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Секреторный фенотип, связанный со старением 
хондроцитов (SASP), формирует условия для раз
вития заболеваний опорно-двигательного аппара
та, в частности остеоартрита. Поиск эффективных 
методов терапии последнего является актуальной 
задачей молекулярной геронтологии. Цель рабо
ты — охарактеризовать SASP хондроцитов и про
вести сравнительную оценку влияния пептида AED 
и полипептидного комплекса хрящевой ткани 
(ППКХ) на этот показатель. Установлено, что SASP 
хондроцитов характеризуется повышением синтеза 
проапоптозных белков p16, p21, p53, провоспали- 
тельных цитокинов TNF-a, IL-1a и снижением синте
за Sirtl. Пептиды AED и ППКХ нормализуют синтез 
молекул, формирующих SASP хондроцитов. Этот 
эффект может объяснять их геропротекторное 
действие и эффективность в исследованиях раз
личных патологий опорно-двигательного аппарата, 
в том числе при остеоартрите.
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Заболевания опорно-двигательного аппарата, 
включая остеоартрит (О А ), являются одной из ве
дущих причин инвалидизации лиц среднего и пожи
лого возраста во всем мире [11]. ОА представляет 
собой заболевание синовиальных суставов, которое 
характеризуется деградацией хряща и разраста
нием кости в виде остеофитов и субхондрального 
утолщения. ОА постепенно прогрессирует, приводя 
к нарастанию болевого синдрома и потере подвиж
ности. Одним из определяющих факторов риска 
ОА является возраст старше 60 лет [12]. На мо
лекулярно-клеточном уровне ОА характеризуется 
ускоренным старением хондроцитов и нарушени
ем их функций. Клеточное старение хондроцитов 
включает активацию апоптоза и формирование 
секреторного фенотипа, связанного со старением 
(S A S P ) [7 ]. SA SP  клеток хряща характеризуется 
секрецией сигнальных молекул, включая провоспа- 
лительные медиаторы и ферменты, разрушающие

внеклеточный матрикс. SA SP  хондроцитов спо
собствует развитию хронического системного вос
паления. Воспаление является одним из основных 
факторов риска развития возраст-ассоциированных 
заболеваний, включая ОА [5]. Сенесцентные клет
ки накапливаются по мере старения организма, что 
приводит к снижению пролиферации и нарушению 
регенерации и функций тканей [10]. SA SP  хондро- 
цитов при старении характеризуется повышенной 
экспрессией проапоптозного белка р53, ингиби
тора циклинзависимой киназы р21 и р161ЫК4а 
(p16) [18]. Число хондроцитов с гиперэкспресси
ей р53 характерно для ОА и ускоренного старения 
хрящевой ткани [9 ]. Повышенная экспрессия p16 
коррелирует с синтезом воспалительных цитокинов 
в хондроцитах [19]. Зависимость между снижени
ем синтеза сиртуинов (Sirt) и ускоренным старе
нием была выявлена при различных заболеваниях, 
ассоциированных с возрастом [13]. Sirt1 расще
пляется с образованием неактивного ^-концевого 
(NT)  полипептида и С-концевого (C T )  фрагмен
та в хондроцитах при провоспалительном стрес
се, а соотношение NT/CT  Sirt1 в сыворотке кро
ви является показателем ранней стадии ОА [6 ]. 
Провоспалительные цитокины, такие как IL-1a 
и T N F -a, также секретируются на ранних ста
диях ОА. Они продуцируются активированными 
хондроцитами, синовиоцитами и мононуклеарны- 
ми клетками [8 ]. Экспрессия IL-1a обнаружена 
на поверхности стареющих хондроцитов и корре
лирует с повышением синтеза других факторов
SA SP  [16].

Терапия ОА является актуальной задачей ге
ронтологии в связи с высокой распространенностью 
этого заболевания. Разработка пептидных хон- 
дропротекторов, которые могут поспособствовать 
сохранению основных физиологических функций
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суставов, является одной из наиболее актуальных 
задач молекулярной медицины. Установлено, что 
полипептидные комплексы, выделенные из раз
личных органов и тканей, а также их биологически 
активные компоненты (ди-, три-, тетрапептиды) 
обладают выраженной тканеспецифической актив
ностью как в культурах клеток, так и в эксперимен
тальных моделях у молодых и старых животных 
[14, 15]. В связи с этим существует возможность 
использовать пептидные биорегуляторы для лече
ния различных возраст-ассоциированных заболе
ваний, в том числе ОА. Такими биорегуляторами 
являются полипептидный комплекс хрящевой тка
ни (П П К Х ) и трипептид AED (Ala-Glu-Asp) .  
П П К Х  — полипептидный комплекс, получаемый 
путем экстракции из хрящевой и костной тканей 
молодых животных. П П К Х  рекомендован для 
профилактики и поддерживающей терапии при за
болеваниях опорно-двигательного аппарата: артро
зе и артрите, ревматизме, остеохондрозе, остеопо- 
розе, подагре и др. [3 ]. В состав П П К Х  входят 
пептиды с молекулярной массой 75 — 10 000 Да. 
Был проведен анализ состава П П К Х . В нем мето
дами матрично-активированной лазерной десорб
ции/ионизации и ультраэффективной жидкостной 
хроматомасс-спектрометрии был найден трипептид 
AED , обладающий биологической активностью, 
сходной с П П К Х  [1, 2].

Цель работы — охарактеризовать SA SP  хон- 
дроцитов и провести сравнительную оценку влия
ния пептида AED и П П К Х  на этот показатель.

Материалы и методы
Первичную культуру хондроцитов получали 

из межпозвоночных дисков молодых (3 мес) и ста
рых (20 мес) беспородных белых крыс. Хрящи 
межпозвоночных дисков нарезали на фрагменты 
размером около 1 мм2 и помещали в чашки Петри 
диаметром 35 мм с адгезионным покрытием в среду 
aM E M  (модифицированная среда Игла, «Sigma», 
С Ш А ) с добавлением 10% сыворотки эмбрио
нов коров («H yClone», С Ш А ) и гентамицина 
(50 мкг/ мл). Через 4 —7 сут из фрагментов хря
ща начинали выселяться клетки. При достижении 
клетками 80%  монослоя их пассировали с по
мощью смеси трипсина и версена в соотношении 
1:3 [4 ]. Клетки на 4-м пассаже разделяли на пять 
групп: 1-я — контрольная; 2-я, 3-я — добавление 
пептида AED  в концентрации 200 и 2 000 нг/мл; 
4-я, 5-я — добавление П П К Х  в концентрации 
200 и 2 000 нг/ мл. В предварительном исследо
вании пролиферативной активности культур хон- 
дроцитов было показано, что указанные концен

трации пептида AED  и П П К Х  являются наиболее 
эффективными.

Для сравнительного анализа синтеза белков, 
составляющих SA SP  хондроцитов, было прове
дено иммуноцитохимическое окрашивание куль
тур. Для пермеабилизации клеточных мембран 
в течение 10 мин применяли 0,1% Тритон X -100 
(«Биолот», Россия), растворенный в фосфатно
солевом буфере. Культуры хондроцитов инкуби
ровали в 1% фосфатно-солевом буфере (pH  7,5) 
в течение 45 мин для блокировки неспецифическо
го связывания антител. Инкубацию с первичными 
антителами проводили в течение 45 мин при ком
натной температуре. В работе использовали пер
вичные моноклональные антитела к р16 (1:100), 
р21 (1:150), р53 (1:100), IL-1a (1:50), T N F -a 
(1 :200), Sirt1 (1:100) («Thermo Fisher Scientific», 
С Ш А ). Ядра клеток докрашивали Hoechst 33258 
(«Thermo Fisher Scientific», С Ш А ), в результате 
чего они флюоресцировали темно-синим. Зеленая 
и красная флюоресценция характеризовала экс
прессию исследуемых маркеров (инкубация со вто
ричными антителами, конъюгированными с флю
орохромом Alexa Fluor 488 или Alexa Fluor 647 
(1 :2000) («Thermo Fisher Scientific», С Ш А ) 
в течение 45 мин при комнатной температуре, 
в темноте. Исследование проводили на конфо
кальном микроскопе «LSM  710» («Z eiss GmbH», 
Германия). Полученные изображения анализирова
ли с помощью программы ImageJ (National Institutes 
of Health, С Ш А ). В каждом случае анализировали 
пять полей зрения при ув. 200. Площадь экспрес
сии рассчитывали как отношение площади иммуно- 
позитивных клеток к общей площади клеток в поле 
зрения и выражали в процентах.

Статистическая обработка включала подсчет 
среднего арифметического, стандартного отклоне
ния и доверительного интервала для каждой вы
борки и проводилась в программе Statistica 7.0. Для 
анализа вида распределения применяли критерий 
Шапиро—Уилка. Для проверки статистической 
однородности нескольких выборок использова
ли критерий Крускала—Уоллиса. Для попарного 
сравнения групп применяли /-критерий Стьюдента. 
Критический уровень достоверности нулевой гипо
тезы (об отсутствии различий) принимали равным 
0,01.

Результаты и обсуждение
Экспрессия p16 в культуре хондроцитов, полу

ченных от старых животных, была в 4,3 раза выше 
по сравнению с этим показателем в культурах хон
дроцитов молодых крыс (табл .  1). Пептид AED



в концентрации 200 нг/мл снижал экспрессию 
проапоптозного белка p16 в 3 раза, а в концентра
ции 2 000 нг/мл — в 2,8  раза в культурах хон- 
дроцитов, полученных от старых животных. При 
добавлении П П К Х  в концентрации 2 000 нг/ мл 
в культуру хондроцитов, выделенных у старых 
крыс, площадь экспрессии уменьшалась в 4,7 раза 
(см. табл. 1).

Экспрессия проапоптозного белка p21 в куль
туре хондроцитов, полученных от старых живот
ных, была в 4,5 раза выше по сравнению с этим 
показателем в культурах хондроцитов, выделенных 
у молодых крыс (см. табл. 1). Пептид AED снижал 
экспрессию p21 при добавлении в культуру старых 
хондроцитов в обоих концентрациях в 5,1—5,2 раза 
по сравнению с контрольной группой. При добав
лении П П К Х  в концентрации 2 000 нг/мл в куль
туру хондроцитов, выделенных у старых крыс, 
площадь экспрессии р21 уменьшалась в 4,1 раза 
по сравнению с этим показателем в культурах хон
дроцитов старых животных (см. табл. 1).

Экспрессия p53 в культуре хондроцитов, полу
ченных от старых животных, была в 5 раз выше 
по сравнению с этим показателем в культурах 
хондроцитов от молодых животных (см. табл. 1). 
Пептид AED в концентрации 200 нг/ мл снижал 
экспрессию проапоптозного белка p53 в 2,2 раза, 
а в концентрации 2 000 нг/мл — в 2,5 раза 
по сравнению с соответствующей контрольной 
группой. П П К Х  в концентрации 200 нг/мл при 
добавлении в культуру хондроцитов, выделенных 
у старых крыс, снижал экспрессию р53 в 1,6 раза, 
а в концентрации 2 000 нг/мл — в 3,9 раза 
по сравнению с этим показателем в культурах хон
дроцитов старых крыс (см. табл. 1). Пептиды AED 
и П П К Х  не влияли на экспрессию всех трех про- 
апоптозных белков в культурах хондроцитов, полу
ченных от молодых животных (см. табл. 1).

При старении хондроцитов наблюдали сниже
ние синтеза Sirt1 в 4,3 раза (табл .  2 ) .  При добав
лении пептида AED в концентрации 200 нг/ мл 
происходит увеличение экспрессии Sirt1 в 3,6 раза, 
а в концентрации 2 000 нг/мл — в 4,6  раза 
по сравнению с этим показателем в культурах хон- 
дроцитов, полученных от старых животных. При 
добавлении П П К Х  в концентрации 200 нг/мл 
происходит увеличение экспрессии Sirt1 в культуре 
хондроцитов старых крыс в 3,3 раза, а в концентра
ции 2 000 нг/мл — в 4,7 раза по сравнению с со
ответствующей контрольной группой (см. табл. 2).

Экспрессия провоспалительного цитокина 
T N F -a была выше в 2,1 раза в культурах хондро- 
цитов, полученных от старых животных, по срав
нению с этим показателем в культурах хондроци-

тов молодых животных (см. табл. 2 ). Только при 
добавлении П П К Х  в концентрации 2 000 нг/ мл 
в культуру хондроцитов от старых животных про
исходило достоверное снижение площади экс
прессии T N F -a в 1,9 раза по сравнению с соот
ветствующей контрольной группой. При старении 
хондроцитов наблюдали увеличение синтеза IL-1a 
в 3,8 раза (см. табл. 2 ). Снижение экспрессии 
IL- 1а в 1,6 и 1,9 раза в культурах хондроцитов ста
рых животных наблюдали при добавлении П П К Х  
в концентрации 200 и 2 000 нг/мл. Пептиды AED 
и П П К Х  не влияют на синтез Sirt1 и провоспа- 
лительных цитокинов в хондроцитах, полученных 
от молодых животных (см. табл. 2).

Заключение
SA SP  характеризует функциональную ак

тивность и метаболизм клеток при старении [20] 
и может являться одной из причин развития ассо
циированных с возрастом заболеваний, в частности 
остеоартрита. Изученные нами сигнальные мо
лекулы, проапоптозные белки p16, p21, p53, про- 
воспалительные цитокины T N F -a, IL-1a, а также 
белок Sirt1 участвуют в формировании и регуляции 
SA SP  [17, 21]. При старении хондроцитов на
блюдается увеличение продукции белков p16, 
p21, p53, T N F -a, IL-1a и снижение синтеза Sirt1. 
Полипептидный комплекс хрящевой ткани и пеп
тид AED  способствовали нормализации синтеза 
указанных выше молекул при старении хондро- 
цитов in vitro. Следует отметить, что наибольший 
геропротекторный эффект на синтез проапоптоз- 
ных белков при формировании SA SP  хондроцитов 
оказывал пептид AED , а на продукцию провоспа- 
лительных цитокинов и Sirt-1 — полипептидный 
комплекс хрящевой ткани. Эти данные способству
ют пониманию молекулярных основ геро- и хондро- 
протекторного действия полипептидного комплекса 
хрящевой ткани и пептида AED , описанных ранее 
при лечении заболеваний опорно-двигательного 
аппарата, в частности дегенеративно-дистрофиче
ских заболеваний суставов и позвоночника у людей 
старших возрастных групп [2, 3].

Таким образом, SA SP  хондроцитов характе
ризуется повышением синтеза проапоптозных бел
ков p16, p21, p53, провоспалительных цитокинов 
T N F -a, IL-1a и снижением продукции гистоновой 
деацетилазы Sirt1. Пептид AED  снижает синтез 
проапоптозных факторов при старении хондро- 
цитов. Полипептидный комплекс хрящевой ткани 
уменьшает продукцию провоспалительных цито
кинов T N F -a, IL-1a и стимулирует синтез Sirt1, 
снижение экспрессии которого характерно для
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сенесцентных клеток. Эти молекулярные аспекты 
пептидной геропротекции могут лежать в основе 
хондропротекторных свойств полипептидного ком
плекса хрящевой ткани и пептида AED  и объяснять 
их эффективность при остеоартрите у людей пожи
лого возраста.
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PEPTIDES PREVENT THE FORMING OF SECRETORY PHENOTYPE 
OF CHONDROCYTES ASSOCIATED WITH THE AGING
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Secretory phenotype associated with the aging (SASP) of chondrocytes forms the conditions 
for the musculoskeletal system diseases development, in particular, osteoarthritis (OA). The search 
for effective methods for OA treating is an urgent task of molecular gerontology. The purpose of this 
work is to characterize the SASP of chondrocytes and to conduct a comparative assessment of the 
effect of AED peptide and the cartilage polypeptide complex (CPC). It was found that chondrocyte's 
SASP is characterized by an increase of the synthesis of p16, p21, p53 pro-apoptotic proteins, TNF-a,
IL-1a pro-inflammatory cytokines and a decrease of Sirt1synthesis. Peptides AED and CPC normal
ize the synthesis of molecules that form SASP of chondrocytes. This effect may explain their gero- 
protective effect and effectiveness in studies of various pathologies of the musculoskeletal system, 
including OA.
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