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Остеоартрит (ОА)  – хроническое дегенера-
тивное заболевание многофакторной этиологии, 
характеризующееся утратой или повреждением 
суставного хряща, а  также ремоделированием 
образующих сустав костей.  ОА вызывает боль 
в суставах, обычно усиливающуюся при нагрузке 
и физической активности. Симптомом ОА также 
является тугоподвижность после бездействия 
(Thomas et al., 2017). ОА является одним из 
наиболее часто диагностируемых заболеваний 
опорно-двигательного аппарата.

Это заболевание имеет сложный патогенез. 
Современные исследования указывают на 
многофакторный характер развития ОА.  При 
развитии заболевания происходят значитель-
ные изменения на всех уровнях организации, 
в том числе изменения молекулярных процессов 
в  хряще, сопровождающиеся нарушениями его 
структуры и  функциональных свойств,  а  так-
же регуляции синтеза компонентов хрящевого 
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матрикса хондроцитами. Этиопатогенез ОА 
может быть первичным (идиопатическим) 
или вторичным (с  влиянием наследственных 
факторов) (Mahajan et al., 2005).

ОA обычно поражает животных старшего 
и среднего возраста. Поскольку это заболевание 
обычно развивается с  возрастом, владельцы 
домашних животных часто путают изменения 
в  поведении своих животных с  нормальными 
возрастными изменениями (такими как 
снижение активности), тогда как на самом деле 
животное может страдать от довольно сильной 
артритной боли (Rychel, 2010).

ОА является наиболее распространенной 
причиной хромоты у  лошадей, примерно 60% 
случаев приходится на это заболевание (Go-
odrich 2006; Bertoni et al 2020). Развитие ОА 
связано с  множеством предрасполагающих 
фак торов, таких как возраст, острая травма 
и  (или) нерегулярная или повторяющаяся 
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пере грузка суставных структур.  Каждое из 
этих состояний может приводить к  прогрес-
сирующему износу хрящевых поверхностей, 
а  также ремоделированию мягких тканей 
и  субхондральной кости (Lories, Luyten, 2012).

Диагностика ОА в  первую очередь осно-
вывается на тщательном анамнезе и результатах 
рентгенологического обследования.  Сложность 
в  постановке диагноза заключается в  том, что 
у  многих животных заболевание протекает 
бессимптомно (Taruc-Uy, Lynch, 2013).

Современные стратегии лечения ОА 
в  основном направлены на устранение симп-
томов. Лечение ОА включает облегчение 
боли, уменьшение скованности, поддержание 
функциональных возможностей и  улучшение 
качества жизни (Bhattacharjee et al., 2022). Для 
терапии чаще всего применяют нестероидные 
противовоспалительные препараты, анальгети-
ки, а  также внутрисуставные препараты, такие 
как гиалуроновая кислота и стероиды (Weinstein 
et al., 2013). Часто применяют и  хирургические 
методы лечения (Revenaugh et al., 2005). Однако 
многие методы лечения имеют побочные 
эффекты (Li et al., 2019).

В настоящее время в медицине и ветеринарии 
практикуется использование клеточных методов 
терапии (Kriston-Pál et al., 2020). В  случае 
такой терапии используются стволовые клетки, 
включая мезенхимные стволовые клетки 
(МСК), эмбриональные стволовые клетки 
и  индуцированные плюрипотентные стволовые 
клетки (Atala, 2004). Однако клеточная тера-
пия имеет ряд ограничений. Исследования 
показали, что трансплантированные стволовые 
клетки в  пораженном суставе с  наличием 
внутри провоспалительных цитокинов могут 
усиливать воспалительную реакцию и  ускорять 
прогрессирование  заболевания (Lee et al., 
2010). Несмотря на то, что МСК из одной 
и  той же ткани характеризуются способностью 
подавлять воспаление, необходимо учитывать 
влияния и  изменения свойств, зависящие от 
партии и  донора  (Wang et al., 2013).  Причиной 
такой вариабильности является существование 
гетерогенности МСК, заключающейся в том, что 
разные субпопуляции могут демонстрировать 
разные профили генной экспрессии специ-
фичных факторов и  функциональные свойства 
(Phinney et al., 2005). 

Кроме того, в  настоящее время применяют 
микровезикулы (МВ), полученные из МСК. Их 
эффективность с  точки зрения восстановления 
хряща, транспорта микроРНК и  ряда других 
функций свидетельствует о  их регенеративном 
потенциале и  делает их перспективными 
бесклеточными терапевтическими агентами для 
лечения ОА (Wu et al., 2019).

Цель настоящей работы  – изучить потенци-
альную терапевтическую эффективность МВ, 
полученных из МСК для лечения ОА у лошадей.

МАТЕРИАЛ И  МЕТОДИКА

Выделение МСК лошади. МСК были полу-
чены из жировой ткани лошади. Забор жи-
ровой ткани осуществляли в  стерильных 
условиях ветеринарной клиники Казанского 
ипподрома. Далее работу проводили в  лабо-
раторных условиях. Взятые образцы очищали 
от соединительной ткани, промывали фос-
фатным буферным физиологическим раствором 
(PBS, “Панэко”, Россия) и измельчали вручную. 
Измельченную ткань инкубировали 1  ч в  шей-
кере-инкубаторе с 0.2%-ной коллаге назой краба 
(ООО “Биолот”, Россия). Далее клетки осаждали 
центрифугированием, супер натант сливали, 
осадок ресуспендировали в  физиологическом 
растворе. Клетки осаждали центрифугированием 
в течение 10 мин при 800 g. Отмытый осадок кле-
ток повторно суспендировали в  культуральной 
среде DMEM-Glutamax I (“Панэко”, Россия) 
с 10% сыворотки плодов коров (FВS; “Панэко”, 
Россия) и 1% смеси пенициллин–стрептомицин 
(“Панэко”, Россия), и высевали на культуральные 
флаконы. Через 24 ч  прикрепившиеся клетки 
отмывали физиологическим раствором и  полу-
ченную культуру клеток поддерживали в  рос-
товой среде (DMEM/F12 c 10% FBS, L-глута-
мином и антибиотиками) в увлажненной атмос-
фере при при 37 °С, 95% О2 и  5% CO2. Смену 
среды проводили через 3 сут.

Получение МВ из культуры МСК лошади. 
Использовали методику, опубликованную 
ранее (Zakirova et al., 2024). При достижении 
культурой клеток плотности монослоя 90%, от-
бирали питательную среду, дважды промывали 
культуру от остатков среды с  помощью 
PBS. Клетки открепляли от культурального 
пластика при помощи 0.25%-ного раствора 
трипсина–ЭДТА (“ПанЭко”, Россия), затем 



440 АЙМАЛЕТДИНОВ и др.

ЦИТОЛОГИЯ  том 66  № 5–6  2024

отмывали клетки PBS. Полученную суспензию 
инкубировали в  среде DMEM без сыворотки 
крови, содержащей 10  мкг/мл цитохалазина  B 
(Sigma-Aldrich, США) в течение 30 мин при 37 °С 
во влажной атмосфере, содержащей 5% CO2. 
Далее осуществляли серию последовательных 
центрифугирований, отбирая супернатант: 
10  мин при 100 g, 20 мин при 100  g и  25 мин 
при 1400 g. Осадок, содержащий МВ, отмы-
вали большим количеством PBS, центрифуги-
руя 25  мин при 1400 g и  использовали далее 
в  работе.

Выделение хондроцитов крысы. Использовали 
лабораторных белых беспородных крыс (Rаttus 
albus). Животных содержали в  виварии в  клет-
ках со свободным доступом к  воде и  корму. 
Для эксперимента отбирали самцов с  массой 
не более 250–300  г и  не старше 12 мес. Для 
выделения клеток хрящевую ткань брали из 
суставных поверхностей бедренной и  большой 
берцовой кости. Их удаляли хирургическим 
путем в  стерильных условиях. Сразу после 
удаления костные срезы переносили в  сте-
рильный контейнер, заполненный PBS. Да-
лее хрящевую ткань (ее осторожно удаляли 
с  поверхности костных разрезов с  помощью 
лезвия) переносили в чашку Петри, наполненную 
PBS для предотвращения высыхания ткани. 
После этого PBS осторожно удаляли пипеткой 
и  чашку Петри немедленно заполняли 10 мл 
раствора 0.25%-ного раствора трипсин–ЭДТА 
(“ПанЭко”, Россия). Свежеприготовленные ку-
сочки хряща инкубировали в  течение 3 ч  при 
37 °C и  5% CO2. После этого к  суспензии кле-
ток добавляли 20 мл модифицированной среды 
Игла (DMEM, “Панэко”, Россия). Суспензию 
переносили в  центрифужную пробирку на 
50  мл и  центрифугировали при 300 g в  течение 
10 мин. Супернатант осторожно сливали, а оса-
док клеток ресуспендировали в  20 мл DMEM 
и центрифугировали при 200 g в течение 5 мин. 
Супернатант снова осторожно отбрасывали, 
а  осадок клеток ресуспендировали в  10  мл 
DMEM, содержащей 100 МЕ/мл пенициллина, 
1 мг/мл стрептомицина, 2 мМ L-глутамина 
и  5% FBS. Клеточную суспензию переносили 
в  культуральный флакон Т-25 с  оставшимися 
после обработки 0.25%-ным раствором трипсин–
ЭДТА кусочками хрящевой ткани. Через 1 нед. 
культивирования наблюдали выползание клеток 
из фрагментов ткани. Среду для культивирования 

меняли каждые 3 сут. Клетки культивировали до 
образования монослоя при 37 °C и  5% CO2.

Проточная цитометрия выделенных клеток. 
Принадлежность клеток к  клеточному пу-
лу стволовых клеток оценивали иммуноцито-
химически, окрашивая их меченными анти-
телами против мембранных маркеров клеток 
мезен химного происхождения. Использовали 
антитела против CD44 (clone IM7; Bioleg-
end, США) и  CD90 (№ 1612630; Sony Biotech-
nology США). Для отрицательного контроля 
использовали антитела к CD34 (ICO115) (sc-7324; 
Santa Cruz, США) и CD45 (№ 202205; BioLegend, 
США). Окрашивание клеток проводили согласно 
инструкции фирмы-производителя. Результаты 
анализировали с  помощью проточного цито-
флюо риметра Guava EasyCyte 8HT (Millipore, 
США). Содержание клеток с маркером выражали 
в % от общего числа клеток в образце (не менее 
100 тыс. клеток на 1 аликвоту).

Для подтверждения биологической активности 
выделенных клеток проводили дифференцировку 
в трех направлениях (остеогенном, хондрогенном 
и  адипогенном) по методике, описанной ра-
нее (Закирова и  др. 2021). Далее клетки 
фиксировали и  результаты дифференцировки 
визуализировали с помощью инвертированного 
микроскопа AxioObserver Z1 (Carl Zeiss, Гер-
мания).

Выделенные хондроциты окрашивали ме-
ченными анти телами на наличие мембранных 
маркеров мезен химных стволовых клеток. Для 
этого использовали антитела к: CD90 (clone 5Е10; 
Biolegend, США), CD29 (№ 102218; BioLegend, 
США), CD44 (clone IM7; Biolegend, США), 
CD105 (№ 323218; BioLegend, США), STRO1 
(№ 340104; BioLegend, США) и специфическим 
для хрящевой ткани – аггррекану (PAB908Ra01; 
“БелкиАнтитела”, Россия) и  коллагену II 
(ab79013; Abcam, США). В качестве отрицатель-
ного контроля клетки окрашивали антителами 
к  CD34 (ICO115) (Santa Cruz, sc-7324, USA), 
CD117 (MAA121Ra21; “БелкиАнтитела”, Россия) 
и  CD45 (№ 202205; BioLegend, США) согласно 
инструкции фирмы-производителя. Результат 
выражали в % от общего числа клеток в образце 
(не менее 100 тыс. клеток на 1 аликвоту).

Оценка возможности слияния МВ из 
МСК лошади и  хондроцитов крысы. Для 
этого использовали мембранные витальные 
флюо ресцентные красители разных цветов. 
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Цитоплазматическую мембрану клеток лошади 
окрашивали DiO, а  крысы  – DiD (V22889 
и  V22889 соответственно; Life Technologies, 
США). Ядра хондроцитов окрашивали DAPI 
(Biotium, США).

Клеточную суспензию отмывали от пита-
тельной среды дважды PBS, ресуспендировали 
в среде без сыворотки из расчета 106 кл./мл, до-
бавляли краситель до конечной концентрации 
5  мкМ и  окрашивали клетки в  течение 
15  мин в  инкубаторе при 37 °С во влажной 
атмосфере, содержащей 5% CO2. После этого 
клетки промывали, добавляли краситель Dap-
pi и  окрашивали еще 15 мин. Далее клетки 
трижды промывали полной питательной 
средой. Хондроциты высевали на 96-луночный 
планшет в  концентрации 50 000 кл./лунка. 
В экспериментальные лунки планшета добавляли 
МВ, полученные из такого же количества 
лошадиных МСК, что и  хондроциты (соотно-
шение МВ и  хондроцитов 1:1). Перед и  после 
добавления МВ окрашенные хондроциты 
культивировали 24 ч  в  стандартных условиях. 
После этого клетки трижды отмывали PBS 
с  целью удаления не слившихся с  клетками 
МВ и  визуализировали с  помощью лазерной 
конфокальной микроскопии (микроскоп Zeiss 
LSM780; Carl Zeiss, Германия). Кроме того, 
клетки анализировали, используя проточную 
цитофлуориметрию, для чего клетки трижды 
отмывали PBS, снимали с  культурального 
планшета с  помощью 0.25%-ной смеси 
трипсина–ЭДТА (“ПанЭко”, Россия), отмывали 
PBS дважды. Анализ проводили на приборе 
Guava EasyCyte 8HT (Millipore, США).

Оценка влияния полученных МВ на мигра
цию хондроцитов. Миграция клеток является 
событием, ограничивающим скорость зажив-
ления при повреждении суставов. Следова-
тельно, изучение факторов, которые влия-
ют на хондроциты может помочь целевым 
методам лечения для улучшения при ОА. 
Миграцию оценивали методом царапины. Для 
этого в  24-луночные культуральные планшеты 
высевали хондроциты до конечной плотности 
100 000 на 1 лунку и культивировали в инкубаторе 
в  течение 24 ч. Затем в  12 лунок добавляли 
МВ, полученные из МСК лошади (соотноше-
ние МВ и  хондроцитов 1:1) и  культивировали 
еще 24 ч. Далее клетки отмывали от остатков 
МВ. Через 48  ч стерильным наконечником 

пипетки оставляли царапину шириной прибли-
зительно 0.4–0.5 мм во всех лунках планшета. 
Проводили смену ростовой среды для удале-
ния открепившихся клеток. С  помощью 
инвертированного микроскопа AxioVision 4.8 
(CarlZeiss, Германия) измеряли ширину царапин 
в  лунке. Измерение повторяли каждые 24 ч  до 
полного закрытия царапины монослоем.

Оценка влияния МВ на жизнеспособность 
хондроцитов крысы. Жизнеспособность опре-
деляли с  помощью реагента CellTiter 96® 
AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay 
(Promega, США) на планшетном анализаторе 
CERES 900HDi (Bio-TekInstruments Inc., США), 
основной фильтр – 490 нм, референс-фильтр – 
630 нм. Перед проведением теста хондроциты 
культивировали с  МВ в  течение 24 ч,  как опи-
сано выше. Эксперимент повторяли трижды.

Определение индекса пролиферации (ИП). 
В  лунку 24-луночного планшета засевали 
клетки по 100 000 на 1 лунку. Далее хондроциты 
культивировали в  течение 24 ч  с  МВ. Далее 
среду с  МВ удаляли, клетки отмывали в  PBS, 
добавляли свежую среду и  культивировали 
в  стандартных условиях 72 ч. Затем клетки 
снимали с  пластика, считали и  определяли 
ИП по отношению числа выросших клеток 
к  посеянным.

3Dмодель ОА и  оценка влияния МВ. Для 
исследования влияния МВ на хрящевую ткань 
при ОА использовали метод трехмерного (3D) 
моделирования (Wu et al., 2011; Aimaletdinov et 
al., 2023). Для создания модели ОА с  помощью 
технологии 3D-биопринтинга сначала готовили 
клеточный материал, который затем печатали 
с  помощью биопринтера. В  качестве клеточ-
ного материала использовали хондроциты. 
Для воспроизведения модели применяли 
провоспалительные цитокины интерлейкин-1β 
(IL-1β) и  фактор некроза опухоли α (TNF-α). 
Для проведения эксперимента клеточный 
материал хондроцитов делили на три группы. 
Первая группа  – позитивный контроль (ОА 
без МВ); к  клеткам этой группы добавляли 
среду DMEM/F12 (“Панэко”, Россия), со-
держащую 10 нг/мл IL-1β и  20 нг/мл TNF-α 
(RPA563Ra01 и  RPA133Ra01 соответственно; 
“БелекиАнтитела”, Россия). Вторая группа  – 
негативный конт роль, только хондроциты 
без добавления провоспалительных факторов. 
В  третьей группе (ОА с  МВ) клетки культи-
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вировали в  среде, содержащей 10 нг/мл IL-1β, 
20 нг/мл TNF-α, а также МВ (соотношение МВ 
и хондроцитов 1 : 1). Концентрация хондроцитов 
при биопечати составляла 107 кл./мл. Биопечать 
проводили на экструзионном принтере Cel-
link Inkredible (Швеция), для печати исполь-
зовали гидрогель GelMa (Cellink, Швеция). 
Биопечать проводили при давлении 28 кПа. 
Размер напечатанного образца составлял 1.0  × 
× 1.0 × 0.5 см. После печати образцы хрящевой 
ткани инкубировали 10 мин в физиологическом 
растворе (PBS; “Панэко”, Россия). Далее его 
помещали в  среду DMEM/F12 и  культивиро-
вали после биопечати 4 нед.

После окончания культивирования полу-
ченные образцы анализировали гистологически 
и для определения распределения клеток в трех-
мерных конструкциях образцы окрашивали 
гематоксилин–эозином. Для этого образцы 
в течение 1 ч фиксировали в 4%-ном формалине 
при комнатной температуре, затем окрашивали 
раствором гематоксилина–эозина (АО “Лен-
реактив”, Россия) при комнатной температу-
ре в  течение 30 мин. Иммуногистохимически 
определяли присутствие коллагена II типа. 
Для этого образцы после фиксации помещали 
в  0.1%-ный раствор тритона на 1 ч,  отмыва-
ли 3  раза физиологическим раствором (PBS, 
“Панэко”, Россия) и  окрашивали антителами 
к  кол лагену 2 (ab79013; Abcam, США) в  раз-
ведении, рекомендованном производителем. 
Присутствие протеогликана во внеклеточном 
матриксе определяли с  помощью окрашивания 
альциановым синим. Для этого клетки после 
фиксации в  4%-ном формалине отмывали 
и  окрашивали 30 мин в  растворе альцианового 
синего (1 г  сухого красителя в  100 мл 0.1  M 
соляной кислоте). После этого клетки отмыва-
ли в  физиологическом растворе (PBS, Панэко, 
Россия). Для визуализации клеток использовали 
инвертированный микроскоп AxioObserver Z1 
(Carl Zeiss, Германия).

Статистический анализ. Обработку резуль-
татов проводили методами первичного статис-
тического анализа, результаты которых пред-
ставлены в  виде среднего арифметического 
значения по выборке и его стандартного откло-
нения. Вторичную статистическую обработку 
данных проводили с  использованием непара-
метрического критерия Вилкоксона–Манна–

Уитни. Различия считали значимыми при  
Р  < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ данных проточной цитометрии по-
казал, что клетки, полученные из хрящевой 
ткани крысы, экспрессировали маркеры МСК 
CD29 (87%), CD44 (93%), CD90 (100%), CD105 
(96%), STRO-1 (60%), а  также специфиче-
ский маркер аггрекан (54%), коллаген I (20%) 
и  коллаген II (60%) (рис. 1). Таким образом, 
полученные клетки являются хондроцитами.

Клетки, полученные из жировой ткани ло-
шади, были отрицательными по маркерам 
CD34 (маркер гемопоэтических клеток) и СD45 
(лейкоцитарный антиген) и  положительными 
по маркерам СD44 (91%) и  СD90 (100%) (мар-
керы МСК) (рис. 2). Клетки, выделенные из 
жировой ткани лошади, дифференцировались 
в  адипо-, хондро- и  остеогенном направлениях 
при культивировании в  соответствующих диф-
ференцировочных средах (рис. 3). Таким обра-
з ом, полученные нами данные показывают, что 
клетки из жировой ткани лошади являются 
МСК.

Проведенные эксперименты показали, 
что МВ способны встраиваться в  мембраны 
клеток. Нами выявлено наличие вкраплений 
МВ, окрашенных флуоресцентным красителем 
DiO (Life Technologies, США), на поверхности 
хондроцитов крысы (рис. 4). Анализ с помощью 
проточной цитометрии показал, что количество 
хондроцитов с  наличием обоих красителей 
составлял 38.5%.

Исследование миграционной способности при 
помощи метода царапин выявило незначительное 
влияние МВ на миграцию хондроцитов. Значимые 
изменения наблюдали только через 36 ч  после 
совместного культивирования клеток с МВ. Ши-
рина царапины была меньше, чем в  контроле 
на 24%. А  через 48 ч  значимых различий между 
группой контрольной и  экспериментальной 
группой не наблюдали. Через 72 ч после нанесения 
царапины в обеих группах формировался полный 
монослой. Результаты измерений представлены 
в  табл. 1.

Тест, проведенный для оценки жизне-
способности клеток показал, что добавление 
МВ в  культуру первичных хондроцитов не 
влияло на жизнеспособность последних. При 
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Рис. 1. Гистограммы проточной цитометрии клеток, выделенных из хрящевой ткани крысы с  использовани-
ем специфических флуоресцентно-меченных антител, демонстрирующие количество клеток, несущих антигены 
CD34, CD45, CD117, STRO1, аггрекан, коллаген I, коллаген II, CD29, CD44, CD90. По горизонтали  – интен-
сивность флуоресценции, по вертикали  – число клеток. 
Темным цветом выделены гистограммы, соответствующие неокрашенным контрольным клеткам; светлым  – 
гистограммы, соответствующие окрашиванию специфическими АТ, меченными флуоресцентными метками.

Таблица 1. Изменение ширины царапины в течение 72 ч в культуре хондроцитов крысы в контроле и после 
взаимодействия с МВ 

Монослой
Ширина царапины, мкм

Контроль 24 ч 36 ч 48 ч 72 ч

Интактный 686.2 ± 9.1 505.1 ± 16.4* 571.6 ± 3 7.0* 483.9 ± 4.3* 0

После добавления МВ 669.8 ± 15.8 461.2 ± 17.1* 434.6 ± 20.2* 407.9 ± 35.2* 0

(*) – Различия контролем достоверны при P ≤ 0.05 (критерий Вилкоксона–Манна–Уитни).

исследовании влияния МВ на пролиферацию 
хондроцитов было показано, что МВ оказывают 
незначительное действие на этот показатель. 
Изменения по отношению к  контрольной 
группе (снижение индекса пролиферации на 
18%) наблюдали только через 24 ч после начала 
эксперимента. Результаты показаны в  табл. 2.

Для оценки эффективности МВ при помо-
щи биопринтера была воспроизведена 3D-мо-
дель остеоартрита. Результаты 3D-печати пред-
ставлены на рис. 5. На рисунке показано, что 
при световой микроскопии хондроциты после 
биопринтинга были равномерно распределены 
по всей поверхности и  толще напечатанной 
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Таблица 2. Результаты исследования влияния МВ из 
МСК лошади на индекс пролиферации хондроцитов 
крысы 

Условие
ИП после добавления МВ

24 ч 48 ч 72 ч

Контроль 1.65 ± 0.07 2.46 ± 0.03 3.38 ± 0.05

МВ 1.35 ± 0.04* 2.38 ± 0.03 3.4 ± 0.02

(*) – Различие с контролем достоверно при P ≤ 0.05 
(критерий Вилкоксона–Манна–Уитни).

Рис. 2. Гистограммы проточной цитометрии клеток, выделенных из жировой ткани лошади с  использовани-
ем специфических флуоресцентно-меченных антител, демонстрирующие количество клеток, несущих антигены 
CD34, CD45, CD44, CD90. 
Темным цветом выделены гистограммы, соответствующие неокрашенным контрольным клеткам; светлым  – 
гистограммы, соответствующие окрашиванию специфическими АТ, меченными флуоресцентными метками.

Рис. 3. Визуализация дифференцировки МСК ло-
шади в  остеогенном (окраска ализариновым крас-
ным), хондрогенном (окраска альциановым синим) 
и  адипогенном (окраска Nile Red) направлении.

модели. То есть напечатанная модель напоми-
нает хрящевую ткань.

Исследованиями установлено, что при 
3D-моде лировании ОА полученные из МСК 
лошади внеклеточные везикулы положительно 

влияли на хондроциты. Результаты показаны 
на рис. 6. Окрашивание гематоксилин-эо-
зином показало, что клеточность в  образцах 
негативного контроля (без добавления МВ 
и  провоспалительных факторов) и  в  опыт-
ных образцах (хондроциты + МВ + провос-
палительные факторы) была высокой, хонд-
роциты в  гидрогеле располагались рав но-
мерно. В  образцах позитивного контроля 
(хондроциты + провоспалительные факторы) 
количество клеток было заметно меньше. При 
окрашивании альциановым синим отмечали 
наиболее интенсивное окрашивание в образцах 
негативного контроля. В  экспериментальных 
образцах отмечали менее интенсивное 
окрашивание альциановым синим, в  образцах 
позитивного контроля окрашивание было 
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очаговым и  неравномерным, имелись значи-
тельные неокрашенные участки. При окра-
шивании на коллаген II типа наибольшую 
интенсивность отмечали в  экспериментальных 
образцах; свечение отмечали и  в  образцах 
негативного контроля; в  образцах позитивного 
контроля свечение было слабым и  очаговым.

ОБСУЖДЕНИЕ

Согласно современным исследованиям, 
МСК могут нивелировать деградацию хряща 
при ОА (Chen et al., 2006). В  настоящее 
время принята концепция влияния МСК на 
ткани организма посредством паракринных 
механизмов (Murray, Péault, 2015). В  ряде 
исследований показано, что существен-
ную роль в  репарации ОА при применении 
МСК играют  цитокины и  молекулы, кото-
рые они выделяют. Внеклеточные везикулы, 
продуцируемые стволовыми клетками, содержат 
мРНК,  микроРНК  и  другие биоактивные 
вещества (Zhuang et al., 2022; Тамбовский и др., 

2023). Однако многие исследователи отмечают, 
что МСК во время длительного культивирования 
теряют свой дифференцировочный потенциал 
и  подвергаются различным морфологическим 
изменениям, в  том числе и  злокачественной 
трансформации (Bonab et al., 2006; Røsland et 
al., 2009).

Новым подходом в  терапии стволовыми 
клетками является использование МВ, ко-
торыми можно заменить МСК. МВ, полу-
ченные из МСК, наследуют ценные характе-
ристики МСК, из которых были получены. 
В  отличие от клеток, МВ не вызывают острого 
иммунного отторжения, их можно производить 
в  больших количествах (La Greca et al., 2018). 
В настоящее время МВ используют для терапии 
как в медицине, так и в ветеринарной практике 
(Zakirova et al., 2022).

Рис. 4. Слияние МВ, полученных из МСК лошади, 
с  хондроцитами крысы. Цитоплазматическая мем-
брана МСК окрашена флуоресцентным красителем 
DiD, а  хондроциты крысы  – флуоресцентным DiO 
(оба от Life Technologies, США). Конфокальная 
микроскопия. 
а  – МВ, окрашенные DiO; б  – хондроциты, окра-
шенные DiD; в  – ядра хондроцитов, окрашенные 
Dapi; г  – совмещение.

Рис. 5. Напечатанная на биопринтере Cellink 
3D-модель хрящевой ткани. 
а  – Экструзионный принтер Cellink Inkredible 
(Швеция); б – процесс биопечати; в – образец хон-
дроцитов, напечатанный на биопринтере, световая 
микроскопия.
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В настоящей работе для моделирования 
ОА in vitro из хряща бедренной кости крысы 
были выделены хондроциты, экспрессиро-
вавшие аггрекан (54%), коллаген типов II 
(60%) и  I (20%), которые являются специ-
фичными маркерами этих клеток. Аггрекан  – 
высокомолекулярный протеогликан, который 
играет решающую роль в  структуре хряща. 
Он наделяет суставной хрящ способностью 
выдерживать нагрузки (Wu et al., 2018). 
Коллаген  – это наиболее распространенный 
белок внеклеточного матрикса, принадлежит 
к  семейству волокнистых белков, которые 
переносят нагрузку в  тканях и  обеспечивают 
высоко биосовместимую среду для клеток 
(Meyer, 2019). Для хрящевой ткани наибольшее 
значение имеет коллаген II, на долю которого 
приходится 95% коллагенов в  хрящевой ткани 
(Lumi et al., 2015). В  суставном хряще иногда 
можно обнаружить и  коллаген I типа. Его 
количество увеличивается, как правило, при 
длительной культивации хондроцитов (Wu et 
al., 2014). Выделенные нами из хрящевой ткани 
клетки имеют на своей поверхности маркеры 
МСК (рис. 1), по-видимому, по причине общего 
их предшественника (Kaufman, Tobias, 2003). 
Клетки, выделенные нами из жировой ткани 
лошади, являлись МСК, что подтверждают 
результаты цитометрии (рис. 2) и  дифферен-
цировки (рис. 3).

Совместное культивирование хондроцитов 
крысы с  МВ из МСК лошади не влияло на 
жизнеспособность и на миграционные свойства 
хондроцитов. Ранее нами на примере МВ 
из МСК лошади и  теноцитов крысы было 
показано их влияние на жизнеспособность и на 
миграционные свойства клеток. Также в  этой 
же работе показаны слияние мембран клеток 
и  МВ (Zakirova et al., 2024).

3D-моделирование ОА показало, что при 
индукции ОА везикулы, полученные из 
МСК, ока зывают положительное влияние на 
напечатанные хондроциты. Эффективность 
МВ оценивали при помощи различных методов 
окрашивания. Для оценки клеточности, а также 
их морфологического строения были исполь-
зованы гематоксилин и эозин. Для этих же 
целей этот метод применяли и  другие иссле-
дователи, которые доказали, что хондроциты 
в  напечатанном образце морфологически 
соответствовали клеткам хрящевой ткани 
(например, Galuzzi et al., 2018). В  качестве 
доказательства того, что клетки в  3D-образце 
являются хондроцитами, их окрашивали на 
коллаген II типа. Этот маркер специфичен 
для хондроцитов и  используется для оценки 
функциональности хондроцитов (Galuzzi et 
al., 2018). В  образцах с  моделированием ОА 
и  добавлением МВ хондроциты интенсивнее 
синтезировали коллаген II по сравнению 
с  груп пой позитивного контроля. Для оцен-
ки выработки гликозоаминогликанов часто 
проводят окрашивание напечатанных хондро-
цитов альциановым синим (Kesti et al., 2015). При 
окрашивании отмечали наиболее интенсивное 
окрашивание в образцах негативного контроля. 
В экспериментальных образцах отмечали менее 
интенсивное окрашивание альциановым синим, 
в  образцах позитивного контроля окрашивание 
было очаговым и неравномерным, что указывает 
на положительное действие МВ на хондроциты 
при моделировании ОА.

В совокупности проведенные эксперименты 
показали, что для лечения ОА и восстановления 
хряща можно использовать не только МСК, 
но и  полученные на их основе МВ. Предла-
гаемый метод терапии является более безопас-
ным аналогом клеточной терапии и  позволяет 
преодолеть в значительной степени ограничения 
современных методов клеточной терапии.

Рис. 6. Визуализация влияния МВ на 3D-модели 
ОА. Окрашивание показывает: альциановым си-
ним  – выработку гликозоаминогликанов, гематок-
силином и эозином  – клеточность напечатанных 
образцов, на наличие коллагена II – функциональ-
ность хондроцитов.
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Current treatment strategies for osteoarthritis primarily focus on symptom management. Currently, the use 
of cell therapy methods, including mesenchymal stem cells (MSCs), is practiced in medicine and veterinary 
medicine. Microvesicles (MVs) obtained from MSCs are also currently used for the purpose of regeneration. 
The purpose of this study was to investigate the potential effects of artificial MVs on rat chondrocytes. In 
vitro experiments showed that MVs obtained from MSCs had a positive effect on the viability and migration 
ability of the chondrocyte cell culture. In 3D modeling of OA in vitro, MVs neutralized the effect of 
pro-inflammatory factors IL-1b and TNF-α. Most likely, these effects were due to the direct penetration 
of MVs contents into chondrocytes, since The possibility of fusion of MVs membranes with chondrocyte 
membranes was experimentally demonstrated. Thus, we have shown the positive effect of MVs on an in 
vitro model of OA.

Keywords: mesenchymal stem cells, horse, chondrocytes, cartilage tissue, rat, microvesicles, osteoarthritis


