3 ♂182,6 ± 0,1 

	через 24 часа
	♀180,2 ± 1.0 ♂181,4 ± 0.2  
	♀185,0 ± 0,3 ♂182,6 ± 0,1 

	через 7 дней
	♀189,8 ± 0,8 ♂190,1 ± 1,0
	♀192,0 ± 0,3
♂193,8 ± 0,2

	через 14 дней
	♀196,0 ± 0,4 ♂195,0 ± 0,2  
	♀196,6 ± 0,8 ♂197,9 ± 0,3 

	через 21 дней
	♀199,0 ± 0,8 ♂198,5 ± 0,4  
	♀201,0 ± 0,1 ♂200,5 ± 0,4 

	через 28 дней
	♀203,1 ± 0,7 ♂205,9 ± 0,5
	♀206,2 ± 0,1
♂208,9 ± 0,2

	Прирост массы тела, г
	♀+22,9
♂+24,5
	♀+21,2     
♂+26,3



Внутренние органы крыс (сердце, печень, легкие, селезенка и почки) были подвергнуты взвешиванию с целью определения массовых коэффициентов (таблица 7). Из таблиц видно, что не установлено значимых различий в массовых коэффициентах внутренних органов экспериментальных животных, что свидетельствует об отсутствии токсического влияние исследуемого образца на внутренние органы и системы.

Таблица 7 - Массовые коэффициенты (МК) органов крыс
	Внутренние органы
	Контрольная группа
	СОБП
	Натрия алендроната тригидрат 

	Сердце
	 0,46 + 0,06
	0,44 + 0,02
	0,45 + 0,04

	Печень
	5,48 + 0,1
	      5,50 + 0,1
	      5,61 + 0,1

	Легкие
	0,97 + 0,04
	0,95 + 0,05
	0,98 + 0,07

	Почки
	0,86 + 0,02
	0,87 + 0,02
	0,89 + 0,04

	Селезенка
	0,64 + 0,04
	0,66 + 0,02
	0,68 + 0,02 



Также была проведена оценка влияния синтетического остеофильного бисфосфонатного полимера на периферическую кровь по 14 нормативным показателям. Исследуемый образец не оказал влияния ни на один гематологический показатель. В частности, уровень гемоглобина у крыс, которым вводили исследуемый образец в дозах 200 мг/кг; 100 мг/кг и 50 мг/кг, равнялся соответственно от 159,0 г/л до 179,0 г/л относительно контроля 172,0 г/л. Содержание эритроцитов, лейкоцитов и тромбоцитов также были в пределах нормы относительно контроля (таблица 8). 

Таблица 8 – Показатели периферической крови (общий анализ крови)
	Синтетический остеофильный бисфосфонатный полимер
	Контроль

	Доза
	200 мг/кг
	100 мг/кг
	50 мг/кг
	-

	WBC*
	9,88+0,1
	14,6+1,01
	  17,01+2,0
	 17,9+0,01

	LYM*
	  9,65+0,01
	10,2+0,02
	  10,2+0,02
	 9,03+0,02

	MID*
	0,03+0,2 
	0,72+0,01
	 0,69+0,2
	 0,77+0,05

	GRA*
	0,20+1,0
	  4,1+1,02
	  5,0+0,1
	   	2,16+0,8

	LY%*
	  96,7+0,04
	 79,1+1,01
	59,4+0,2
	  82,7+0,04

	MI%*
		   	0,3+0,01
		 4,1+0,02
		  	2,4+0,1
	    3,7+0,07

	GR%*
	15,2+0,2
	   8,7+0,10
		 16,1+0,5
	  19,8+0,66

	RBC*
	  5,10+0,02
	  8,06+0,12
	   7,11+0,10
	    8,94+0,11

	HGB*
	      159+0,01
	   178+1,01
	    179+1,01
	   172+2,01

	HCT*
	  46,01+2,01
	37,16+0,06
	 51,66+0,07
	  41,7+0,15

	MCV*
		  	58,2+0,01
	  57,1+0,10
	 53,0+0,1
	  60,1+0,02

	MCH*
	   20,8+0,02
	20,4+0,2
	   19,1+0,12
	  17,3+0,17

	MCHC*
	    387+1,02
	   398+0,10
		 399,1+0,21
	 376,2+0,03

	PLT*
	    778+10,0
	812,9+10,1
	   852+0,15
	 948,7+0,05

	* - WBC-лейкоциты, LYM-лимфоциты, MID-моноциты, GRA-гранулоциты, LY% - % лимфоцитов, MI% - % моноцитов,  GR% - % гранулоцитов, RBC-эритроциты, HGB-гемоглобин, HCT-гематокрит, MCV-средний объем эритроцитов, MCH-среднее содержание гемоглобина в эритроците, MCHC-средняя концентрация гемоглобина в эритроцитах, PLT-тромбоциты.


Патоморфологическому исследованию подвергались внутренние органы  экспериментальных животных. Гистологические изменения внутренних органов оценены при помощи цифровой станции для люминесцентной микроскопии Lab. A1 Axio, производства «Carl Zeiss», Германия. 
При морфологическом исследовании контрольной группы животных установлено, что структура печени соответствует обычному гистологическому строению (рисунок 9),  строение почек не изменено (рисунок 10), легкое имело обычное гистологическое строение (рисунок 11). 
Гистологическое исследование органов животных получавших исследуемый образец синтетический остеофильный бисфосфонатный полимер были выявлены следующие изменения. В почках гистологическое строение сохранено, наблюдалось полнокровие сосудов (рисунок 12).  Структура печени нарушена за счет выраженного межбалочного отека (рисунок 13). В ткани легкого гистологическое строение не нарушено, наблюдалась очаговое полнокровие сосудов (рисунок 14).
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Рисунок 9 –  Контроль. Печень. Обычное гистологическое строение. Окраска  гематоксилином и эозином. Увеличение х 200
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Рисунок 10 – Контроль. Почка. Обычное гистологическое строение. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение х 200
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Рисунок 11 – Контроль. Легкое. Обычное гистологическое строение. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение х 200
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Рисунок 12 – Синтетический остеофильный бисфосфонатный полимер. Почка. Полнокровие сосудов. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение х 200
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Рисунок 13 – Синтетический остеофильный бисфосфонатный полимер. Печень. Межбалочный отек. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение х 200
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Рисунок 14 – Синтетический остеофильный бисфосфонатный полимер. Легкое. Полнокровие сосудов. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение х 200

Гистологическое исследование органов животных получавших образец сравнения натрия алендроната тригидрат показало, что строение почек сохранено, в отдельных участках лишь наблюдался отек ткани и полнокровие сосудов (рисунок 15), структура печени сохраняла свое гистологическое строение (рисунок 16). Структура легкого не нарушена, наблюдалась единичное полнокровие сосудов (рисунок 17). 
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Рисунок 15 – Натрия алендроната тригидрат. Почка. Отек ткани и полнокровие сосудов. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение х 200
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Рисунок  16 – Натрия алендроната тригидрат. Печень. Обычное гистологическое строение. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение х 200
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Рисунок 17 – Натрия алендроната тригидрат. Легкое. Полнокровие сосудов. Окраска гематоксилином и эозином. Увеличение х 200

Таким образом, проведенное патоморфологическое исследование внутренних органов подопытных животных, которым вводили синтетический остеофильный бисфосфонатный полимер, позволило сделать заключение об отсутствии изменений в тканях органов, в гистологическом строении, наблюдался лишь очаговый отек и полнокровие сосудов. Обнаруженные гистологические изменения участков внутренних органов животных свидетельствует об отсутствии хронического токсического действия на внутренние органы, а небольшие изменения связаны с процессом декапитации.



























ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В 2019 году была проведена предварительная оценка эффективности применения терапии адипозными мезенхимальными стволовыми клетками, модифицированными синтетическим остеофильным бисфосфонатным полимером при переломах локтевой кости животных на фоне эстроген-зависимого остеопороза in vivo. Cогласно календарному плану (Приложение А), все задачи были выполнены в полном объеме:
1. Была отработана животная модель индуцированного перелома локтевой кости с остеотомией диафиза локтевой кости (подпункт отчета 3.1.1).
2. Была отработана животная модель остеопороза путем билатеральной овариоэктомии (подпункт отчета 3.1.2).
3. Была проведена оценка краткосрочной (1 месяц) эффективности применения нового способа стимулирования репаративного остеогенеза in vivo, которая показала  усиление процессов регенерации костной ткани в зоне перелома локтевой кости у крыс с остеотомией диафиза локтевой кости на фоне эстроген-зависимого остеопороза при применении клеточной терапии МСК, модифицированных остеофильным полимером (подпункт отчета 3.1.3).
4. Была проведена оценка токсичности остеофильного бисфосфонатного полимера с изучением острой и хронической токсичности, которая  показала отсутствие токсического воздействия полимера на органы и ткани (подпункты отчета 3.2.1 и 3.2.2). 
По результатам исследований были опубликованы две статьи, представлен устный доклад на III съезде травматологов – ортопедов РК и опубликован тезис; также были подготовлены и поданы в журналы две статьи (Приложение Б, В). 
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ПРИЛОЖЕНИЕ А

Техническая спецификация и календарный план работ на 2018-2020 год
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GonbHbIX NPy GUNOKANLHOM OCTEOCUHTE-
3e oTMevanach cnabas pereHepauus.
HecmoTps Ha 310, Hamu Gbinu nonyyeHsi
XO-poLUMe pesynbTaTbl.

BbIBOAbI
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CrabunbHas UKCauMs KOCTHBIX OTNIOMKOB
annapatom Mnusaposa npu 3amelleHnn pedek-
Ta Tpy6uaTbixX KOCTe NPy GUNOKANLHOM ¥ MOHO-
TIoKankHOM OCTeOCMHTE3e obecneunBaeT ycno-
BUA ANs (DOPMUPOBAHMS KOCTHOTO pereHepata

BOCCTaHOBMIEHWSi aHATOMUYECKO CTPYKTYpbI
KocTu.

NEPCMNEKTUBHbLIE NOAXO/bl NEYEHWUS HU3KOSHEPTUYECKUX
TPABMATUYECKMX NMOBPEXAEHUN KOCTHOW TKAHM C UCNONIb30BAHUEM
METO/ZI0B BUOUHXWUHUPUHIA U KNETOYHOWN TEPANUK

LL.H. Ackaposa, ®.C. Onxaes, t0.U. Cacpapoea, 5.A. Ymbaes
National Laboratory Astana, Hasap6aes Yusepcurer,

KaszaxcraH

BBEAEHUE

B HacTosiwee Bspemsi ¢ GypHbIM passuTiem
GHOMHKEHEPUM METOALI KNETOUHOW pereHepaLumn
KOCTHOM TKaHW C BOCCTAHOBMEHMEM MCXOAHON
TUCTOAPXUTEKTOHMKN SBMSIOTCS NEPCNEKTUBHBLIMI
HanpaBneHusiMM B NIEYEHMM  OCTEONOpo3-
aCCOUMMPOBAHHBIX U APYriX HUIKOSHEPrUYeckux
NEPenomos  kocTeil. CHUXEHUE NNOTHOCTU U
MPOYHOCTM KOCTU NPOMCXOAUT HE TOMbKO W3-3a
ycunenus YHKUMOHANBHOM aKTMBHOCTU
OCTEOKNacTOB, @ TakkKe B pesynbTate CHUKEeHUs
Konuyectsa KNETOK-NPeALIECTBEHHUKOB
0CTE00NacToB W pa3BuTUA TaK Ha3blBaeMoil
«OCTEOr€HHOW  HEJOCTAaTOMHOCTW®, U Kak
cneacTeue HEBO3MOXHOCTI obecneunTs
Haanexawmi yposeHs ocTeopenapauuu. B
nocneaHee BpemMs BO3MOXHOCTb NPUMEHEHUs
3YTONOTUYHbIX  ME3EHXUMANbHbIX  CTBONOBbIX
knetok (MCK), sBnsowmecs NPOreHNTOPHbLIMU
KNeTkamMu ocTeoreHesa B KayecTBe aKTUBATOPOB
MEXaHU3MOB penapaTuBHOroO OCTeoreHesa B 30He
33MEANEHHOTO  CPaLeHUs  NEepenoMoB  npu
OCTEOMOpPO3e U CXOXMX NAaTONOMUAX KOCTHOM
TKaHN SBNSETCH OAHUM U3 HauGonee Uayyaembix
B MMpe Tem HayuHbiX WccneposaHMii. B
konnaGopauum c¢ Carnegie Mellon University
(USA) B kavecTBe TapretHoi TpaHcnopTHon
NNaTopmbl k O4aram HapylEeHUs OCTeoreHesa B
30He nepenomos Bbin paspaboraH
OCTeOUNbHLIA  GucochOoHaTHBIA nonumep
PBP-f-NHS, cnocobHblit cTabunbHo cBsabiBaTbCS
¢ MCK.

MATEPWUAN U METOAbI

C nomowsto Luminescent Viability Assay
Gbino  AokasaHo, 4TO nonumep He obnapaet
UMTOTOKCUYECKUM [eiCcTBMEM W He OkasblBaeT
BNUSHUS Ha npoueccs OCTEOreHHOM
AncdepeHumposkm MCK in vitro. C uenbio
OUEHKM  pereHepaTUBHOrO noTeHuuana MCK
MOAVPULIMPOBAHHBIX OCTEOMMNBHBIM NONMMEPOM

neperoma noKTeBoN KOCTU Y KpbiC C OCTEOTOMMENH
Avadusa nokTeson KocTu Ha doHe
IKCMEPUMEHTanNbHO ICTPOreH-3aBUCHMOro
ocTeonoposa. Mogens nepenoma nokTesoi KocTu
6bina BbinonHeHa B 4 rpynnax (no 5 KUBOTHBIX).
XKMBOTHBIM (rpynna 3) B 30Hy MHAYLMPOBAHHOrO
nepenoma nokTeBoW kocTu 1 pa3 B Hegenio B
TeyeHve 1 mec. BBOAUNN MCK
MOAUDULNPOBAHHbIE OCTEO(DUBHBIM NONMMEPOM
B KOHUeHTpauuu 1x106 knetok/mMn Ha 1 Mmr/mn
nonumepa; rpynne 1 W rpynne 2 Bsoaunu
ocTeounbHbIi nonuMep u MCK cooTeeTcTeHHO,
B TO BPEMS Kak YeTBepTas rpynna (KOHTPOnb) He
nonyyana  HUKaKoro  neveHus.  AHanua
MOPOMETPUM NPOBOAUAN C NOMOLLBIO MUKPOKT
(In vivo Imaging System, Caliper, USA).
PE3YNbTATbI

TokansHoe BBEAeHMe KOMBMHMPOBaHHOM
Tepanun MCK MoaudUUMpOBaHHbIX nonumepom
nokasanu  34%-Hoe yBenuueHWe MNNOTHOCTM
KOCTel BO BPeMs NepuoAa 3axuMBNEHUs nocne
nepenoma nokTesoi KocTu. [ins noATeepKAeHUs
AONroCPOYHOro 3heKTa NPUMEHSIEMOro NOAX0AA
6biNno NposeseHo MccnefoBaHne Ha NPOTsXEHUe
24 Hepenb. AHanu3 KOCTHO NAOTHOCTM nokasan
cTabunbHbiil abdhekT B pereHepauuu  KOCTHOI
TKaHW B rpynne XMBOTHbIX NONYYABLUNX NEYeHve.
Mpu  nposepeHuu aWanusa  ructonorudeckux
npenaparoe 30HbI Nepenomel TpyGYaToil KocTu y
IKCNEPUMEHTaNbHBIX XWUBOTHBIX TPETbER rpynnb
GbiNo OTMeYeHa BbICOKas aKTMBHOCTb NPOLIECCOB
PenapaTuBHOro  ocTeoreHesa C  CONMAHBIMK
Pa3pacTaHnsMi  He3penbix KNeToK, BbiSBNeHb!
3penble octeobnacTel, yyactku nponudepaunn
Ha NOBEPXHOCTK yXe CHOPMUPOBAHHBIX KOCTHBIX
Ganok. Ha rpaHAue C MSrKAMM  TKaHAMU,
Habnioaanu obpasosanme yanosareix
0CTe006pasyloLMX KNETOUHBIX NponudepaTos no
TUNY KOCTHOW MO30NN.
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UCCAEAOBAHUE BAUAHUSA
OCTEO®UABHOTO BUCOOCHOOHATHOTIO NMOAUMEPA
HA MPOAUDEPALINIO, OCTEOTEHHYIO AUOGDEPEHLIMPOBKY
AAUMO3HbIX ME3EHXUMMAABHbIX CTBOAOBbBIX KAETOK
N U3YYEHUE ETO CNMMOCOBHOCTU UHTUBUPOBATb
AKTUBHOCTb OCTEOKAACTOB IN VITRO

OcTeonopos — 370 Mporpeccupyioljee  CUCTeMHOe  3a60AeBaHMe,  XapaKTepusylollieecs
CHVMXKEHMEM KOCTHOWM MACChl M HapyLIEHUMEM MUKPOAPXMTEKTOHMKM KOCTHOW TKaHW, NMPUBOASLIEe K
YBEAMUEHMIO XPYIKOCTM KOCTM M BbICOKOMY PUCKY BO3HMKHOBEHMS NEpeAoMoB. Perpecc naotHocTu
U MPOYHOCTN KOCTHOM  TKaHW npu ocreonopose OﬁyCAOBAeH yCUAEHUEM q)yHKLLMOHa/\bHOl;i
AKTMBHOCTM OCTEOKAACTOB M CHMXKEHWEM KOAMYECTBA KAETOK-NPEALeCTBeHHNKOB OCTEO6/\8CTOB
M pasBUTUEM TaK Ha3blBAEMON «OCTEOreHHOM HEAOCTATOUHOCTM». Hamu paspabatbiBaeTcsi HOBbIN
CI'IOC06 KAETOYHOM Tepanun aAUNnoO3HbIMU  ME3eHXMMAAbHbIMW  CTBOAOBBIMM  KAETKaMKU (AT*MSCS),
(DYHKUMOHAAM3MPOBAHHBIMM CUHTETUUECKMM OCTEOMMAbHBIM GUCHOCHOHATHBIM MOAMMEPOM C LIEABIO
BOCTIOAHEHMS TMOMNYASILIN NIPOT€HNTOPHBIX KAETOK OCTEOreHesa M WMHr1GMpPOBAHMSI OCTEOKAACTHOM
aKTMBHOCTM B OYare 3aMEeAAEHHOTO CPALLEHNst KOCTU NPU OCTEONOPO3-aCCOLMMPOBAHHBIX NEPEAOMAX.
B Hactosilieit CTaTbe OTpa’keHbl AaHHblE MO CHMHTE3Y OCTEO(MABHOIO TMOAMMEPA, BbIAEAEHWIO
FOMOre€HHOM KAETOUHO# KyAbTYpbl AT-MSCS C OLEHKOI YMCTOTbI MOAYUEHHON KAETOUHOM MOMYASILIMK,
MNCCAEAOBAHMIO BAMSIHMS MOAMMEpPA Ha NpoAndepaLmio 1 octeoreHHyto aAndeperumposky AT-MSCs n
M3yueHne ero cnocobHOCTM MHIMOUPOBATL aKTUBHOCTb OCTEOKAACTOB in Vitro. COrAaCHO MOAYUEHHbIM
AaHHbIM, MOAUMED HE $BASETCS UMTOTOKCMYHbIM, HE OKa3blBaeT BAMAHMSA Ha HpOAVIq}epaTVIBHyK}
AKTUBHOCTb M OCTeoreHHyilo AudepeHumpoeky AT-MSCs, OAHaKO CylleCTBEHHO WHrMOMpyeT
haroumMTapHyio akTMBHOCTb MakpogaroB KOCTHOro mo3ra. 1o pesyastatam nccaeaoBanmit AT-MSCs,
DYHKUMOHAAMZUPOBAHHbBIE OCTEO(UABHBIM MOAMMEPOM MOTYT ObiTb MCIIOAB30BaHbI PN AAABHEMLLINMX
3KCNEPUMEHTaX Ha AaBOPATOPHBIX KMBOTHbIX AASI OLIEHKM 3(P(EKTUBHOCTM MPEAAAraeMOro MeToAd
CTUMYASLIMN penapaTtuBHOro ocreoreHesa in Vivo C MCMOAb30BaHNEM KUBOTHOM MOAEeAn ocTeonoposa
C CO3AQHMEM OCTEONOPO3-aCCOLIMMPOBAHHbIX NEPEAOMOB TPYGUATHIX KOCTEN.

KAloueBble  cAOBa:  OCTEONOPO3, OCTEOKAACTbI, PErapaTuBHbI  OCTEOTeHe3, AAMIMO3Hble
Me3eHXMMaAbHble CTBOAOBbIE KAETKU, OCTqu)VI/\beIl;i NOAUMEDP, KAETOYHaA Tepanua.
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Cell therapy approach for correction
of osteoporosis-associated fractures using adipose-derived mesenchymal
stem cells functionalized with osteophilic polymer

Osteoporosis is a progressive systemic skeletal disease characterized by reduced bone density and
disrupted microarchitecture of the bone tissue that leads to increased bone fragility and elevated risk of
bone fractures. In osteoporotic condition decrease in bone density and strength happens not only due
to the increased osteoclastic activity but also due to the decreased number of osteoblast cells precur-
sors (mesenchymal stem cells) and development of so called “osteogenic insufficiency”. We proposed
the new method of cell therapy with adipose derived mesenchymal stem cells (AT-MSCs) and surface
modification with synthetic bisphosphonate osteophilic polymer that would restore the osteoblast pro-
genitor pool and at the same time inhibit osteoclastic activity in the regeneration zone of osteoporosis
associated fractures. In current paper we have outlined the process of osteophilic polymer synthesis,
isolation of homogenic population of AT-MSCs and assessment of the purity of obtained cell populations,
assessment of polymer effect on cell proliferation and subsequent differentiation down the osteogenic
lineage and polymer effect on the osteoclastic activity in vitro. According to the obtained data polymer
was not found to be cytotoxic and did not affect the speed of MSCs proliferation. Surface modification
with the polymer has no effect on cell osteogenic differentiation however inhibits phagocytic activity of
bone marrow derived macrophages. Polymer functionalized MSCs could be subsequently used in further
animal studies to assess the efficacy of suggested approach for stimulation of regenerative processes in
vivo using the animal model of osteoporosis and osteoporosis associated fractures of compact bones.

Key words: osteoporosis, osteoclasts, reparative osteogenesis, adipose mesenchymal stem cells,
osteophilic polymer, cell therapy.
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Ocreonopo36eH GaiAaHBICKAH CYIeK CbIHYAbl TY3eTyAe
0cTeohHAbAT MOAMMEPMEH BHAEATEH AAUTIO3AbI ME3EHXMMaAbAT BaFaHaAbl
)KACYLUIAAAPMEH XKACYLLAAbIK, Tepanus dAICIH KOAAAHY

Lloit AK?,

Ocreonopos — 6yA Cyiek MacCaCbiHbIH TOMEHALYIMEH KOHE CYEKTiH MUKPOAPXMTEKTOHMKACBIHbIH,
OY3bIAYbIMEH CUMATTAaAaThiH, CYWMEK 3aKbIMAAAYbIHBIH JKOFapblAdyblHA JK8HE CbIHYAbIH >KOFapbl
TOyeKeAiHe OKeAeTIH MporpeccuBTi Xyheai aypy. OCTEONOPO3AaFbl CYMEK ThIFbI3ABIFbIHBIH XKaHe
GepiKTiriHiH perpecci OCTEOKAACTTapAblH (DYHKUMOHAAABIK, GEACEHAIAITiHIH apTybIMEH FaHa emec,
0CTe06AACTTapAbIH  MPEKYPCOPABIK, JKaCylIaAapbIHbIH - CaHbIHbIH, A3aIObIMEH JKOHE «OCTEOTeHAIK
SKETKIAIKCIBAIKTIHY AdMybIMeH 6aitAaHbICTbl. OCTEonopo36eH GANAAHBICTbI ChIHBIKTAP Ke3iHAE CbIHFaH
CyrekTiH 6asty GiTin KeTyi OpTaAbiFbIHAQ OCTEOreHE3AIH NMPOreHUTOPAbIK, XKACYLIAAAP MOMYASLMSCHIH
JKOHE OCTEOKAACTMKAABIK BGEACEHAIAIKTI TEXey YWiH CUMHTETMKAAbIK oCTeodrAbAi GucchocoHar
I'IOAI/IMepiMEH d)yHKLLI/IOHa/\AaHFaH aAl/II'IOBAi Me3eHXUMaAAbI 6araHaAbl KacyllaAapMmeH >KacyllaAblK,
TepanusHbIH, XKaHa SAICIH YCbIHABIK. ByA Makanaaa ocTeouAbAi MOAMMEPAIH cuHTe3i, MY-MBX
6ipTeKTi JKacylla MOAEHMETIH aAy, aAbIHFaH >Kacylla NOMYASUMSChIHbIH Ta3aAbifbiH 6arasay, MY-MBXK-
AIH NpoAndepaLmscbl MeH 0CTeoreHAik AuddepeHumaumscel GoibiHILIA NTOAMMEPAIH dCepiH 3epTTey
SKOHE OHbIH OCTEOKAACTTbIK GEACEHAIAIMiH in Vitro XaraaribiHAQ emAey KAGIAeTIH 3epTTey Typaabl
MOAIMETTED KEATIPIAreH. AAbIHFaH MOAIMETTepre Coikec, NOAMMEP LIMTOTOKCHMKAABIK, emec, MY-MBXX
in vitro npoAncbepaumns KXbiAAAMABIFbIHA Bcep eTnenAl, an noanmepAin MY-MBXX-Hbl noAumepmen
MOAMDUKALMSCbI OAAPABIH OCTEOreHAIK AncbepeHumanay npouectepiHe acep eTnerAi, COHbIMeH
Gipre cyiek KemeriHiH makpodartapbiHbiH (DarouMTapAbik, GEACEHAIAITIH ToMeHAeTeAl. 3eprrey
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HOTWXKEACPI BovibiHWwa OCTCOMUABAT MOAMMEPMEH yHKUMOHarAaHFaH MY-MBJK-Aap 3eprxaHansbik,
>KaHyapAapAa 0CTeonoposteH GanAaHbICTbI TYTIKILIEAT CYVEeK ChiHbIKTapbiHA HEri3AEAreH XaHyapAap
YATICiH KOAAQHY apKbIAbI iN ViVO XarAarbIHAQ perapaTmBTi OCTEOreHe3Al bIHTaAQHABIPYAbIH TUIMAIAITIH
6araay yLUiH 9KCIEPUMEHTTEPAE YCbIHBIAATBIH DAIC KOAAAHBIAA AAAbI.

Tyitin  ce3aep: OCTEONnopo3, OCTEOKAACTap, PenapaTtMBTi OCTEOreHe3, aAMMO3AI

GaraHaAb!

JKacylaaap, oCTeoUAbAT MOAMMED, JKACYILIAABIK Teparnms.

Beeaenne

TTo nanneM BO3 octeonopos Hapsmy ¢ caxap-
HbIM Ma0eTOM, CepIevHO-COCYAMCTIMH M OHKO-
JIOrMYeCKUMH  3a00J1eBAHUAMM  3aHUMAeT ueTBep-
TOE MECTO B MHUpe B CTpYKType 3abonesanwii [1, 2].
MesxnyHapoanas OpraHu3saius 110 BOnpocam ocre-
0ropo3a MPUBOJMT CBEJIEHHS O TOM, YTO B MHUpE
JIaHHBIM 3a00sIeBaHKeM cTpafatoT okoso 200 mui-
snonoB skeHwuH (https:/www.iofbonehealth.org).
KomnuecTBo crpanatommx octeonoposom B Pecry-
6nuke Kaszaxcran cocrasnser 12,50% >keHILMH U
9,09% mysxumH. B Mupe oTMeuaeTcs HapacTaioLas
JIMHAMHWKA TPOFPECCHBHOTO POCTA KOJIWYECTBA MMa-
LIMEHTOB, CTPAJAIOLIUX OCTEONOPO30M, KOTOpas K
Hauany 2050 roga cocTaBUT LU(PbI TPEXKPATHOIO
NpUpoOCTa 4Kcaa GOMBHBIX U YBEITMYEHHEM 4acTo-
Tbl OCTEONOPO3-aCCOLIMUPOBAHHBIX TEpPenoMoB [3].
CorjiacHO NpOrHO3y 3KCMEPTOB, YMCIO GONbHBIX
B MMpe C mepenoMamu ek Geapa, BeaeacTBUE
octeonopo3a k 2025 rogy cocraBut mopsake 2.6
MJIH. 4eJIoBeK, a JieTanbHocTh nociae OAI Bospac-
TeT 10 700 Thicsu ciyuaes B roa [ 1, 4]. Ha texyumii
MomeHT B ctpaHax OECD ¢unancoBble mnorepw,
CBA3aHHBIE C JIEYEHHEM M Mocieaylomei peabu-
nurtauuen naueHtoB ¢ OAIl aBasitoTCS OHOM U3
NpeBaTMPYIONIMX CTaTel PacXoJIoB B 37paBOOXpa-
HeHuH [4].

OcTeoneHus WM NporpecCMBHOE yMeHbLICHHE
TJIOTHOCTH KOCTEH MpH OCTEOTOpPo3e MPOUCXOUT
B pe3y/bTaTe HapacTaHHs pe30pOLMK KOCTH OCTe-
OKJIACTAMM B MPOLIECCE KOCTHOro Metabosu3ma,
BO3PACTHOTO perpecca KIeTOK-MPe/IecTBeHHUKOB
0CTe00IaCTOB U CHWJKEHHOW a0CopOLMY KambLusl.
IlpeoGnanaromee YMCIO HAYYHBIX M3BICKAHWH B
MHMpe HalpaBJIeHO Ha COBEPIIEHCTBOBAHNE METOIOB
TEeparuu OCTEONopO3a C LEJbIO COXPAHEHHs HC-
XOJIHOTO YPOBHSI KOCTHOM MacChl, M KaK ClIeJICTBHE,
MPUBOZISIIEE K CHIKEHHIO PUCKA BOSHUKHOBEHHS
nepenomos. Tem He MeHee, MHOTHE NPOLECCh pe-
reHepaiuu KOCTHOM TKaHW TpH riepesioMe Ha (ome
OCTEONopo3a 0 CHX MOp OCTATCS «OeNbIMU MAT-
HAMK», B CPABHEHHUM C MCCIICJIOBAHMSMH, MOCBS-
IEHHBIMU TIPO(HIAKTHKE OCTEONOPO3-aCCOLMHPO-
BAHHbIX 11EpesIoMoB [5].

B Hacrosiuiee BpeMss B MMpE CyLIECTBYET He-
CKOJIbKO METO/I0B (hapMalleBTHHECKOH KOPPeKLUn

0CTEonopo3a, HO Haubolee pacrpocTpaHeHHBIMU
SIBIIAKOTCS JIGKAPCTBEHHAs Teparus i CTUMYJIsi-
LM OCTeoreHe3a Ha OCHOBE GHC(OCHOHATHBIX CO-
enunHenuit [6-8]. bucdocdonars! — 310 aHanoru mu-
podocdharos (H203P-O-PO3H2), orimumuaromuecs
TeM, 4TO LIEHTpasbHas THAPOTUTHIECKH JIabHTbHas
P-O-P cBs3b 3amMeHeHa Ha rHAPOIM30YCTOHYMBYIO
P-C-P rpynmy. Mexanusm neiictBus Guctocdo-
HATHBIX COEJIMHEHNH 3aKIIFOYaeTCs B CEIEKTMBHOM
B3aMMOJEHCTBUM C IMIPOKCHATIATUTHBIMU TPy Ha-
MM Ha pe30pOTHBHOM MOBEPXHOCTH KOCTHOM TKaHH
W CHWKEHMH CKOPOCTH MeTabonmu3ma v (yHKUHO-
HaJIbHON aKTMBHOCTHM OCTEOK/IACTOB, 33 CUET MHIU-
OupoBaHus KIIOUEBOro (epmMeHTa B MeTabosn3Me
ocreoksactoB — FPP (farnesyl pyrophosphates) [9].
bonbumnneTBo 6UchOCHOHATHBIX CPEACTB HA PhbiH-
Ke MPE/ICTABICHbI COCIMHEHNUIMH 30/ICHIPOHOBOM
KHMCJIOTbI, a/eHPOHOBOM, NaMHAPOHOBOM, puse-
JIPOHOBOM, MOAHIPOHOBOM U JIp.

C napyroii CTOpOHBI, perpecc MIOTHOCTH H
NPOYHOCTH KOCTHOM TKaHM npu octeonopose oby-
CIIOBJIEH HE TOJIbKO YCHJIEHHEM (hyHKIMOHATLHOM
AKTMBHOCTH OCTEOKJIACTOB, HO TAKXKe U yMEHbLIe-
HMEM KOJIMYECTBA MPOTEHUTOPHBIX KJIETOK OCTE0-
renesa. B aToii cBA3M, ellle 0THUM NEePCHEeKTHBHBIM
BEKTOPOM B JICUEHMH OCJIOXKHEHHbIX MEPEeIOMOB
SBJIAETCA KIIETOYHAs Tepanus Me3eHXMMAaJbHbI-
MM CTBOJIOBBIMM KjeTkamu (mesenchymal stem
cells (MSCs)), KOTOpble CUMTAIOTCS IPOrEHUTOP-
HBIMM KJIeTkamu octeorenesa [10-23]. Xots cre-
JIeHHs O KIMHMYeckoM mpumeHeHun MSCs npu
OCTEONOpO3e MOKa He OIyO/MKOBAHEL, MMEIOTCS
nccnenoBanus 06 ucrnonp3osanuu MSCs mms ne-
YeHMsI KOCTHBIX 1e(eKToB— cHCTeMHBIX [24] min
nokanpHeix [18, 25]. Tak, nanpumep, Horwitz et
al mokasanm ysydllleHHe pereHepalld KOCTHON
TKAHW MPU BPOXKIAEHHOM HECOBEPLIEHHOM OCTEO-
reHese. Aytonornunbie MSCs BBOAMIIH TaLKeH-
TaMm BHYTPUBEHHO, M CITyCTs TPH Mecsila Obiio oT-
MEUEHO 3HAYMTE/IbHOE YBEIMUYEHHE MUHEPAIbHON
MJIOTHOCTH KOCTel MO CPaBHEHHMIO C KOHTPOJILHOM
rpynnoii [26]. B uccnenoannsix Gangji et al ay-
TOJIOFMYHBIE KJIETKM KOCTHOIO MO3ra NPUMEHSsH
JUTSE JIGUEHHUS aCeNTHYECKOTO OCTEOHEKPO3a roJIOB-
ku Oeapa. [Ipeanonaraemblii MexaHW3M JeHCTBUS
K/IETOK CBA3aH CO CTMMYyJisiLlMeH OCTeoreHesa 3a
CuéT «CBEXKE» CTPOMaTbHOM (pakLMu 1 aHTHOore-
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Hesa 3a cuét CD34(+)-KIeToK B, TaK Ha3bIBAEMbIX,
«MEPTBBIX 30HaX» KocTH [27].

Paznuyaror 1Ba OCHOBHBIX MCTOYHHKA MOITyye-
HUS CTPOMAJIBbHOM (DPAKLIUU — 3TO aclUpaT KOCTHO-
TO MO3ra TO/IB3/JONIHON KOCTH M aCTHpaT KHPOBOH
TKaHU. B chily (pM3HONOrHYECKOro pacrosoKeHus,
acmMpat KOCTHOIO MO3ra COAEpIKUT B cebe Oolbliee
Kosm4ecTBO MSCs 110 cpaBHEHHIO C aCTIHPATOM KH-
POBOIl TKaHH, U B OCHOBHOI Macce OrmyOIMKOBaH-
HBIX TPYIOB CPeJOTOUMe HCCieNoBaHHil cokycH-
posaro Ha MSCs, BbIZie/IIeMbIX W3 KOCTHOTO MO3Ta.
[10-22]. Oanako, npuHMMas BO BHUMaHUE CTENEeHb
WMHBAa3UBHOCTH M CJIO)KHOCTH, CBSI3aHHbBIE C IOJY-
yeHrneM MSCs M3 KOCTHOrO MO3ra B KITMHMYECKOH
MeMLMHe, B MOCIeAHee BpeMsi 0ojiee NpUCTalb-
HOE BHHMMaHHE yYeHBIX MPHBIEKAIOT TE€XHOIOTHH
ucrnonb3oBaHust MSCs, BBIAENEHHBIX U3 KUPOBOM
Tkanu (AT-MSCs), BBUIY BO3MOJKHOCTH MOJTyUe-
HUS X B GONBIIOM KOJIMYECTBE ¢ MUHMMAJIbHBIM
puckom s nanuenTa [28].

CrpomalibHO-BacKyJIspHast GppaKuus KUPOBOi
TKaHM, COJiepiKallas pasinyuHbIe MOMyJIsUHA CTBO-
JIOBBIX  KJICTOK-MPEJLUIECTBEHHUL, MOXET ObITb
JIErKO Bblfle/ieHa (DEPMEHTATHBHBIM CHOCOOOM U
WCIOJb30BAHA TIPH PA3MMUHBIX MATOJOIHYECKHIX
cocTosiuusX. Tem He MeHee, OJHUM U3 HEJOCTaT-
KOB TPaHCIUIAHTALMH CTPOMAJIbHOM  (pakuuu,
MOJy4eHHOW W3 acmupara >KMPOBOH TKAaHW, SB-
qsieTest TOT (akT, 4TO MOJyHaeMblil KICTOUYHbIN
Marepuan SBJIAETCS T'eTePOTeHHBIM IO TPUPOJE.
B cBs3u ¢ Tem, uYTO AN pereHepaLid KOCTHOM
TKaHH HEOOXOIMMO TPEeHMYIIECTBEHHO HATMYHE
nonynamuu MSCs, copTHHr M mponudepanus B
YCIAOBUSAX IN Vilro MEe3eHXUMAIIbHBIX CTBOJOBBIX
KJIETOK, BXOJSAIINX B COCTAaB CTPOMAIbHOM (pak-
LUH JKHPOBOM TKAaHHM, SBISIETCS HEOOXOAMMBIM
9TalOM B [OJArOTOBKE KJIETOYHOIO MaTepuasa s
TpaHCTIIaHTaIlHH.

HecoMHEeHHO BaykeH M Croco0 TpaHCIUIaHTa-
LMY YBEJIMYCHHBIX /WM MOIUGMUIUPOBAHHBIX 11
vitro MSCs. BHyTpuBeHHOE BBeJeHWE CUMTaeTCS
HalMeHee MHBA3MBHbBIM, HO B CIlydyae pereHepaLuu
KOCTHOU TKaHH GOJIbLIOe KOJIMYECTBO HCCIIEIOBa-
TEBCKUX PabOT MOKa3ano HU3KyIO 3 GeKTHBHOCTH
xoymuHra MSCs HenocpeacTBeHHO K KOCTHOM TKa-
HH [29]. OcHoBHasi Macca KJIETOK B I€pBble JHU
akkymyaupoBanachk B jerkux [30-32]. Tlo mporue-
crBun 7-10 qHeil Bce-Taky HaOIIOAAIACH MUTPALS
KJIETOK K ovyaraM BOCTaJ€HHs, OJHAKO MPOLEHT
3THX KJIETOK COCTaBMII JILb 3,5% oT 00Liei Maccol
[33]. Kpome Toro, B cityuae BHYTPUBEHHOTO BBE/E-
HUSI CTOMT cOOJIOAATh PSJI MPEJIOCTOPOKHOCTEN B
JIMArHOCTHYECKOM TUIaHe, TaK KaK COMIACHO Hccie-
nosanusm Kidd et al [34] tpancrnantupyembie BHY-
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TpuBeHHO MSCs UMEIOT TakiKe TPOMHOCTb K o4aram
Pa3BUTHA OIMyXOJIEH, TAKUX KaK paK rpyJu Wi paKk
anyHuka. C 9TOM TOUKHM 3peHus, JIOKaIbHOE BBEMIE-
HUE KJIETOUHOIO MaTepuasa SIBJISeTCs KIMHUYECKH
HanGonee >(PeKTUBHBIM M G€30TacHbIM, TaK Kak
TpPaHCIUTAHTAT MOMaJaeT HeMoCPe/ICTBEHHO B Ovar
nopaxkeHus. TeM He MeHee, B HEKOTOPBIX McCIle-
JIOBaHMSX CTABUTCS TOJ| COMHEHHE CIIOCOGHOCTD K
BbIKMBAHHIO KJIETOK BBU/Y OTCYTCTBHs KMCIIOpOAa
M [TUTATEJIbHBIX BELIECTB BIAJIM OT KPOBOTOKA [35].
TTpumeHeH e MeTOI0B TTOBEPXHOCTHOM MOAH(pHKa-
LMK B JAHHOM CJTy4ae MOKET YJIyuLlNTh MEXaHH3M
XOYMMHTa, a TaKKe, B 3aBUCUMOCTH OT (DyHKLHO-
HaJIbHOM aKTHBHOCTH JINTAH/Ibl, IMETh M COYETaH-
Hblit 3¢ dekT.

IMosepxHocTHas ~ MOAM(pMKALMA  KIETOUHOH
MeMOpaHBl MOJKET YITyHqIInTh 3(HEKTHBHOCTD X0y~
MUHIa 32 CUET JIMraH/, IMEIOLIUX BbICOKYIO adpuH-
HOCTh K KOCTHOM TkauW. B nccnenoanmsix Guan
et al u Yao et al OGbuta paspaborana moauMepHas
koHeTpykuust LLP2A-Ale, kotopas mocpeactBom
sranasl LLP2A  cBsi3biBasach ¢ MOBEPXHOCTBIO
KJIETOUHOW MeMOpaHbl, a TapretHas J0CTaBKa K
KOCTHOM TKaHW o0ecreumBanach 3a CYeT BbICOKOH
adpuHHOCTH aneHpoHaTa K KOCTHOM Tkauu [36,
37]. PabGora amepukaHckux yueHbix Sarkar et al oc-
HOBaHA Ha MOJM(DUKALIMM KIIETOUHOM MeMOpaHbl ¢
nomoukio perentopa sialyl Lewis X (SLeX), ko-
TOPbIH YIy4IIAeT POIUTMHI U XOYMUHT K KJIETKaM ¢
YBeJIMYEHHOH dKcnpeccuelt P-cenekTHHOB, OTBET-
CTBEHHbIX 3a BOCTANUTENbHbIN pouece [35].

IpumensemMbIii B HalleM HCCIIEIOBAHUM OCTe-
O(GUIBHBI TONMMEp MMEET CBOEM COCTaBe JBe
(yHKUMOHANBHBIE rpynmbl — GuchochoHaTHyO U
ruzpokcucykimvuanyio (NHS) [38]. Panee namu
6b110 Mokazano, uto NHS-rpynna crnioco6na koBa-
JIEHTHO CBS3bIBATLCS ¢ AMUHHBIMU U KapOOKCHIIb-
HBIMH TPYTNaMH, HAXOAAIIMMHUCS Ha TOBEPXHOCTH
KJIETOYHBIX MeMOpaH, U obecreunBaeT B3auMoIeHi-
CTBHE MOJIUMEPA C ME3EHXUMAIILHBIMH CTBOJIOBBIMU
KkieTkamu (pucyHok 1). B cBoro ouepenp, Gucoc-
(hoHaThI, MMeEIOLIHE BBICOKYIO CTEMeHb CPOACTBA
K THJPOKCHAIIATUTaM, COCTaBJIIOIMM HodTH 2/3
CyXO# Macchl KOCTH, ¢ OJJHOW CTOPOHBI MPU3BAHBI
obecrneunBarb ahHUHOCTb (yHKLIMOHATU3MPOBAH-
HBIX TIOJIMMEPOM KJIETOK K KOCHOH TKaHH, U C JIpy-
TOif CTOPOHBI HHIHOMPOBATh (haroLMTAPHYHO AKTHB-
HOCTb OCTEOKJ/IACTOB.

B cBs3M ¢ BbIIECKA3aHHBIM, LIE/BIO HACTOALIE-
rO MCCIIEJIOBAHUS SIBMIIOCH M3YHEHHE BIIMSAHUS T10-
JuMepa Ha nposudepaluio 1 ocreoreHHyto audde-
PEHLIMPOBKY CTBOJIOBBIX KJIETOK KHPOBOM TKaHH
W3y4eHHe ero CriocoOHOCTH MHIMOMPOBATH AKTHB-
HOCTb OCTEOKJIACTOB i Vitro.
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Pucynok 1 — IlesienanpasieHHas 10CTaBka KICTOK K KOCTH.
MyIBTH(YHKITMOHATBHBIH TTOIMMEp CONEPKUT N-THIPOKCHCYKIIMMHIL (PO30BbIi)
¥ nejanTHyio ucochonarnyio rpymny (cupenesbiif). N-ruipokcucyKIMMHUL KOBATIEHTHO
CBSI3BIBACTCS ¢ KOMITOHEHTAMH KJIETOUHOI MeMOparibl, a oncdocdonarnas

TpYIINa CENEKTHBHO CBSI3BIBACTCA C MHAPOKCHATIATHTAMHI
Ha pe30pOTHBHOI TT0BepXHOCTH KoCTHOM TKanu. (D’ Souza et al., 2014)

MarepHalibl H MeTOAbI

Cunmes nonumepa

[Tonumep ObUI CHHTE3HUPOBAH METOJOM pa-
JIMKaJIbHOM TONMMEpH3alMk ¢ MEPeHOCOM aToMa
(ATRP), cornacHo omy61MKOBaHHOMY paHee MpOTo-
kouty [38]. ba3ooii MoseKy10ii IpU CUHTE3E SBJISUICS
KOTIOJIMME, COCTOSIIMN U3 IBYX MOHOMEPOB — GHO-
nornuecky uHeptHoro N,N-mumerunakpuiamuaa
(JIMAA) wu N’-THAPOKCHCYKIHMHIHOTO d(u-
pa  N-aKpuIOWI-6-aMHHOI€KCaHOBOH  KHCIIOTBI
(NHS), ¢ mocnexyroweil nonuMepusauueii u Ko-
BaJCHTHBIM TIpHUCOeHHeHneM GucdocdoHaTHOM
rpynmel.  XapaKkTepu3alHio CHHTE3HPYeMOro Io-
JIIMepa MPOBOJAUIM C HCIOJIB30BAaHHEM METOIOB
rems-xpomarorpapun (GPLC) s onpenernenus
MOJ'ICKyJ'ISIpHOﬁ JJTMHBL TIOJIUMEpa W AOE€pHO-Mar-
HUTHOTO pe3oHaHca (NMR) st onpenenenus KoH-
ueHTparmn 6ruchocdoHaToB.

Beinenenve u kynstusuposanne AT-MSCs u3
AJIMNIO3HON TKaHMU MENIKHMX IPhI3YHOB (KPBIC), MO~
TBEPKAECHHUE UX Me3eHXUMaJTbHON TIPUPOABIL.

AT-MSCs Kkpbic OBITH TTOTYYeHBI W3 aAUMO3HOM
TKaHH KMBOTHBIX COIJIACHO OMyOIMKOBAaHHOMY pa-
Hee 1poTokoiy [39] ¢ HeGonpuMK MoaU(UKALI-
amu. Kopotko, skuposas TkaHb Oblia BbleNeHa U3
KpbIC M0/l MHTAJIILMOHHON aHecTesueil usoduypa-
HOM B acenTHYecKuX ycjoBusaX. OOpasibl HpOMbI-
BaJuch B oxyaxkaeHHoM DMEM, wu3Menbdanuch,
uHKyOHpoBanuch ¢ 0.2% pacTBOPOM KOJUIareHasbl
u ueHTpudyruposanuck npu 300Xg Ha NPOTSKEHUN
5 muHyT. OcaJoK pecyCrneHaupoBail B pacTBOpe
noHo# muTatensHoi cpexsl (DMEM + 15% FBS
+ 1% Iennumnmn/CTpenToMUIMHE) U HHKYOHpPO-
BaJiM B 75 cM? Ky/IbTypasibHbIX [UIALIKAX MPH CTaH-
JapTHex yenoeusx (5% CO,, 37°C). [Jlns ynane-
HUA HEA/IN€3UBHBIX KJIETOK IJIAHLIETHI TPEXKPATHO
npombiBany pactsopom PBS Ha crnenyrowmii eHb,
KYJIbTYPajibHYIO CPely MEHsIM Kaxible 48 uacos
Ha MPOTSIKEHUH 3 HeJelb.

Toomeepoicoenue  me3enXUMaibHOU  NPUPOOLL
BHLOCTECHHBIX KIEMOK.

[lo npowectBun 21 aHA Kyn1bTMUBUPOBAHMS
KJIETKH, SKCHIPECCHPYIOLIME Ha CBOEH MOBEPXHOCTH
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mapkep CD105, Gbl1i OTCOPTHPOBAHBI C MOMOLLBIO
MarHMTHO-aKTUBUPYEMOTO  KJIETOYHOTO ~ CopTepa.
Boinenennble  CD105-nosiokuTenbHBIE  KIETKH
ObUTM KyJIbTHBUpPOBaHbI 10 4-5 maccaxeil. Mesen-
XMMajbHasg TIPHPOJA BBIJIENEHHBIX KIETOK Oblna
MICHTHOULMPOBAHA C TOMOIIBIO MMMYHO(ITYO-
pecLieHTHO# okpacku Ha Mapkepst CD90, CD105,
CD34, CD45 u CD3 1. Mukpockonmi9ecknii aHammms,
B TOM H4HC/Ie U (IIyOPEeCUEHTHBIN, Obll BBITIOIHEH
¢ ucnolb3oBaHueM Mukpockonos Olympus 1X83 u
Carl Zeiss Cell Observer Z1. N3o6paxenus Obuin
MOJTy4eHbl ¢ omoLbio oxnaxaaemoit CCD kamepbl
U nporpamMmHoro odecrieyenus MetaVue.

Dyukuronanuzaums AT-MSCs octeodribHbIM
HOIMMEPOM

AT-MSCs 6buH HHKYOMpPOBaHBI BMECTE C T10-
JIUMEPOM B KOHLIGHTPALMK | MI/MJT Ha MPOTSKEHUH
10 munyT B BoasHoi Gane npu temneparype 37°C
B 1 mu1 PBS npu pH 8.0. Ilocne nnky6aumm B3pech
wietok AT-MSCs uentpudyruposanun npu 300g B
TeueHue 5 MuHYT 1 npomsiBanu B PBS npu pH 7.4;
MPOLIEYPY TOBTOPSIN TPEXKPATHO.

OueHka BJIMSHMS TOJIMMEPA HA KJIETOUHYIO
nponudeparmio

AT-MSCs, (hyHKIUMOHATN3UPOBAHHBIE MONHMeE-
POM ObUIN BBICESIHBI B 96-TH JIyHOUHbIE TJIAHLIETbI
1 MHKyOMpoBaHbl Ha npotsukenun 0, 1, 2, 4, 24, 48
u 72 vacos npu Temneparype 37°C , 5% CO,. Ina
OUEHKH IIUTOTOKCHYHOCTH MOJTMMEPA H €10 BIUSHHS
Ha pocT kieTok Obin ucnomb3oBan Tect Cell-Titer
Glo Luminescent Cell Viability Assay (Promega,
USA) cornacuo npoTokoity npouspoautess. Oren-
Ky KOJIMYECTBA JIFOMUHECUEHLIMH NPOBOIMIIA C KC-
MONIb30BAHUEM MUKpOILIaleyHoro puzaepa Biotek
Hybrid Reader (Biotek, USA).

OrieHKa BIMSHUS MOMTHMepa Ha MPOLIECCHI 0CTe-
orenHoil nuddepentmanuu AT-MSCs

AT-MSCs (1.0+1e6/mi) makySuposamm ¢ 1 mr/
MJT IOJIUMEpa Ha MPOTsHKeHHH 10 MUHYT M MPOMBI-
BaJIM TPEXKPATHO. 3aTeM KJICTKU BbICeMBaIU B 24-X
JIyHOYHBIE TUTAHIIETHI W WHKYOUPOBAIM B MONHOM
nuratensHol cpere DMEM Ha nporsixenun 12
4acoB. 3aTeM MPOW3BOJM/IN 3aMeHY CPeJibl Ha Io-
TOBYIO ocTeoreHHyto cpexy (StemPro Osteogenesis
Differentiation Kit, Invitrogen) u KynsTuBHpOBanu
HaTMPOTsuKEHNH 14 cyToK. 3aMeHy OCTeOTreHHOH cpe-
Jbl IPOM3BOAMIN Kaskable 48-72 yacos. B kauecTse
KOHTPOJISl TPUMEHSIM ME3EHXMMANIbHBIE KIIETKH,
HEe MOJM(HUMPOBAHHbBIE MOJTMMEPOM, HO TIOJBEPT-
wmecs Tem ke npouenypam, 1 MSCs, KyJibTHBUpPO-
BaBLUMECS B NPOCTOH nutatesbHoit cpene DMEM.
Cnycrs 14 pueit kietkn dukcuposani B 4%-Hom
opmanune u okpawmsaan 40 mM anazapuHoBOro
KpacHoro, npombiBaiu B PBS u dororpaduposanu
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B MPOXOJSIIEM CBETE MO MPAMbIM MUKPOCKONOM
Carl Zeiss Cell Observer SD.

JIOMONHUTENEHO, OCTeoreHHas au(hepeHtm-
POBKa OLIEHMBANach KoiaudecTseHHO. Kpatko, mo-
cne puxcannt MCK B opmanuHe u okpalvBaHus
ATN3apUHOBBIM KPACHBIM, KIETKH HHKyOMpOBaan
B 10%-HOW aLeTWIOBOW KHCIOTE M COOMpaau ¢
HCTONE30BAHHEM KIIETOUHOTO CKpabepa B MHKPO-
uenTpudysxueie npobupku. Ilocne uentpudyru-
pOBaHMs CyNEpPHATAHT OblI IIEPEHECEH B HOBbIE
MPOOHPKM, W JUTA HEHTPaTMLALNK  aleTHIOBON
KHMCJIOTBI B npoOupku mobasmsicst 10%-Hblil ru-
JIpoKcH]l aMMoHHMsl. KoHueHTpauus ajazsapMHOBOIro
KpacHoro usmepsiiack Ha npubope Synergy Hybrid
HI Microplate Reader nipu anvne Bonubt 405 Hm.

OlieHKa BIIMSHHUS MOJIMMEPA HA OCTEOKIIACTHYIO
AKTMBHOCTb

OCTEOKNACTbl BbIACAIM M3 KOCTHOrO MO3ra
TPyOUaThIX KOCTEH HOBOPOXKACHHBIX KpbIC (1-3 fHs
ot poxaenst) cornacHo nportokony Tevlin et al[40].
Kparko, )KMBOTHBIX YMepILBIsan ¢ nomowsio CO,.
KOCTH OuMIIaNY OT MATKHX TKaHeill B aCENTHYeCKHX
yenosusix, 3atem B FACS pactsope (PBS+10%FBS)
M3MENIbYAIM B CTYIKE, MNOJYYEHHYIO CYCIEH3UIO
(hunbTpOBaAHK Yepe3 KIETOUHbIN GUALTP ¢ POy CK-
Ho#l crocobHocThi0 100 Mukpon. Jlanee KieTku
HEHTPU(YTMPOBATIM HA NPOTSKEHUHM 5 MUHYT NpU
200xg npu 4 °C. B nony4eHHyI0 KJIETOUHYIO B3BECh
nobasism 10mn pactBopa FACS. OtaensHo B 50
M1 mpobupKy no6aBnsan 10 MaI KOMMepuecKoro
pacTBopa /sl rpaiMeHTHOM KIETOUHOM cenapauun
Histopaque (Sigma Aldrich), Tyna e cBepxy ocTo-
poxkHo nobapmsanu pactBop FACS ¢ knerkamm n
ueHTpudyrupopanu npu 200xg Ha NpoTsKeHuu 15
MUHYT. OCTOPOKHO aCHUPUPOBANA CPEITHHUH MyT-
HBIH CJIOH, KOTOPBII COMEPIKUT HEOOXOAMMBIE JUTA
KYJIbTUBALMM KJIETKH. 3aTeM MOBTOPHO MPOMbIBA-
g B pacteope FACS nipu 200xg Ha mpoTskeHnH 5
MHHYT. 3aTeM 100aBIsm Cpey TS MHAYKLINN Po-
cra makpodaros (MEM, 1% I'mytamar, 10% ®BC,
1% Tlen/Ctpen, 50pn M-CSF (10ng/ml, SigmaAl-
drich)). Knerku BeicenBanu B 24-X JTyHOUHBIH 0CTEO
IUIAHIIET C MOKPBITHEM, HMHTHPYIOUIMM KOCTHYIO
TkaHb (OsteoPlate, Corning). KymstusupoBamn B
CO, unkybarope npu 37°C. Ha nporspkennu nep-
BBIX 3 JHeii cpeity He MeHsUTH. 3aTeM NPOM3BOIUITH
cMeHy cpenbl Ha andeperumpoBounyo (MEM,
1% TInytamar, 10% ®BC, 1% Ilen/Ctpen, 50pun
M-CSF (10ng/ml, SigmaAldrich), 50pn RANKL
(10ng/ml, SigmaAldrich)) Ha exenHeBHOI OocHOBe
Ha MpoTsbKeHuu 5 aueil. Yepes 5 aweit nobasnsuin
Hcelie/lyeMble KOHLEHTPALUH 0CTeO(UILHOTO T10-
nmmepa (0,5mr/mi,1 mr/ma, 2 mr/mi) u pedepent-
HOIO BELIECTBA AllCHIPOHATa (B KOHLEHTPALUK
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4e-3 u 2e-3 r/mn) [41]. Knerku kyasTuBHpoBann
Ha TIPOTSDKEHUHU 5 JHEH, 3aTeM 4YacTh OKpalliBaIud
na aktuBHOCTh TRAP cormacHo mpoToKoTy mpoms-
Boautens (Sigma Aldrich), a yacTs ucnons3oBanu
JUISL OI[EHKH OCTEOKJIACTHOM aKTHBHOCTH METOJIOM
Pit Assay. [ToBepXHOCTB JTyHOK OLIEHHBAJIH IO MU-
KPOCKOIIOM, KOJIMYEeCTBEHHBII aHAJIM3 IPOBOJUIN C
TIOMOIIBIO TIporpamMmuoro obecrieuenns FIJI.

Cmamucmuueckuil ananus

[MonmydyeHHble naHHBIE IPEICTABICHBI B BHIE
cpenHeif + cTaHmapTHas TOTPEIIHOCTb CpeaHeit
BenuunHbl (Meant SEM). CraHpapTHble OTKIIOHe-
HUSI MKy SKCIIePUMEHTaIbHBIMH IPYIITIAMH OLe-
HHBAINCH C TIOMOLIBIO OJHO(AKTOPHOTO AHCTIEP-
cuoHHoro aHanusa (one-way ANOVA). 3nauenus

CD31 CD34

CD45

CYUTAIMCh JOCTOBEPHO pasznuuHbiMu nipu p < 0.05.
AHanu3 npoBOJMIICS ¢ UCTIONB30BAHUEM CTATUCTH-
Heckoi mporpammbl SigmaPlot.

PE‘JyJ'll-TaTBI HCceAe0BAHUN H HX oﬁcymﬂenne

Tloomesepoicoenue  me3eHXUMAnbHON NPUPOObL
AT-MSCs, bi0enienHbIX U3 AOUNO3HOI MKAHU KPbIC.

CBe)ken30IMpoBaHHas CTpOMasbHast (pakuus
JKMPOBOM TKaHH KpbIC ObUIa MpeJCTaBiIeHa reTepo-
TEHHOH KJIETOUHOH MOMyIsLMel U MO3UTHBHO OKpa-
IIMBANACh HA MapKepbl IeMONOJITHYECKUX KIIETOK
(CD34 u CD45), sunorenuanbheix kietok (CD31)
M Me3eHXMMaJbHbIX CTBOOBBIX KieTok (CD105 n
CD90) (pucyHnox 2)

CD105 CD90

PucyHoxk 2 — Pe3ynkrarthl JyopeciieHTHOTO OKpaluBaHus reTepOreHHOM TIOMySAINH KIETOK
CTPOMANLHO# (PaKIMH KUPOBOH TKANM KPBIC Ha MOBEPXHOCTHLIE MAPKEPLI:
A1pa KICTOK ObLiM OKpateHbl kpacuteieM DAPI (cunuii kanai),

TeMOMOITHIECKHX

netok — CD3 1(3enensrit kanan, Goroopopop Alexa 488), CD45 (kpacHeiii kanan, guoopodop Alexa 594),

snaoTeananbibx knetok — CD34 (senensiit kanan, ¢pmoopogpop Alexa 488).
MC3CHXMMAJILHBIX CTBOIOBBIX KieTok — CD105 n CD90 (kpacusiii kauai. guoopodop Alexa 594). O6x10.
(®ryopecuenTHsiii Mukpockor, Carl Zeiss Cell Observer Z1)

Ilo npowectun 21 1HA KyJIbTUBMPOBaHUS
KJIETKH, SKCIIPECCHPYIOLIUE HA CBOEHi MOBEPXHOCTH
mapkep CD10S5, 66111 OTCOPTHPOBAHEI ¢ TIOMOIIBIO
MarHUTHO-aKTHUBUPYEMOIO  KJIETOYHOIO CopTepa.
Brinenenapie  CD105-nonoKuTe/IbHbIE  KIETKHA
GBI Ky/TETHBUPOBAHBI 10 4-5 naccaseit. Bbina mo-
nydena nomysisuus AT-MSCs ¢ KOHQIIFOHTHOCTBIO
80-90%. Knerku umenu ¢ubpodnact-nonodHyro
MOP(OIOrHIO M AAre3UPOBAINCEH K IIACTHKY (pHCY-
HOK 3).

Jlns nanpHeiIero noaTBEpKIEHs MX Me3eH-
XUMabHOM NPUPO/b! GbLIO MPOBEIEHO OKpalUBa-
HUE Ha TMOBEPXHOCTHbIE MapKephl, CHeLHpUYHbIE
umenHo s AT-MSCs, takue kak CD105 u CD90
(pucyHok 4). BusyasnbHas OLieHKa NpeICTaBICHHBIX
mMuKpodoTorpaduii MOATBEpIKAAST HANUUME Map-

kepoB CD105 u CD90 u orcyrcreue CD31, CD34,
CD45, 4uTo sB/IsAETCS XapaKTEPHBIM UL ME3CHXU-
MabHO#M momysnstnn. Takoke ObIT MpoBeeH Koau-
YeCTBEHHbII aHAJIM3 MOy YeHHON MOIMYJISLIUU, U CO-
[JIACHO Pe3yJIbTaTaM, [PEICTaBICHHBIM Ha PHCYHKE
5, BbIJIENIEHHbIE KJIETKH MPAKTHYECKH TOMOTMEHHBI
[0 CBOEH MPHUPOJE, TaK KaK IPOLEHT KJIETOK, dKC-
MIPECCUPYIOMIUX MapKepbl eMOIOITHUYECKHX Kile-
Tok (CD34 n CD45) u sHpOTeNnnabHbIX KIETOK
(CD31) 6611 MenbLe 3%.

Hzyuenue enusnus ocmeouivno2o oucghocgho-
namnoeo nonumepa na nporugepayuio AT-MSCs,
BHIOCTCHHBIX U3 JICUPOBOTI MIKANU KPBIC.

OueHKa UMTOTOKCUYHOCTH O0CTEO(HIIBHOTO M0-
JrMepa nposoaunack npu nomouu tecra Titer Glo
Luminescent Cell Viability Assay (Promega, USA).
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Ha pucynke 6 npesicTapieHbl JaHHbIE 10 UHTEHCUB-
HoctH  AT®-MHIyIHPOBaHHONW JTIOMHHECIICHIINN
KJIETOK, MHKYOMPOBAHHBIX ¢ | MI/MI monmumepa Ha
npotspkenu 0-72 uyacoB. CoIIacHO MOMYYEHHBIM
JIAHHBIM JIOCTOBEPHOHN PasHHIIBI MEXTY CTETEHbIO

nponudepauuu KoHTponbHbIX AT-MSCs 1 ki1eTok,
00paboTaHHBIX MOJIUMEPOM, He HaONIONAI0Ch, UTO
CBHUJIETENILCTBYET O TOM, YTO MOJIMMEP HE OKa3hIBAET
BBIPAXKEHHOIO TOKCHYECKOro 3(deKTa Ha KyJIbTYPbl
AT-MSCs in vitro.

Pucynok 3 — Kyasrypa CD105-nonoxurensunix AT- MCK na 21 nens kynsTHBaimu.
006x10. (®azoBo-konTpactHbie cHunmky, Carl Zeiss Cell Observer Z1)

PucyHok 4 — Pesynsrarbl OKpauiMBaHus OTCOPTUPOBAHHBIX KICTOK HA OTPUIATEILHBIC TIOBEPXHOCTHBIC MAPKEPhI:
remMonodTudeckux kierok — CD31(3enenbiii kanai, grmoopodop Alexa 488), CD45,
HHA0TENAILHBIX KieTok — CD34 (senenslit kanan, gmoopopop Alexa 488),
s1pa KJIeTOK ObLIM oKpatieHbl kpacurenem DAPI (cvHuil kana); ¥ NOJ0KUTEIbHBIC TOBEPXHOCTHBIE MapKephl
ME3CHXHMAaJIBHBIX CTBOJIOBBIX KiIeTok — CD105(3enenbiii kanai, gmoopodop Alexa 488),

1 CD90 (kpacublit kanas, ¢uoopodop Alexa 594). (Gayopecuenthblii Mukpockor, Carl Zeiss Cell Observer Z1)
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Pucynok 5 — KonvuecTBeHHBIH aHATH3 OTCOPTHPOBAHHBIX KIETOK,
IKCMPECCUPYIOUIMX MAPKEPbI FEMOMOITHYECKUX KIETOK
(CD34 1 CD45). sunoremanbhbix kierok (CD31) u Me3eHXMMAIbHBIX
CTBONOBBIX KieTok (CD105 1 CDY0) (p<0.001, one-way ANOVA)
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Pucynok 6 — Orenka TOKCHIHOCTH nosmmepa Ha npoiudepatmio AT-MCK in vitro
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HW3yuenne BAMSHUA NOMMMEPa HA OCTEOreHHYIO
b depernuporky AT-MSCs in vitro.

MUKpPOCKONUYECKUH BU3yaNbHbIH aHAM3 Mpe-
MapaToB, OKPALIEHHbIX Aa/la3apPUMHOBBIM KPACHBIM,
BBISBUJI HAJIMYHE YYAaCTKOB C BHICOKOH KOHIIEHTpa-
Lueil KaabLiys, OKpalieHble B IPKO KPAacHBIN LIBET,
YTO CBUJIETE/ILCTBOBANIO O NPOLIECCAX OCTEOreHHOM
mmddepenumaimn (pucyHok 7-A, 7-B). Oxparun-
BaHHE KIIETOK a/la3apMHOBBIM KPACHBIM MOKA3aso,
YTO KyJIbTUBHUPOBAHHME ME3EHXUMAIIbHBIX CTBOJIO-
BBIX KJIETOK B OCTEOTeHHOM cpesie Ha MPOTSKeHHH
14 nHel MpUBOAMT K MHIYKLUMM MX OCTEOTr€HHOM
uddepenumanmu (pucyHok 7-A). B To ke camoe
BpeMsi, MHKyOMpOBaHHME KIETOK C TOJIMMEPOM B
KOHUEHTpauun | Mr/ma Ha nporsukernd 10 MuHyT

Ana3sapuHoBbIF KpAcHbiF (KOHIL., M)

B BOAsHOM Gane 37°C B 1 M PBS npu pH 8.0 He
OKa3bIBaJIO BJIMAHMA HA MHTEHCHUBHOCTH OKpAlld-
BaHUs ana3apvHOBBIM KpacHBIM (prcyHOK 7-B), n3
Yero MOXKHO CJIeJIaTh BbIBOJ O TOM, YTO MOJUMEp
He BJIMAET Ha MpOIECChl OCTeoreHHoi auddepen-
upoBkrn MSCs ¥ faHHbIE KIETKH MOTYT ObITh HC-
0J1b30BaHBI 1 JaJIbHEHLIMX 3KCIEPUMEHTaX Ha
11abopaTOpHBIX JKUBOTHBIX. B KkauecTBe KOHTPOJIA.
Ha Mukpodororpapusx MSCs, KyJIbTHBHPOBaB-
LIMXCsl B IIPOCTOi nuTtaTenbHol cpeie DMEM u He
TOJBEPraBIIMXCS OCTEOreHHOM IudepeHtmpoBke,
He Hab/IoJanoch OYaroB KPacHOro OKpAlIMBAHMs
(pucyHok 7-C). Pe3ynbTaThl BU3yalIbHBIX HaOIIONE-
HUM OBITH MOATBEPKACHBI KOIMYECTBEHHBIM THCTO-
XUMHYECKMM aHAIM30M (pUCyHOK 7-D).

030
T
D I
025
020
015
010
005
000
KOHTPONb. MCK 6e3 MCK ¢
nonumepa nonumepom

Pucynok 7 — Orenka BIMSHHS TOJIMMEPa Ha Ipolecchl ocTeorenHoit tnddepentmarmn AT-MSCs.
Kynwrypa AT-MCK (A) u xynsrypa AT-MCK, MommduimpoBasubix octeopuiibHbIM nonmvepom (B),
O M EPHIIPOBAHEI ¢ TTOMOIIBIO OCTeoreH oI cpebl (OsteoMedia, Gibco) u
okparenbl AnzapuHobi Kpacheiv (Alzarin Red, SigmaAldrich). Konrpomnsubie AT-MCK (C)
6e3 dpepeHIMpOBOHOI cpeibl He OKpachiich AnzapuHoBbiM KpacHbiM. KieTouHbie nn3ars! ObLin
MPOAHATH3UPOBAHBI ¢ MOMOIIBIO MUTAHIIETHOTO pujepa Synergy Hybrid Reader (Biotek, USA)
¢ JutiHO# BoutHe! 405nm (D)
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OlieHKa BIMSAHUS OCTEO(UILHOO MOIUMepa Ha
OCTEOKJIACTHYIO aKTHBHOCTh

OcTeoknacTHas NPUPOJA BBIIENEHHBIX KIETOK
Gbl1a MOATBEPIKACHA C MOMOLUBIO OKPACKH HA aK-
THBHOCTb TApTPaT-pe3UCTEHTHOH KHCIO#H (ocda-
Tasel (TRAP), BbICOKas aKTHBHOCTE KOTOPOH TpH-
cyua Makpodaram 1 ocreokactaM. OCTeOKIacTbl
TI0 CBOEH TIPUPOJIE TPOMCXOIAT OT TeMONOITHYE-
CKO# JIMHUM, 4TO U 00YCIIaBIMBAET UX CXOKECTh C
Makpodaramu. Emte omHoii xapakrepHoil ocoOeH-
HOCTBIO OCTEOKJIACTOB SABJISIETCA Hamuuue Gomb-

woro konmudectsa sigep ot 10-40 go 100. Ha Pu-
cynke 8 mpesictariensl poTorpadun MoMyUeHHONR
KYJBTYpPbl OCTEOK/IACTOB, KIETKH MMEIOT Gombioe
KOJIM4ECTBO siaep (OKpacka I'eMaTOKCHIMHOM [0
Jbxune (Gill’s Hematoxylin)), dopma kireTok He-
NpaBu/IbHas OBaJbHAs MM MOJIMTOHAJIbHAs, NHOTA
HMeeT OTPOCTKH, KOTOPbIE MIOCTEIICHHO CIIMBAOTCS
¢ obmmuM doHoM. B crity (yHKIMOHATBHBIX OCO-
GeHHOCTeH OCTEOKIacTOB (Jerpajgalus KOCTHOM
TKAHM) KJIETKH MOIYT COAepXaTh JIN30COMAJIbHbIE

TTy3BIPBKH.

PucyHok 8 — Da30BO-KOHTPACTHbIE CHUMKH OCTEOKJIACTOB, OKPallIeHHBIX 10 MeToxy TRAP.
Bepxuwii psx — 06. x10; nwxnnit psn — 06. x20

JI7st OLIeHKHM BIMAHUSA TIOTMMEpPA Ha aKTHBHOCTh
OCTEOK/IACTOB MPOBOAW/IM OLEHKy Pit Assay. Ha
pucyHke 9 nokasaHsl MUKpodoTorpaduu, Ha KOTO-
PpBIX Oortee CBETIIbIE yUacTKH (yKa3aHbl CTPETKaMu)
SBSAIOTCSA Y4acTKaMH Pe30pOMPOBAHHOIO MakKpo-
(haramu BelecTBa, UMUTHPYIOLIErO KOCTHYIO TKaHb
(OsteoPlates, Corning). TToBepXHOCTb CBETIIBIX
YUACTKOB W3MEPSIIH C MOMOLLBIO NPOrPamMHOro obe-
crievenns Fiji m paccunThbiBaIm NpoLeHT oT obei
rutowagu MukpodoTorpadum.

Ha Pucynke 10 nokasaHbl JaHHble KOJIMue-
CTBEHHOTO aHaiW3a miomanu pesopbunn. B ka-
yectBe pe)epeHTHOro BellecTBa Opanu Kommep-
YecKuii mpenapar, coiepxkaluii aneHapoar. M3
MPEACTaBICHHBIX JaHHBIX BUAHO, YTO B KOHTPOJIb-
HOM rpyrmre NPOLEHT IUIOWAau pe3opOunn cocra-
Bun 26%. Ilonumep B konuentpauuu 0,5 mr/mi
yMeHbLIAeT (harolUTapHyio aKTMBHOCTbH Makpoha-
roB Ha 50%, a B KOHLEHTpAaLMK1 2MI/MJI TIOYTH Ha
85% un umeer cxoxkuit dPdEKT ¢ aneHApOHaTOM B
koHLeHTpauun 4mr/mi. Takum oOpasom, pe3yibTa-
ThI TIPOBE/IEHHOTO KOJIMYECTBEHHOTO aHAJIM3a COOT-

BETCTBYIOT OJKMIa€MBIM M TIOKA3BIBAIOT, UTO KOH-
LEHTpaLus 1noiMMepa 06paTHO MPONOPLHUOHATbHA
IUIOWAJH  pe30pOHpPOBAaHHON TOBepXHOCTH. Uem
BBIIIE KOHUEHTpauus OCTEOd)"JTBHOFO nosMMepa,
TeM aKTHBHee MHruoupyercst depmeHT hapHesun
nmpodocdarasa, KOTOPBIH HMeeT KIIOUeBOe 3Haue-
HHe B MeTaboJIn3Me OCTEOKIACTOB.

Pucynok 9 — Oxpawmsanue Pit Assay 110 merony Ban Kocea.
06. x10. KpacHeIMM CTpeNKaMi yKa3zaHbl MecTa pe3opoun
KOJIAr€ HOBOrO NMOKPBITHS, MMUTHPYIOUIETO KOCTHYIO TKAHb
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Pucynok 10 — KojiMuecTBeHHbII aHa/IM3 pe30pOTUBHOI I0BEPXHOCTH
ot o6meit nomaam (p<0.001. one-way ANOVA)

3akiouenne

B pesynbTaTe MpOBEAEHHBIX MCCIEI0BAHMIA
ObIIM  BBIJICNICHBI  JIMNIO3HBIE  ME3EHXMMAJIbHbIE
CTBOJIOBBIE KJIETKHM M3 )KMPOBOM TKaHH KPBIC U MPO-
BE/ICHA OLICHKA YMCTOThI MOJYUYCHHOH MOMymsuuu
AT-MSCs. Bbl10 noka3aHo, 4TO CBEKEH30JMpPO-
BaHHAA CTpOMaibHas (paKIMA JKUPOBOH TKAHM
KpbIC Mpe/ICTaB/IeHa FeTepOreHHON KJIE€TOYHOH mo-
nyJALMel, coaepikaliei reManosTHYeCKue KIeTKH,
KJIETKH — MpPEIIeCTBEHHUKH SHIOTEHOLUTOB U
Me3eHXMMaJIbHbIe CTBOJIOBbIE KJIETKH. B pesynbra-
Te copTipoBkn CD105 — MONOKUTETBHBEIX KIETOK
13 TeTEePOreHHOMN MOMyJISLMK 115 JATbHEeHIINX HCc-
clie/loBaHui Oblia 10JyYeHa rOMOreHHas KJIeToy-
Has KyneTypa AT-MSCs.

bbu1o  M3yueHo BiMsHHE OCTEO(GUIBHOIO
6ucdoconaTHOro mnoimmepa Ha nponudepa-
unto AT-MSCs, BeIZIETI€HHBIX U3 JKUPOBOH TKaHU
kpbic. COrIacHO MOJy4YeHHBIM JaHHBIM T0JUMEp
He SBJISETCS LMTOTOKCHYHBIM M HE OKa3blBaeT

BIIMsIHUS Ha ckopocThb npoaudepaunu AT-MSCs
in vitro.

Bouio H3YYEHO BJIMAHHUE MOIMMEpPa Ha OCTEO-
renyio quddepenumnposky AT-MSCs in vitro. Pe-
3yNILTaThl TPOBEEHHOTO MCCIIEIOBAHMSA TOKA3ANHM,
uyto mosepxHocTHas moaudukauus AT-MSCs mo-
JIUMEPOM HE BJIMAET Ha MPOLECCHI UX OCTEOreHHOM
G hepeHIpoBKH.

bbuta u3yyeHa CrocoOHOCTb MONUMEpA HHIH-
GUpoBaTh aKTUBHOCTL OCTEOKJIACTOB i1 Vitro. Brino
MOKa3aHo, 4TO OCTEO(MIIbHBIN MTOTUMEP HHIHOHUPY-
eT (haroLMTapHyr0 aKTMBHOCTb OCTEOKIIACTOB Mpsi-
MO MPOMOPIHOHATBHO CBOEH KOHIEHTpaluu U Ha
YPOBHE, MPEBOCXOAALLEM aKTUBHOCTh Peq)epeHTHO—
O BEIIECTBA aJICH/IPOHATA.

Tlo pesymeratam wnccnemoanmid, AT-MSCs,
(DYHKLUMOHANM3UPOBAHHBIE OCTEO(UIIBHBIM MOJIH-
MEpOM, MOTYT OBITh HCIIOJIB30BaHbI [UIsl JajibHei-
LIKUX 3KCMEPUMEHTOB Ha ﬂa60paT0pr]X JKUBOTHBIX
C LeNbI0 OLEHKH 3()(EKTHBHOCTH CTHMYJISILUN Pe-
NapaTUBHOIO OCTEOI€HE3a IPH OCTEONIOPO3e 71 Vivo.
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Abstract Mesenchymal stem cells (MSCs) repre-
sent a promising cell source for cellular therapy and
tissue engineering and are currently being tested in a
number of clinical trials for various diseases. How-
ever, like other somatic cells, MSCs age, and this
senescence is accompanied by a progressive decline in
stem cell function. Several lines of evidence suggest a
role for the Rho family GTPase Cdc42 activity in
cellular senescence processes. In the present study, we
have examined aging-associated Cdc42 activity in rat
adipose-derived mesenchymal stem cells (ADMSCs)
and the consequences of pharmacological inhibition of
Cdc42 in ADMSCs from aged rats. We demonstrate
that ADMSCs show a decreased rate of cell growth
and a decreased ability to differentiate into
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chrodrogenic, osteogenic and adipogenic cell lineages
as a function of rat age. This is accompanied with an
increased staining for SA-B-Gal activity and increased
levels of Cdc42 bound to GTP. Treatment of ADMSCs
from 24-month old rats with three Cdc42 inhibitors
significantly increased proliferation rates, decreased
SA-B-Gal staining, and reduced Cdc42-GTP. The
Cdc42 inhibitor CASIN increased adipogenic and
osteogenic differentiation potential in ADMSCs from
24-month old rats, and decreased the levels of radical
oxygen species (ROS), pl()lNK4u levels, F-actin, and
the activity of the ERK1/2 and JNK signaling path-
ways that were all elevated in these cells. These data
suggest that ADMSCs show increased rates of senes-
cence as rats age that appear to be due to elevated
Cdc42 activity. Thus, Cdc42 plays important roles in
MSC senescence and differentiation potential, and
pharmacological reduction of Cdc42 activity can, at
least partially, rejuvenate aged MSCs.

Keywords CASIN - Cdc42 - c-Jun N-terminal
kinase - Cell proliferation - Differentiation - ERK1/2 -
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Introduction

Mesenchymal stem cells (MSCs) represent a promis-
ing cell source for cellular therapy and tissue engi-
neering due to their ability to proliferate and
differentiate into various cell types, including those
that make up tissues such as bone, ligament, tendon,
cartilage and adipose (Cheng et al. 2013; Fernandez
Vallone et al. 2013). MSCs are currently being tested
in a number of clinical trials for various diseases that
include myocardial infarction, stroke, diabetes and
cartilage defects (Kramer et al. 2012; Wang et al.
2012a). However, there are some limitations for
therapeutic use of MSCs. In the case of allogeneic
transplantation of MSCs from healthy young donors,
the production of the desired quantity and quality of
MSCs needed for clinical application mostly depends
upon culture conditions (Chen et al. 2009; Sotiropou-
lou et al. 2006), while autologous therapy is also
limited by the patient’s age (Dai et al. 2009; Mareschi
et al. 2006). Like other somatic cells, MSCs age, and
this senescence is accompanied by a progressive
decline in stem cell function. In addition, the ability of
human MSCs to divide reduces with age of the
individual (Mareschi et al. 2006). Aged MSCs can
share many characteristics of aged somatic cells,
including reduced replicative potential, reduced
telomere length, enlarged cell morphology with stress
fibres, and the production of inflammatory markers
(Sethe et al. 2006). These aged cells also have a
reduced ability to differentiate into various tissue
types (Sethe et al. 2006). However, although under-
standing the basic molecular mechanisms of stem cell
aging has significant implications for regenerative
medicine and stem cell therapy, the mechanisms of
MSC aging remain obscure (Lee et al. 2006; Mareschi
et al. 2006; Sethe et al. 2006; Yue et al. 2005).

There is evidence suggesting the involvement of a
small Rho family GTPase, Cdc42, also known as cell
division control protein 42 homolog, in cell aging and
senescence-associated inflammation (Ito et al. 2014;
Kerber et al. 2009; Wang et al. 2007). Elevated levels
of activated Cdc42 (Cdc42 bound to GTP) are
associated with various age-related pathologies,
including reduced lifespan, reduced wound healing,
muscle wasting, atherosclerosis and osteoporosis (Ito
etal. 2014; Wang et al. 2007), and are associated with
carcinogenesis, diabetes, cardiovascular and neurode-
generative diseases (Hooff et al. 2010; Lee et al. 2014;
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Loirand et al. 2013; Raut et al. 2015; Stengel and
Zheng 2011). At acellular level increased Cdc42-GTP
results in up-regulation of senescence related proteins
such as p53, p21™VA™ and p16™*** in mouse embry-
onic fibroblasts and human endothelial cells (Ito et al.
2014; Wang et al. 2007) and the activation of stress
related MAP kinase pathways such as p38 that can
lead to increased inflammatory markers in IMR-90
foetal lung cells (Chretien et al. 2008).

In human adult-derived MSCs Cdc42 plays multi-
ple regulatory roles, including in the processes of
osteogenic and adipogenic differentiation (Gao et al.
2011; Jirong Wang 2014; Shin et al. 2014), and
elevated Cdc42-GTP levels lead to MSC morphology
changes and elevated F-actin stress fibres that are
features associated with cellular senescence (Xu
2017). In addition, an altered microenvironment
causes an increased expression of Cdc42 in mouse
MSCs that may lead to senescent-like changes
(McGrail et al. 2012), and with advancing adult age
there is an increasing deficit of cellular proliferation
and signal transduction control in MSCs that leads to
adipogenic differentiation (Raggi and Berardi 2012).

The above data, taken together with the observation
that elevated Cdc42 activity in aged mouse
hematopoietic stem cells (HSCs) is causally linked
to HSC aging, and correlates with a loss of polarity in
aged HSCs (Florian et al. 2012), suggest that Cdc42-
GTP activity may be involved in MSC senescence and
differentiation potential. Any up-regulation of Cdc42-
GTP activity may, in turn, be associated with
difficulties obtaining MSCs for therapeutic use (Dai
et al. 2009; Mareschi et al. 2006). Thus, in the present
study, we have examined aging-associated Cdc42
activity in adipose-derived MSCs isolated from rats of
different ages and tested the effects of pharmacolog-
ical inhibition of Cdc42 in MSCs isolated from aged
animals.

Materials and methods
Animals

1, 3, 6, 12 and 24 months old male Wistar rats were
used in this study. The rats were housed in cages with
controlled temperature (22 & 2 °C), relative humidity
(55 £ 10%) and a 12-h light/dark cycle (07:00-19:00
light) with free access to water and a standard rat diet.
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All the experiments were performed in accordance
with the ethical guidelines of the U.S. Department of
Health and Human Services (HHS), Registration of an
Institutional Review Board (IRB) and approved by the
Ethics Committee of the Center for Life Sciences of
Nazarbayev University (Registration Number IORG
0006963).

Adipose-derived mesenchymal stem cell isolation
and characterization

Isolation and characterization of adipose-derived
MSCs (ADMSCs) was performed according to previ-
ously described protocol (Arana et al. 2013) with
minor modifications. The procedure used here is fully
described in the Supplementary Methods. ADMSCs
are herein defined as CD105-sorted cells that have
been subsequently cultured for 4-5 passages and are
CD31-, CD34~, CD45~, CD90* and CD105* (see
Supplementary Methods and Figures).

Culture medium

ADMSCs were routinely cultured in Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) containing 15%
FBS and 1% Penicillin/streptomycin (herein called
Complete Medium), unless otherwise stated.

Multipotent differentiation of ADMSCs

CD105 sorted ADMSCs (passage 4) were plated in
6-well plates at a density of 20,000 cells/cm? for
adipogenesis, 10,000 cells/cm? for osteogenesis and
chondrogenesis and grown until 80% confluence prior
to starting differentiation. Osteogenic differentiation
of MSCs was induced under the influence of 10 nM -
glycerol phosphate, 0.1 uM dexamethasone, and
100 pM r-ascorbic acid 2 phosphate. Chondrogenic
medium consisted of 10 ng/mL TGFp1, 0.1 yM
dexamethasone, 50 g/mL  ascorbate-2-phosphate,
40 mg/mL proline, and 50 mg/mL Insulin-Transfer-
rin-sodium selenite. Adipogenic medium contained
1 uM dexamethasone, 5 ng/ml insulin, and 0.5 pM
3-isobutyl-1-methylxanthine. Differentiation media
was replaced every 3 days for a total of 21 days.
Cells incubated in osteogenic, chondrogenic and
adipogenic media were fixed in 4% formaldehyde
and stained with 40 mM Alizarin Red S, 1% alcian
blue and Oil Red O, respectively.

Quantification of adipocyte differentiation

ADMSCs that had undergone adipogenic differentia-
tion were fixed in 4% formaldehyde for 1 h, washed
with 60% isopropanol and stained with Oil Red O
solution (in 60% isopropanol) for 5 min followed by
repeated washing with PBS. After microscopic obser-
vation, Oil Red O was destained by 100% isopropanol
for 15 min and aspirates were collected for further
analysis (Bony et al. 2015). The optical density (O.D.)
of the isopropanol containing Oil Red O was measured
at 540 nm with Synergy Hybrid H1 Microplate Reader
(Biotek, USA).

Quantification of osteogenic differentiation

Osteogenic differentiation was evaluated with Ali-
zarin red staining for calcium deposition. Briefly,
ADMSCs were fixed in 4% formaldehyde for 15 min,
stained with 40 mM of Alizarin Red S for 30 min,
incubated in 10% acetic acid and collected using a cell
scraper into the micro centrifuge tubes. After cen-
trifugation supernatants were transferred to new tubes
and 10% ammonium hydroxide was added to neutral-
ize the acid while ensuring the pH ranged between 4.1
and 4.5. O.D of the Alizarin red was measured at
405 nm with Synergy Hybrid H1 Microplate Reader.
The Alizarin red concentrations were calculated based
on the standard curve.

Cell proliferation

ADMSC suspensions were seeded at 5000 cells/well
in a 48-well plate in Complete Medium and contin-
uously incubated for 24-120 h in a humid incubator at
37 °C, 5% CO,. ADMSC proliferation rates were
analyzed using a cell counting kit-8 (CCK-8, Sigma-
Aldrich) according to the assay protocol. The volume
of cell counting kit solution added to each well
amounted to 10% of the total volume of solution in the
well. The plate was incubated for 2 h in an incubator at
37 °C with 5% CO,. 100 ul of suspension was
collected from each well, pipetted into a 96-well plate
and the absorbance measured at 450 nm using a
Synergy Hybrid HI Microplate Reader (Biotek, USA)
at 24 h intervals.
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Experiments with Cdc42 inhibitors

ADMSCs were cultured for 16 h in complete culture
medium containing one of the following Cdc42
inhibitors: CASIN (5 pM, Sigma Aldrich), ML141
(10 uM, Sigma Aldrich), ZCL278 (25 uM, Sigma
Aldrich). The cells were washed in PBS and subjected
for further measurements (Western blot, SA-B-Gal
assay, ROS generation analysis, Actin-green and Oil
red O and Alizarin Red staining and MAPK assays).
For the cell proliferation assay, ADMSC suspensions
were seeded at 5000 cells/well in a 48-well plate and
cultured for 16 h in complete culture medium con-
taining one of the Cdc42 inhibitors, after which the
culture medium was replaced with complete medium
without inhibitors and the cells incubated for up to
120 h.

SA-B-Gal staining

To assess the expression of senescence associated f-
galactosidase (SA-B-Gal) in cells a Senescence Cells
Histochemical Staining Kit (Sigma Aldrich) was used
according to the manufacturer’s protocol. Briefly,
passage 5 ADMSCs were fixed in Fixation Buffer for
6-7 min, stained with Staining Mixture and incubated
at 37 °C without CO, overnight. The percentage of
cells expressing f3-galactosidase was calculated as the
ratio of blue-stained cells: total cells x 100 with at
least 500 cells counted.

Western blot analysis

Cdc42 levels were measured using a Cdc42 detection
kit (Cell Signaling) according to the manufacturer’s
protocol. Briefly, ADMSCs were harvested in 0.5 mL
lysis buffer containing 1 mM of PMSF. Lysates were
collected and the active form of the protein (Cdc42-
GTP) was immunoprecipitated using glutathione
resin. Extracts containing Cdc42-GTP were sonicated
and resolved by SDS-PAGE gel electrophoresis. After
electrophoresis, proteins were transferred to nitrocel-
lulose membranes. The blots were incubated with
blocking solution (Tris-buffered saline, pH 7.4, 5%
BSA, 0.5% Tween 20 [TBS-T]) for 1 h at room
temperature. Membranes were washed and incubated
with mouse anti-Cdc42 antibody (Cell Signaling,
1:200 dilution) overnight at 4 °C. After washing with
TBS-T, membranes were incubated with anti-mouse
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IgG, HRP-linked Antibody (Cell Signaling, 1:2000)
and anti-biotin HRP-linked Antibody (cell signaling,
1:1000) for 1 h at room temperature. Blots were
washed 3 times with TBS-T and incubated for 1 min in
LumiGLO substrate, scanned in a BioRAD ChemiDoc
MP imager and processed using ImageLab software
(BioRAD). Ratios of Cdc42-GTP to total Cdc42 were
calculated for each sample and normalized to the
1 month’s control.

p16™X4 protein expression level was detected at
16 kDa. The ADMSCs were harvested in 700 pL lysis
buffer (Cell Signaling Technology, USA). The con-
centration of the protein in the lysate was determined
using BCA protein assay according to the manufac-
turer’s protocol (Pierce BCA Protein Assay Kit,
ThermoFisher Scientific USA). Briefly, equal amounts
of the lysates (25 pL) with total protein concentrations
of 1000 pg/mL were collected, sonicated and sepa-
rated in a precast PAGE gel (Biorad USA). The
separated proteins were then transferred onto an
Immun-Blot ® PVDF Membrane (Biorad USA).
Blocking was done in Tris buffered saline containing
1% tween 20 (TBS-T) and 5% BSA (Sigma, USA) for
1 h at room temperature. Then membranes were
washed 3 times with TBS-T and incubated with
primary p16™%*" Monoclonal Antibody (1:1000,
ThermoFisher Scientific) overnight at 4 °C and goat
anti-mouse IgG—horseradish peroxidase (1:500,
Santa Cruz) for an hour at room temperature. For
quantification, blots were scanned in a BioRAD
ChemiDoc MP imager and intensity of protein bands
was measured as optical density using the ImageLab
software (BioRAD) and normalized to the 1 month’s
control.

Determination of level of reactive oxygen species
(ROS)

The 5-(and 6-)chloromethyl-2',7'-dichlorodihydroflu-
orescein diacetate (CM-H2DCFDA, Life Technolo-
gies) was applied to determine ROS production in the
cells. The acetate groups of CM-H2DCFDA cleaved
by intracellular esterases react with oxygen radicals to
produce highly fluorescent adduct that is traped inside
the cells causing an increased fluorescent intensity of
the cell. For ROS measurements, cells were seeded in
96 well plates, treated with CASIN in phenol-red free
DMEM for 16 h, and incubated with CM-H2DCFDA
(2.5 M) for 1h. Fluorescent intensity of CM-
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H2DCFDA were measured using microplate reader
Synergy HI1.

Labeling of F-actin

For assessment of actin polymerization, ADMSCs
were grown on cover slips until 50% confluency. Cells
were fixed in 3.7% paraformaldehyde solution for
30 min and permeabilized using 0.1% Triton X-100 in
PBS for 5 min. Cell labeling was done with Actin-
green™ 488 ReadyProbes™ reagent according to
manufacturer’s protocol (Life Technologies, USA) at
room temperature for 30 min.

Quantitative immunofluorescence microscopy

(QIM)

Bright-field illumination and fluorescence microscopy
images were obtained on an Olympus IX83 fluores-
cence microscope coupled with a cooled CCD camera
and analyzed on a computer with a CellSens Dimen-
sion imaging software. Fluorescent imaging parame-
ters were set as follows: 20X, NA 0.95 objective;
exposure time for image acquisition—400 ms. Back-
ground was subtracted for all images prior to analysis.
To quantify actin polymerization, the intensity of
Actin-green™ 488 ReadyProbes™™-labeled F-actin
per cell area was calculated and then normalized by
the intensity of the labeled F-actin in control cells (1-
month old ADMSCs without treatment).

MAP kinase assays

The total concentration and the phospho-kinase/total
kinase ratio for the JNK and ERK1/2 kinases were
determined in ADMSC whole cell lysates using MSD
MAP Kinase Total and Phosphoprotein Assay Kits
(Meso Scale Discovery). All procedures were per-
formed according to the manufacturer’s protocol.
Briefly, whole cell lysates were prepared using the
buffer provided with the kit. Cellular debris was
cleared from the lysate by centrifugation at
10,000xg for 10 min. To make the sandwich for
electrochemiluminescence immunoassay cell lysates
were added to the wells of plates pre-coated with
capture antibodies and incubated for 3 h. Afterwards
the plates were washed 3 times followed by incubation
with detection antibody for 1 h. After a final wash,
150 pL of Read Buffer was added to each well and the

plates analyzed on MSD QuickPlex SQ 120. Bicin-
choninic Acid Assay was used as loading control.

Statistical analysis

Data are reported as mean + SD. Proliferative activity
of ADMSCs was tested using two-way ANOVA with
post hoc comparison. A one-way ANOVA and
regression analysis were conducted to compare the
effect of age on SA-B-Gal staining. In all other
experiments the unpaired ¢ test was applied to test
mean differences from at least three independent
trials. Values were considered significantly different
when P < 0.05. Statistical analyses were performed
with Graphpad Prism 7.1 software.

Results
Characterization of the ADMSC phenotype

Freshly isolated cells from adipose tissue were
heterogeneously positive for hematopoietic markers
CD34 and CD45, endothelial marker CD31, and
mesenchymal markers CD105 and CD90 showing a
mixed cell population (data not presented). CD105
sorted cells after being cultured for 4-5 passages were
more homogeneous: ~ 90% of the cells from rats of
all age groups were positive for specific mesenchymal
CD90 and CD105 markers (Lotfy et al. 2014), and
negative for CD34, CD45 and CD31 cell surface
markers (Supplementary Figs. la, b). These cells are
thus deemed to be MSCs and are the cells referred to as
ADMSCs in this paper.

Differentiation capacity of ADMSCs isolated
from rats of different ages

To further provide evidence of the mesenchymal
nature of these cells their multi-lineage differentiation
potential was evaluated. The passage 4-5 CD105-
positive cells were able to differentiate towards
osteogenic, chondrogenic and adipogenic lineages
(Supplementary Fig. 2). However, visual appearance
of Alazarin Red S and alcian blue stained cells
revealed reduced osteogenic and chondrogenic differ-
entiation capacities of ADMSCs isolated from 12 to
24-month old animals (Supplementary Fig. 2).
Decreased adipogenic differentiation was confirmed
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by quantification of Oil Red O (Fig. 1a). Our results
indicated that ADMSCs from 1-month old donors
accumulated more fat droplets in their cytoplasm after
incubation in adipogenic medium and staining with
Oil Red O compared to ADMSCs from the 12-month
old and 24-month old rats (P < 0.05, unpaired ¢ test).

Proliferative activity of ADMSCs isolated
from rats of different ages

We measured the proliferative activity of ADMSCs
isolated from rats of different ages using the CCK-8
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Fig. 1 Properties of ADMSCs isolated from rats of different
ages (n = 25, 5 rats per group). a Quantitative analysis of Oil red
O stained ADMSCs; data shown as Mean + SD, *P < 0.05
(unpaired  test). b Proliferative activity as assessed by CCK-8
assay plotted as optical density versus days. CCK-8 assay: two-
way ANOVA with post hoc analysis (F = 53.24, df = 4);
#kP < (0.0001 (1 month vs. 3, 6, 12, > 24 month; 3 month
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assay (Fig. 1b). The proliferative activity of ADMSCs
from all age groups peaked on the second day, after
which the cells entered a relatively stationary phase.
Both the growth rates and proliferation peaks of
ADMSCs decreased with increased age of the animals.
ADMSC:s isolated from 1-month old rats had signif-
icantly greater proliferative capacity than ADSMSCs
isolated from older animals.
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percenatge of ADMSCs staining for SA-B-Galactosidase
activity; P < 0.001 (one way ANOVA and regression analysis).
d Western blot depicting levels of active and total Cdc42.
e Quantification analysis of Cdc42-GTP/tottal Cdc42; *P
< 0.05 (unpaired ¢ test)
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Expression of SA-B-Galactosidase in ADMSCs
isolated from rats of different ages

One widely used biomarker of cell senescence is an
increased expression of senescence associated -
galactosidase. Phase contrast images of SA-B-Gal-
stained ADMSCs and the percentage of SA-B-Gal-
positive cells are shown in Supplementary Fig. 3 and
Fig. 1c. One way ANOVA tests revealed significant
differences between the ADMSCs from different rat
age groups (P < 0.001). Furthermore, regression
analysis showed that the percentage of SA-B-Gal-
positive ADMSCs gradually increased from approx-
imately 10% in 1 month old rats to 50% in rats of
24 months of age (P < 0.001).

Expression of Cdc42 in ADMSCs from rats
of different ages

Significant correlations have been reported between
elevated levels of Cdc42 and loss of polarity,
functional deficiencies, and impaired self-renewal
capability in mouse hematopoietic stem cells (Florian
et al. 2012). It has also been demonstrated that Cdc42
levels vary across age groups in mice (Wang et al.
2007). Western blot analysis showed increased
Cdc42-GTP levels in ADMSCs isolated from 6 to
24 months old rats compared to cells isolated from
younger animals, with the highest expression of Cdc42
being detected in ADMSCs of 24-month old animals
(Fig. 1d, e): indeed there is a progressive increase in
Cdc42-GTP levels with increasing age.

Effects of the Cdc42 inhibitor CASIN
on the growth kinetics and cellular phenotype
of ADMSCs from young and aged rats

We tested the consequences of pharmacological
inhibition of Cdc42 in ADMSCs isolated from
24-month old rats in comparison with younger animals
(1-month old) using CASIN. Assessments by Western
blot showed significantly higher levels of Cdc42-GTP
in ADMSCs isolated from 24-month old animals
compared to 1-month old rats and a significant
reduction of the Cdc42-GTP levels in ADMSCs from
both aged and young rats by CASIN (Fig. 2a, b).
CASIN did not affect the low levels of expression
of SA-B-Gal seen in ADMSCs isolated from 1-month
old rats, but significantly decreased the percentage of

SA-B-Gal-positive cells in ADMSCs isolated from
24-month old rats compared to untreated control
(P < 0.001; unpaired ¢ test) (Fig. 2d; Supplementary
Fig. 4). However, this treatment did not reduce the
level of SA-B-Gal-positive cells to that seen in
ADMSCs from young rats (Fig. 1d). ADMSCs from
older animals had increased levels of the cyclin-
dependent kinase inhibitor p16™*** compared to cells
from younger animals (Fig.2a, c), and CASIN
treatment decreased this expression to the level seen
in the young control (P < 0.05; unpaired ¢ test).

Using CCK-8 analysis to assess ADMSC growth
kinetics showed that CASIN improved the impaired
proliferative activity of ADMSCs from aged rats
(Fig. 2e). However, this treatment did not affect
growth the rate of cells from l-month old animals
(Fig. 2f) and was not able to increase the proliferation
rate of cells from older animals to the levels seen in
ADMSCs from young rats (see Fig. 2e, f).

The production of high levels of Reactive Oxygen
Species (ROS) has been associated with cellular
senescence (Chandrasekaran et al. 2017; Colavitti
and Finkel 2005; Davalli et al. 2016). In agreement
with previous reports, fluorescent analysis showed an
~ 60% increase of ROS level in ADMSCs from aged
rats compared to younger controls (P < 0.001;
unpaired ¢ test) (Fig. 2g). This increased ROS pro-
duction in ADMSCs from aged rats was attenuated by
CASIN with no significant effects on CM-H2DCFDA
intensity in younger cells.

Impaired actin polymerization is another hallmark
of cell senescence (Kasper et al. 2009; Li 2017; Xu
2017), and it can be mediated by the upregulation and
activation of Cdc42 (Tang and Gunst 2004; Zlotoryn-
ski 2015). We employed QIM of F-actin labeled with
Actin-green™ 488 ReadyProbes™ cells to quantify
actin polymerization in ADMSCs isolated from young
and old animals. QIM data showed that aging
promoted actin polymerization in ADMSCs (P
< 0.001; unpaired ¢ test) while treatment with CASIN
reduced F-actin intensity in old cells (P < 0.05;
unpaired ¢ test) (Fig. 2h and Supplementary Fig. 5.),
although not to the level seen in ADMSCs from
1-month old rats, and does not cause a reorganization
of the cytoskeleton structure in the younger control.
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<«Fig. 2 Properties of CASIN treated ADMSCs from 1 months
old (YOUNG) and 24 month old (OLD) rats (n = 20, 5 rats per
group). a Western blot depicting levels of active and total Cdc42
and total PI6INK4a in Cdc42 inhibitor treated ADMSCs
compared to the untreated controls. b Quantification ratio of
the Cdc42-GTP/total Cdc42; *P < 0.05 (unpaired ¢ test).
¢ Quantitative analysis of the total PI6INK4a; *P < 0.05
(unpaired ¢ test). d Percentage of SA-B-Gal-positive ADMSCs
in the experimental and control (untreated) groups; *P < 0.05,
##%P < (0.001(unpaired 7 test). e, f Proliferative activity of
Cdc42 inhibitor treated ADMSCs compared to untreated
controls as assessed by CCK-8 assay. g ROS levels in ADMSCs
isolated from 1 month old and 24 months old rats; *P < 0.05,
*###P < 0.001 (unpaired ¢ test). h Actin polymerization in
ADMSCs isolated from 1 month old and 24 months old rats;
*P < 0.05, ***P < 0.001 (unpaired ¢ test)

CASIN increases adipogenic and osteogenic
differentiation of ADMSCs from aged rats

A decreased differentiation capacity is a hallmark of
MSC aging (Maredziak et al. 2016). Quantitative
spectrophotometric analysis of Oil Red O confirmed
that the amount of dye in the aspirate collected from
the cells of 24-month old rats was 1.8-fold lower
(P < 0.05, unpaired ¢ test) than the amount collected
from cells of young rats (Figs. 1a, 3a). Inhibition of
Cdc42 by CASIN significantly improved the adi-
pogenic differentiation of ADMSCs from the aged
rats, although this did not reach the levels seen in
ADMSCs from the young rats (Fig. 3a).

Similarly, quantification of Alizarin Red S that
represents calcium deposition in cells and serves as a
marker of osteogenic differentiation has demonstrated
that the amount of mineralized matrix in 1-month old
rat cells after incubation in osteogenic medium was
approximately tenfold higher compared to cells of old
rats (P < 0.01, unpaired ¢ test) (Fig. 3b). In turn,
CASIN treatment enhanced the osteogenic differenti-
ation of ADMSCs from aged rats by more than twice
(P < 0.05, unpaired 7 test), yet this was not up to the
levels seen in ADMSCs obtained from young rats
(Fig. 3b).

CASIN reduces ERK1/2 and JNK phosphorylation
in ADMSCs from aged rats

There is evidence suggesting the involvement of MAP
kinases in MSC senescence and inhibition of their
differentiation capacities (Bost et al. 2005; Jaiswal

et al. 2000; Jin et al. 2010; Wang et al. 2005). In turn,
Cdc42 has been shown to regulate MAPK/ERK
signaling pathways under conditions of stress (Cheng
etal. 2004; Lv et al. 2017; Wang et al. 2005). Thus, we
measured the activation of ERK1/2 and c-Jun N-ter-
minal kinase (JNK) in ADMSCs, and tested the effects
of the Cdc42 inhibitor CASIN. Results obtained using
the Meso Scale Discovery immunoassay demonstrated
significantly increased phosphorylation of ERKI1/2
and JNK in ADMSCs isolated from 24-month-old rats
in comparison with cells isolated from 1 month old
rats (Figs. 3c, d). As the activation of these kinases is
via phosphorylation, this implies an increase in their
activity. Treatment with CASIN significantly
decreased the phosphorylation of ERK1/2 (63%) and
JNK (65%) in ADMSCs from 24-month-old rats to
levels similar to that seen in ADMSCs from young
rats, implying reduced kinase activity (Figs. 3c, d).

Inhibition of Cdc42 in ADMSCs isolated from 24-
month old rats by three different compounds

To confirm that all above mentioned effects of CASIN
resulted directly from Cdc42 inhibition, and not due to
inhibitor off-target effects, we applied two additional
inhibitors of Cdc42 (ZCL278 and ML-141) and
assessed their effects on proliferation capability and
expression of SA-B-Gal in ADMSs isolated from
24 months old rats. Assessment of the Cdc42-GTP
level by Western blot has confirmed inhibition of
Cdc42 activity in aged ADMSCs by all three com-
pounds (Fig. 4a). These inhibitors also resulted in a
significant decrease in the percentage of SA-B-Gal-
positive cells compared to untreated control (P
< 0.05; unpaired ¢ test), with the most prominent
effects seen with CASIN and ZCL278 (Fig. 4b and
Supplementary Fig. 6). Using CCK-8 analysis to
assess ADMSC growth kinetics showed that CASIN,
ML141 and ZCL278 improved the impaired prolifer-
ative activity of ADMSCs from aged rats (Fig. 4c).

Discussion

Cdc42, an abundant small Rho GTPase, is up-
regulated in some age-related chronic diseases,
tumors, and aging-associated cellular signaling path-
ways (Hooff et al. 2010; Ito et al. 2014; Kerber et al.
2009; Lee et al. 2014; Loirand et al. 2013; Raut et al.
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Fig. 3 Properties of CASIN treated ADMSCs from aged rats
(n =15, 5 rats per group). a Adipogenic differentiation of
CASIN treated ADMSCs from aged rats (CASIN) compared to
untreated ADMSCs from aged (OLD) and 1 month old
(YOUNG) rats. Quantitative analysis of Oil red O stained cells;
data shown as mean £ SD, *P < 0.05 (unpaired 7 test). b
Quantitative colorimetric results of Alizarin Red S staining for

2015; Stengel and Zheng 2011; Wang et al. 2007).
There is data indicating that Cdc42 is involved in
differentiation and proliferation of MSC (Gao et al.
2011; Jirong Wang 2014; Raggi and Berardi 2012;
Shin et al. 2014). In the present study, we have
investigated aging-associated Cdc42 activity in adi-
pose-derived MSCs isolated from male rats of differ-
ent ages and tested the effects of pharmacological
inhibition of Cdc42 in MSCs isolated from aged
animals. We focused on males in order to exclude
gender effects since there is accumulating evidence
that age-related alterations of mesenchymal stem cells
can be modulated by sex hormones and estrogen
decreases Cdc42 activity (Azios et al. 2007; Breu et al.
2011; Fossett et al. 2012; Kawagishi-Hotta et al.
2017). However, an important question remains
whether the activity of Cdc42 plays similar role in
aging processes of ADMSCs from female animals yet
further research is needed to clarity this issue.

@ Springer

osteogenic differentiation; data shown as mean %+ SD,
**P < 0.01, *P < 0.05 (unpaired  test). ¢, d Ratio of pERK1/
2:ERK1/2 levels (c) and pJNK:JNK levels (d) in CASIN treated
ADMSCs from aged rats (CASIN) compared to untreated
ADMSCs from aged (OLD) and 1 month old (YOUNG) rats.
Data shown as mean + SD, *P < 0.05 (unpaired  test)

Results from this study show that the capability of
adipose-derived MSCs (ADMSCs) from rats to pro-
liferate decreases in proportion to the age of the
animal. This reduced proliferative ability is associated
with increased levels of activated Cdc42 and an
increased proportion of SA-B-Gal stained cells, sug-
gestive of cellular senescence. In addition, the multi-
potent differentiation ability of ADSMSCs reduces
with increased animal age for the osteogenic, chron-
drogenic and adipogenic cell lineages. These data
suggest that an increasing proportion of MSCs show
signs of cellular senescence with increasing rat age.

‘When ADMSCs isolated from rats at 24 months of
age are cultured in the presence of three different
inhibitors of Cdc42 activity they show a much
improved proliferation capability and a significantly
reduced staining for SA-B-Gal. These effects are
associated with a reduction in the levels of activated
Cdc42. The most effective inhibitor, CASIN, reduces
SA-B-Gal staining to levels similar to that seen in
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Fig. 4 Inhibition of Cdc42 by different compounds in
ADMSCs isolated from 24 months old rats (n = 20, 5 rats per
group). a Western blot depicting levels of active and total Cdc42
in aged MSCS after treatment with three different Cdc42
inhibitors. b percentage of SA-B-Gal-positive ADMSCs in the
experimental and control (untreated) groups; *P < 0.05 (un-
paired 1 test). ¢ CCK-8 assay: two-way ANOVA with post hoc
analysis (F = 50.79, df = 3), ****P < (0.0001 vs. control

ADMSCs from 6-month old rats. As these inhibitors
are all chemically distinct and have distinct modes of
action, with CASIN and ZCL278 competing with
guanine nucleotide exchange factors and ML-141 non-
competitively preventing GTP binding to Cdc42 (Lin
and Zheng 2015), these data strongly suggest the
improved proliferation and reduced SA-B-Gal staining
result from Cdc42 inhibition, and are not due to
inhibitor off-target effects. In addition to elevated
Cdc42-GTP levels, ADMSCs from 24-month old rats
have elevated levels of the cyclin-dependent kinase
inhibitor p16™** and elevated formation of F-actin
stress fibres, both features of senescent cells (Guay

etal. 1997; Liu et al. 2009). CASIN treatment reduced
p16™K4 Jevels to that seen in ADMSCs from young
rats, and increased the adipogenic and osteogenic
differentiation ability of ADMSCs from aged rats and
reduced actin polymerization in these cells, although
this was not increased to the capability seen in
ADMSCs from 1-month old animals.

Thus, it appears that ADMSCs isolated from
24-month old rats show several signs of increased
cellular senescence and a reduction of differentiation
potential compared to ADMSCs from younger ani-
mals that is due, at least in part, to elevated Cdc42, and
that these effects increase with animal age. In addition,
small molecule inhibition of Cdc42 activity can result
in partial rejuvenation of ADMSCs from aged rats.
These results concur with data from mouse that show
increased active Cdc42 with age in various tissues
(Xing et al. 2006), and that constitutively increased
Cdc42 activity results in aging-like phenotypes in
mouse hematopoietic stem cells (HSCs) (Florian et al.
2012). In the latter example, pharmacological reduc-
tion of Cdc42 activity using CASIN results in partial
rejuvenation in the HSCs. In conclusion, the data
demonstrate the involvement of Cdc42 activity in stem
cell aging and suggest a common mechanism of aging
is seen in different stem cell lineages.

So how does increased Cdc42 activity have these
effects? One possibility is via the MAP kinase ERK1/2
and JNK signaling pathways that are involved in
cellular senescence processes and whose activity
increases during aging (Jones and Lancaster 2015;
King et al. 2007; Mylabathula et al. 2006; Shin et al.
2005). The Cdc42 GTPases are involved in the
regulation of ERK1/2 and JNK (Coso et al. 1995;
Frost et al. 1997), suggesting that up-regulation of
Cdc42-GTP activity may lead to increased cellular
senescence via activation of these pathways. The ERK
and JNK pathways are also implicated in differenti-
ation of MSCs. For example, activation of ERK1/2
inhibits adipogenic differentiation in mouse cells
whereas siRNA depletion of ERK1/2 increases this
(Kim et al. 2007), and total and phosphorylated ERK1/
2 levels are reduced at early stages of human MSC
adipogenic differentiation (Donzelli et al. 2011).
Moreover, there is data demonstrating that erythro-
poietin inhibits adipogenic differentiation of bone
marrow derived mouse MSCs via activation of ERK
(Liu et al. 2015). Finally, an inhibitory role has been
demonstrated for JNK in both adipogenesis and
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osteogenesis in human MSCs (Gu et al. 2015;
Tominaga ct al. 2005). Thus, the increased aging and
reduced differentiation capacity seen in ADMSCs
from aged rats may be due to increased Cdc42 activity
affecting the ERK1/2 and JNK signaling pathways.
This idea is supported by the observation that phos-
phorylation of both ERK1/2 and JNK is increased in
ADMSCs with animal age, and CASIN inhibition of
Cdc42 results in reduced cellular senescence and
increased adipogenic and osteogenic differentiation
potential associated with reduced activation of these
kinases.

Studies have suggested that oxidative stress is a
major factor accelerating cell senescence (Brandl et al.
2011; Davalli et al. 2016), and there is evidence for a
critical role of NADPH oxidases-mediated ROS
signaling pathways in aging process (Sahoo ct al.
2016). In addition, suppression of NADPH oxidase by
apocynin partially reversed the aging process and
cnhanced ostcogenic potential of MSCs (Sun ct al.
2015). Our results demonstrated that ROS production
increased in ADMSCs from aged rats and that this was
attenuated by CASIN. These data, together with the
observation that Cdc42 regulatess NADPH oxidase
activation (Ascer et al. 2015: Qian et al. 2005; Wang
ct al. 2012b) suggests the possibility that inhibition of
Cdc42 leads to an improvement of ADMSC prolifer-
ation and differentiation via suppression of NADPH
oxidase activity.

Finally, it has been demonstrated that exposure of
MSCs isolated from younger rats to serum from older
animals inhibited cell proliferation and survival by
activation of excessive Wnt/b-catenin cell signaling
pathway (Zhang et al. 2011). In turn, activation of
What/b-catenin signaling induced a DNA damage
response (Xu et al. 2008) leading to up-regulation of
pl6™¥% | resulting in an induction of cellular aging
(Kosar ct al. 2011). As activation of pl6™&* can
result from Cdc42 GTPase activation (Chen ct al.
2013), and, according to our finding, inhibition of
Cdc42 activity by CASIN decreases the expression of
P16™%4 it is possible that the increased senescence
seen in ADMSCs from aged rats results from up-
regulated Wnt/b-catenin signaling, albeit this is spec-
ulation. However, possible support for this comes
from data showing that non-canonical Wnt5a signal-
ing can induce aging-associated phenotypes in HSCs
from young mice via activation of Cdc42 (Florian
etal. 2013).

9 Springer

In conclusion, our data demonstrate the involve-
ment of Cdc42 in male rat mesenchymal stem cell
aging and differentiation potential, although the
precise mechanisms of Cdc42 action are not clearly
understood and require further investigations. Under-
standing the basic molecular mechanisms underlying
stem cell aging should provide new insights into the
development of new strategics for rejuvenation treat-
ment, regenerative medicine and stem cell therapy.
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