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Введение. Применение клеточных конструкций на основе плюрипотентных стволовых клеток человека (чПСК) связано с рядом трудностей, од-

ной из них является необходимость стандартизации методов культивирования хондроцитоподобных производных чПСК для получения хрящевой 

ткани, схожей с естественным гиалиновым хрящом. Гликозаминогликаны (ГАГ) — основа внеклеточного матрикса (ВКМ) хрящевой ткани, поэтому 

анализ качественного и количественного состава ГАГ хрящеподобных тканеинженерных конструкций является важным звеном для итоговой 

оценки их потенциальной терапевтической эффективности.

Цель. Определить состав ГАГ, синтезируемых in vitro хондроцитами различного генеза, с использованием иммуноферментного анализа (ИФА) 

и жидкостной хроматографии с тандемной масс-спектрометрией (ЖХ-МС/МС), а также оценить влияние 2D- и 3D-культивирования на их синтез.

Материалы и методы. В исследовании анализировали уровни ГАГ в 2D- и 3D-тканеинженерных конструкциях, полученных из хрящевой ткани 

5 доноров, хондроцитоподобных клеток, дифференцированных из 2-х линий чПСК. Клеточные сфероиды получали методом агрегации в микролу-

ночных планшетах и культивировали в мини-биореакторах. Анализ содержания ГАГ в образцах клеточных культур и сфероидов проведен с помо-

щью ИФА и ЖХ-МС/МС. Для оценки статистической значимости различий между образцами использовали тест Краскела — Уоллиса и тест Данна.

Результаты. В исследовании с помощью ИФА выявлены статистически значимые различия (p < 0,0021), подтверждающие более высокий уровень 

синтеза ГАГ в 3D-культурах нативных хондроцитов по сравнению с 2D-культурами (108,67 и 1099,87 нг/мл соответственно). Среднее число спек-

тров белка хондроитинсульфат-протеогликана 4, определенное с помощью ЖХ-МС/МС, также было выше в 3D-культурах, составив 41,75 спектра 

по сравнению с 2,24 спектра в образцах 2D-культур. Уровни аггрекана, бигликана и декорина между культурами не различались. 3D-культуры 

хондроцитоподобных клеток из чПСК не показали достоверных отличий в содержании ГАГ по сравнению с 2D, что указывает на необходимость 

оптимизации условий их дифференцировки.

Выводы. В нашем исследовании был определен состав ГАГ, синтезируемых in vitro хондроцитами различного генеза, с использованием ИФА 

и ЖХ-МС/МС, а также оценено влияние 2D- и 3D-культивирования на их синтез. Результаты показали, что 3D-среда культивирования созда-

ет условия, способствующие более полноценному формированию хондроцитарного ВКМ в образцах нативных хондроцитов. Однако, несмотря 

на это, полученные сфероиды хондроцитоподобных производных чПСК не достигают функциональной идентичности с естественной хрящевой 

тканью, даже после завершения протоколов дифференцировки и не представляют собой идеальные тканеинженерные конструкции для коррек-

ции дефектов хряща.

Ключевые слова: хондроциты; артрит; внеклеточный матрикс; гликозаминогликаны; чПСК; дифференцировка; ИФА; ЖХ-МС/МС

Для цитирования: Голубинская П.А., Ручко Е.С., Пикина А.С., Смирнов И.П., Владимирова Т.В., Гордеева В.Д., Арапиди Г.П., Еремеев А.В. Определе-
ние состава гликозаминогликанов, синтезируемых in vitro хондроцитами различного генеза. Медицина экстремальных ситуаций. 2025;27(1):97–106.  
https://doi.org/10.47183/mes.2025-27-1-97-106

Финансирование: исследование выполнено при поддержке Российского научного фонда (проект № 22-15-00250).

Соответствие принципам этики: все использованные клеточные линии человеческих плюрипотентных стволовых клеток были получены автора-
ми в ходе предыдущих исследований. Настоящее исследование одобрено локальным комитетом по этике ФНКЦ ФХМ им. Ю.М. Лопухина (протокол 
№ 2019/02 от 09.04.2019). Получение первичного биоматериала для создания клеточных линий чПСК и хондроцитов происходило в соответствии 
с принципами Хельсинкской декларации. Информированное согласие было получено от всех участников.

Благодарности: авторы выражают искреннюю благодарность сотрудникам Центра коллективного пользования ФНКЦ ФХМ им. Ю.М. Лопухина 
и лично руководителю этого центра кандидату биологических наук Н.П. Полиной за неоценимую помощь в проведении жидкостной хроматогра-
фии с тандемной масс-спектрометрией.

Потенциальный конфликт интересов: авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

  Ручко Евгений Сергеевич Ruchkoevgeny@yandex.ru

Статья поступила: 27.09.2024 После доработки: 05.02.2025 Принята к публикации: 21.02.2025

COMPOSITION ANALYSIS OF PROTEOGLYCANS SYNTHESIZED IN VITRO BY CHONDROCYTES OF 
VARIOUS ORIGINS 

Polina A. Golubinskaya, Evgeny S. Ruchko, Arina S. Pikina, Igor P. Smirnov, Tatiana V. Vladimirova, Veronika D. Gordeeva,  
Georgiy P. Arapidi, Artem V. Eremeev

Lopukhin Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine, Moscow, Russia

Introduction. The use of cellular constructs based on human pluripotent stem cells (hPSCs) is associated with a number of challenges, including the need to 

standardize methods for cultivating chondrocyte-like hPSCs derivatives to produce a cartilage tissue similar to natural hyaline cartilage. Glycosaminoglycans 

(GAGs) are the basis of the extracellular matrix (ECM) of cartilage tissue; therefore, a qualitative and quantitative analysis of the GAG composition of cartilage-

like tissue engineering structures is an important step in the final assessment of their potential therapeutic effectiveness.

Objective. To determine the composition of GAGs synthesized in vitro by chondrocytes of various origins using enzyme-linked immunoassay (ELISA) and 

liquid chromatography with tandem mass spectrometry (LC–MS/MS), as well as to evaluate the effect of 2D and 3D culturing on their synthesis.

Materials and methods. We analyzed the GAG levels in 2D and 3D tissue-engineered structures obtained from the cartilage tissue of five donors, chondro-

cyte-like cells differentiated from two hPSC lines. Cellular spheroids were obtained by aggregation in microlunar plates and cultured in mini-bioreactors. The 

analysis of the GAG content in cell culture samples and spheroids was carried out using ELISA and LC–MS/MS. The Kruskal–Wallis and Dunn tests were used 

to assess the statistical significance of the differences between the samples.
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Results. The ELISA study revealed statistically significant differences (p < 0.0021), confirming higher levels of GAGs synthesized in 3D cultures of native chon-

drocytes compared to 2D cultures (108.67 ng/mL and 1099.87 ng/mL, respectively). The average number of spectra of the chondroitin sulfate proteoglycan 4 

protein, determined using LC–MS/MS, was also higher in 3D cultures, amounting to 41.75 spectra compared to 2.24 spectra in 2D culture samples. The levels 

of aggrecan, biglican, and decorin did not differ between cultures. 3D cultures of chondrocyte-like cells from hPSC showed no significant differences in the 

content of GAG compared to 2D cultures, which indicates the need to optimize the conditions for their differentiation.

Conclusions. In our study, the composition of the GAGs synthesized in vitro by chondrocytes of various origins was determined using ELISA and LC–MS/MS. 

The the effect of 2D and 3D cultivation on their synthesis was evaluated. The results showed that 3D culture media create favorable conditions for a more 

complete formation of chondrocytic ECM in native chondrocyte samples. Despite this, the obtained spheroids of chondrocyte-like hPSCs derivatives fail to 

achieve functional identity with natural cartilage tissue, even after completion of differentiation protocols, thus not representing optimal tissue engineering 

structures for correcting cartilage defects.

Keywords: chondrocytes; arthritis; extracellular matrix; glycosaminoglycans; hPSCs; differentiation; ELISA; LC-MS/MS

For citation: Golubinskaya P.A., Ruchko E.S., Pikina A.S., Smirnov  I.P., Vladimirova T.V., Gordeeva V.D., Arapidi G.P., Eremeev A.V. Composition analysis of 
proteoglycans synthesized in vitro by chondrocytes of various origins. Extreme Medicine. 2025;27(1):97–106. https://doi.org/10.47183/mes.2025-27-1-97-106

Funding: the research was supported by Russian Science Foundation (project No. 22-15-00250).

Compliance with ethical principles: all used cell lines of human pluripotent stem cells were obtained by the authors in the course of previous studies. This 
study was approved by the local Ethics committee of the Lopukhin Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine (Protocol No. 2019/02 
of 09 Apr. 2019). The primary biomaterial for the creation of esc and chondrocyte cell lines was obtained in accordance with the principles of the Helsinki 
Declaration. Informed consent was obtained from all participants. 

Acknowledge: the authors would like to express their sincere gratitude to the staff of the The Collective Use Center of Genomics, Proteomics, Metabolomics 
and personally to the head of this center, Cand. Sci. (Biol.) Nadezhda F. Polina, — for invaluable assistance in conducting liquid chromatography with tandem 
mass spectrometry.

Potential conflict of interest: the authors declare no conflict of interest.

  Evgeny S. Ruchko Ruchkoevgeny@yandex.ru

Received: 27 Sept. 2024 Revised: 09 Feb. 2025 Accepted: 21 Feb. 2025 

ВВЕДЕНИЕ

Хронические заболевания суставов по-прежнему пред-
ставляют собой серьезную проблему для мирового 
здравоохранения. Эти заболевания несут значительное 
экономическое бремя вследствие распространенности 
и тяжести поражения опорно-двигательного аппарата. 
Расходы на лечение и связанная с ними инвалидность ло-
жатся тяжелым бременем как на пациентов, так и на си-
стемы здравоохранения. В 2019 году было зафиксиро-
вано около 528 млн человек в мире с остеоартритом, 
что на 113% больше, чем в 1990 году [1]. Клинический 
потенциал хондроцитов, полученных из хрящевой ткани 
пациентов, давно признан. Наиболее распространенным 
методом лечения дефицита хрящевой ткани и коррекции 
дефектов хряща является индуцированная матрицей 
имплантация аутологичных хондроцитов (MACI). Данный 
метод терапии был одобрен Управлением по контролю 
качества пищевых продуктов и лекарственных средств 
США (FDA) в 2016 году [2]. В этой методике используют-
ся аутологичные хондроциты, выделенные из биоптата 
хрящевой ткани пациентов, культивирование которых 
происходит на трехмерной матрице из коллагеновой 
мембраны [3]. Однако в некоторых случаях, например 
при длительном приеме кортикостероидов, нестероид-
ных противовоспалительных препаратов или химиоте-
рапии, получение достаточного количества клеточного 
материала для проведения MACI оказывается невозмож-
ным, что является основным ограничением данной мето-
дики. Плюрипотентные стволовые клетки человека, явля-
ясь неограниченным источником клеточного материала 
и исключая необходимость болезненного хирургическо-
го вмешательства, представляют собой следующий шаг 
в развитии клеточных технологий [4]. Однако нерешенны-
ми остаются такие проблемы, связанные с применением 

чПСК, как высокая стоимость их культивирования и диф-
ференцировки в хондроцитарном направлении, потенци-
альные риски иммунной реакции на хондроциты, полу-
ченные из чПСК, и риски туморогенности и онкогенности 
полученных из чПСК клеточных конструкций. Прогресс 
в решении данных проблем неразрывно связан с разра-
боткой новых протоколов дифференцировки, генетиче-
ского редактирования и культивирования как хондроци-
тов, полученных из чПСК, так и самих чПСК [4].

Основу хрящевой ткани составляют внеклеточный ма-
трикс и небольшое количество специализированных кле-
ток — хондроцитов, включенных в ВКМ. Состав и органи-
зация ВКМ определяют его биомеханические свойства. 
Функциональные свойства ВКМ близки к вязкоупругому 
гелю, состоящему из двух основных фаз: твердой фазы, 
включающей коллагеновые волокна, протеогликаны и не-
коллагеновые белки, и жидкой фазы, состоящей на 80% 
из воды и электролитов (Ca2+, K+, Na+, Cl-); основным про-
теогликаном в хряще является аггрекан.

Хондроциты механочувствительные клетки, и на их 
функциональную активность значительную роль оказы-
вает микроокружение [5]. Хондроциты располагаются 
в небольших полостях, называемых лакунами, окружен-
ных ВКМ. Эти структуры, известные как хондроны [6], 
образуют основные структурные, функциональные, мета-
болические единицы суставного хряща [7] и различаются 
по составу коллагеновых фибрилл и ГАГ. Зона хондронов 
имеет толщину 2–4 мкм и состоит в основном из проте-
огликанов и ГАГ (перлекан, декорин, бигликан, аггрекан 
и гиалуроновая кислота), а также коллагена VI типа [8].

Основным протеогликаном хрящевой ткани являет-
ся аггрекан, который взаимодействует с гиалуроновой 
кислотой и образует большие агрегаты, придающие хря-
щу амортизирующие свойства. Снижение содержания 
аггрекана и других протеогликанов в хряще связано 



Оригинальная статья | Регенеративная медицинаOriginal article | Regenerative Medicine

МЕДИЦИНА ЭКСТРЕМАЛЬНЫХ СИТУАЦИЙ | 2025, ТОМ 27, № 1 99

с развитием остеоартрита, что приводит к ухудшению 
механических свойств хряща и прогрессированию за-
болевания [9]. В то же время бигликан и декорин явля-
ются малыми лейцин-обогащенными протеогликана-
ми (SLRP), играющими ключевую роль в поддержании 
структуры и функции хрящевой ткани. Они участвуют 
в регуляции фибриллогенеза коллагена, взаимодействуя 
с его волокнами и влияя на организацию внеклеточного 
матрикса. Декорин, в частности, связывается с колла-
геном II типа, регулируя размер и форму коллагеновых 
фибрилл, что способствует поддержанию структурной 
целостности хряща. Бигликан также взаимодействует 
с коллагеном, но его функции более разнообразны: уча-
стие в минерализации кости и регуляции роста клеток 
[10]. Хондроитинсульфат-протеогликан 4 — мембранный 
протеогликан, участвующий в адгезии, миграции и меж-
клеточной сигнализации. Его роль в хрящевой ткани не-
достаточно изучена, но предполагается, что он влияет 
на взаимодействие хондроцитов с внеклеточным матрик-
сом, поддерживая структуру и функциональность хряща. 
Также хондроитинсульфат-протеогликан 4 может регули-
ровать рост и дифференцировку клеток, что делает его 
перспективной мишенью для терапии остеоартрита и ре-
генерации хрящевой ткани [11].

Ферментативно выделенные хондроциты могут проду-
цировать новый ВКМ в течение нескольких часов после 
культивирования in vitro, хотя дальнейшего образования 
ВКМ вокруг клетки не происходит [12]. Считается, что пол-
ное созревание ВКМ занимает 2–3 недели. При этом ис-
следования показали, что для полного созревания ВКМ 
и формирования хондронов необходимы определенные 
условия: микроокружение и физические факторы, та-
кие как гравитационные и гидродинамические эффекты 
[13], поддержание которых возможно в 3D-структурах 
[14]. Сфероидные клеточные культуры, в частности, 
способствуют лучшей выживаемости и функциональ-
ной активности клеток по сравнению с традиционными 
2D-культурами хондроцитов. Эти преимущества объяс-
няются способностью 3D-структур к лучшей имитации 
естественной микросреды, а также влиянием химиче-
ских и физических факторов [15]. Напротив, в условиях 
2D-культуры хондроциты теряют свой фенотип, демон-
стрируют повышенное производство коллагена I типа 
(ассоциированного с волокнистым хрящом) и понижен-
ный уровень коллагена II типа (ассоциированного с гиа-
линовым хрящом), а также снижают уровень ГАГ. Следует 
отметить, что данный феномен дифференцировки еще 
не был полностью изучен в хондроцитах, полученных 
из чПСК.

Состав и уровень содержания ГАГ являются крити-
ческими характеристиками, описывающими сформиро-
ванный хондрон. Поэтому при разработке хрящеподоб-
ных тканеинженерных конструкций для регенеративной 
медицины определение уровня содержания и состава 
ГАГ необходимо для оценки эффективности и функцио-
нальной активности полученного хрящевого имплантата 
[16]. Кроме того, на содержание, свойства и состав ВКМ 
влияет состояние хондроцитов и их микроокружение. 
Хондроциты, полученные из поврежденных тканей, таких 
как пораженный остеоартрозом хрящ, синтезируют ге-
парансульфат с повышенной сульфатацией, что связано 
с повышенной активностью катаболических ферментов, 
таких как матриксные металлопептидазы (MMP3, MMP13), 
и снижением экспрессии ключевых хондроцитарных ге-
нов, таких как коллаген II типа альфа 1 цепи (COL2A1), 

аггрекан (ACAN) и SRY-box транскрипционный фактор 9 
(SOX9) [8].

В исследовании G. Lee, R. Loeser [12] было показано, 
что хондроциты из поверхностной и средней/глубокой 
зон хряща, выделенные методом зональной абразии, 
и при культивировании в течение четырех недель демон-
стрировали значительные различия в содержании ГАГ. 
Авторами J. Hu, K. Athanasiou установлено, что хондро-
циты из средней/глубокой зоны вырабатывали на 250% 
больше ГАГ и коллагена в пересчете на сухой вес по срав-
нению с хондроцитами из поверхностной зоны [17]. Кроме 
того, хондроциты средней/глубокой зоны способны обра-
зовывать агрегаты и хрящеподобные структуры, что бла-
гоприятно для создания тканеинженерных конструкций. 
В другом исследовании J. Bekkers et al. [18] было обнару-
жено расхождение в синтетической активности хондро-
цитов, выделенных из нагруженных и ненагруженных зон 
хряща, хотя эти различия уменьшались при прохождении 
клетками нескольких процедур пассирования.

Существующие подходы получения хрящеподобных 
клеточных конструкций из чПСК являются несовер-
шенными, так как часто характеризуются низкой вос-
производимостью, вариабельностью эффективности 
дифференцировки клеток, недостаточной механической 
прочностью образованных тканей и сложностью масшта-
бирования. ГАГ являются одним из главных компонен-
тов ВКМ хрящевой ткани, поэтому анализ качественно-
го и количественного состава ГАГ  —  один из основных 
этапов оценки потенциальной терапевтической эффек-
тивности хрящеподобных клеточных конструкций [19]. 
В то же время условия культивирования, непосредствен-
но влияющие на уровень содержания ГАГ, представляют 
собой ключевой аспект существующих методик создания 
подобных клеточных конструкций, который можно моди-
фицировать для получения образцов тканей, наиболее 
близких по характеристикам к гиалиновому хрящу.

Цель исследования  —  определить состав ГАГ, син-
тезируемых in vitro хондроцитами различного гене-
за, с использованием иммуноферментного анализа 
(ИФА) и жидкостной хроматографии с тандемной масс-
спектрометрией (ЖХ-МС/МС), а также оценить влияние 
2D- и 3D-культивирования на их синтез.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Распределение образцов по экспериментальным 
группам

Образцы исследуемых клеточных культур были распре-
делены на группы (табл. 1) по критерию происхождения 
клеток и типа их культивирования:

1)  группа 2D-культур нативных хондроцитов включала 
образцы, полученные от пациентов с гонартрозом и не-
вралгией мениска;

2)  группа 3D-культур нативных хондроцитов также 
была представлена образцами от пациентов с аналогич-
ными диагнозами, но выращенными в трехмерных усло-
виях культивирования;

3)  группа 2D-культур хондроцитов, дифференциро-
ванных из чПСК, включала образцы, полученные из кле-
точных линий чПСК IPSRG4SAb2m c55/1 и IPSRG4S;

4)  группа 3D-культур хондроцитов, дифференциро-
ванных из чПСК, аналогично содержала образцы, полу-
ченные из тех же клеточных линий, но в условиях трех-
мерного культивирования;
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5)  контрольная группа чПСК состояла из клеточных 
линий IPSRG4S и IPSRG4SAb2m c55/1, не подвергавших-
ся дифференцировке в хондроциты.

Подобный подход к разделению образцов позволил 
провести сравнительный анализ влияния различных ус-
ловий культивирования и происхождения клеток на их 
характеристики.

Получение первичной культуры хондроцитов 
из донорского материала и культивирование 
хондроцитов

Хондроциты выделяли из биоптатов хрящевой ткани па-
циентов, давших информированное согласие. Перед из-
мельчением хрящ переносили в пробирку объемом 15 мл 
с помощью серологической пипетки и однократно про-
мывали модифицированной средой «Игла Дульбекко» 
(DMEM) (Thermo Fisher Scientific, США), дополненной двой-
ным количеством пенициллина/стрептомицина (200 Ед/мл,  
«ПанЭко», Россия). Затем хрящ помещали в стерильную 
60 мм чашку Петри и измельчали стерильными ножница-
ми и скальпелем в присутствии 4 мл среды DMEM, в ко-
торую также добавляли двойное количество антибиотика. 
Измельченный хрящ промывали в 15  мл той же среды. 
Затем кусочки хряща инкубировали в течение 40  мин 
в пробирке объемом 15  мл на лабораторном орбиталь-
ном шейкере (качалке) (Infors HS Celltron, Швейцария) 
при 37  °C с 5% CO

2
, используя 10  мл среды DMEM, до-

полненной двойным количеством антибиотика, а также 
10 мг коллагеназы типа IV (Worthington Biochemical, США) 
и 10 мг коллагеназы типа I (Worthington Biochemical, США). 
После инкубации кусочки хряща центрифугировали в те-
чение 5 мин при 200 g на центрифуге (Eppendorf Сentrifuge 
5804R, Германия). Надосадочную жидкость аккуратно уда-
ляли, а кусочки хряща ресуспендировали в среде DMEM 
и повторяли промывку еще 2 раза. После этого к хрящу 
добавляли 10  мл среды Игла в модификации Дульбекко 
с добавлением питательной смеси F-12 в соотношении 1:1 
(DMEM/F12) (Thermo Fisher Scientific, США), дополненной 
20% фетальной бычьей сывороткой (FBS) (HyMedia, Индия), 
2 мМ Glutamax (Thermo Fisher Scientific, США) и 100 Ед/мл 
пенициллина/стрептомицина («ПанЭко», Россия). Затем 

кусочки переносили в культуральный флакон T-25 см2, 
предварительно обработанный 0,01% раствором желатина 
типа B («ПанЭко», Россия). Кусочки хряща культивировали 
при 37 °C с 5% CO

2
. Культуру пассировали до достижения 

монослоя клеток 70% конфлюэнтной плотности; замену 
культуральной среды производили каждые пять дней.

Культивирование человеческих плюрипотентных 
стволовых клеток

Линия индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток человека IPSRG4S была получена в ходе вы-
полнения совместной работы лаборатории клеточной 
биологии ФНКЦ ФХМ им. Ю.М. Лопухина и лаборатории 
стволовых клеток группы молекулярных исследований 
мозга Института А.И. Виртанена, Университет Восточной 
Финляндии, Куопио, Финляндия [20]. В дальней-
шем в лаборатории клеточной биологии ФНКЦ ФХМ 
им. Ю.М. Лопухина на основе линии чПСК IPSRG4S была 
получена линия клеток чПСК IPSRG4SΔb2m cl55/1, в кото-
рой с помощью геномного редактирования CRISPR/Cas9 
был инактивирован ген бета-2-микроглобулина. чПСК 
культивировали в шестилуночных планшетах, предвари-
тельно покрытых матригелем (BD, CША), на питательной 
среде, состоящей из mTeSR-1 (STEMCELL Technology, 
Канада) и Hybris 8 («Панэко», Россия) в соотношении 1:3.

Дифференцировка человеческих чПСК 
в хондроцитарном направлении

Чтобы вызвать дифференцировку, чПСК культивировали 
в среде DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific, США), допол-
ненной 10% FBS (HyMedia, Индия), 2 мМ Glutamax (Thermo 
Fisher Scientific, США), 100 Ед/мл пенициллина/стрептоми-
цина («ПанЭко», Россия), 10  мкМ ингибитора гликогенсин-
тазы киназы-3 CHIR99021 (Miltenyi Biotec, Германия) и 10 нМ 
ретиноевой кислоты (Miltenyi Biotec, Германия). Клетки инку-
бировали в течение двух дней в CO

2
-инкубаторе при 37 °C 

с 5% CO
2
. После этого среда была заменена на среду 

DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific, США), дополненную 
10% FBS (HyMedia, Индия), 2  мМ Glutamax (Thermo Fisher 
Scientific, США), 100  Ед/мл пенициллина/стрептомицина  

Таблица 1. Распределение образцов по группам для анализа содержания гликозаминогликанов с помощью ИФА и анализа протеогликанов с помощью 
ЖХ-МС/МС 

ИФА ЖХ-МС/МС

Группа образцов
Число 

образцов
Характеристика 

клеточных культур
Группа образцов

Число 
образцов

Характеристика 
клеточных культур

2D-культуры нативных 
хондроцитов 

5
Гонартроз — 4

Невралгия мениска — 1
2D-культуры нативных 
хондроцитов 

5
Гонартроз — 4

Невралгия мениска — 1

3D-культуры нативных 
хондроцитов

2
Гонартроз — 1

Невралгия мениска –1
3D-культуры нативных 
хондроцитов

5
Гонартроз — 4

Невралгия мениска — 1

2D-культуры хондроцитов, 
дифференцированных 
из чПСК 

2

Клеточная линия чПСК 
IPSRG4SΔb2m cl55/1

Клеточная линия чПСК 
IPSRG4S

2D-культуры хондроцитов, 
дифференцированных 
из чПСК 

2

Клеточная линия чПСК 
4SΔb2m cl55/1

Клеточная линия чПСК 
IPSRG4S

3D-культуры хондроцитов, 
дифференцированных 
из чПСК

2

Клеточная линия чПСК 
IPSRG4SΔb2m cl55/1

Клеточная линия чПСК 
IPSRG4S

3D-культуры хондроцитов, 
дифференцированных 
из чПСК

2

Клеточная линия чПСК 
IPSRG4SΔb2m cl55/1

Клеточная линия чПСК 
IPSRG4S

Контрольная группа чПСК 2

Клеточная линия чПСК 
IPSRG4S

Клеточная линия чПСК 
IPSRG4SΔb2m cl55/1

Контрольная группа чПСК 1
Клеточная линия чПСК 

IPSRG4S

Таблица составлена авторами по собственным данным
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(«ПанЭко», Россия), 10  нг/мл трансформирующего факто-
ра роста β (TGF-β) (Miltenyi Biotec, Германия), 10 нг/мл кост-
ного морфогенетического белка-2 (BMP-2) (Miltenyi Biotec, 
Германия), 2% B27 (Thermo Fisher Scientific, США), 10 мкМ 
аскорбиновой кислоты (Sigma-Aldrich, США) и 1% раствора 
инсулин-трансферрин-селенита («ПанЭко», Россия). Клетки 
культивировали в течение двух недель в тех же условиях 
CO

2
-инкубатора. После дифференцировки хондроцито-

подобные производные культивировали в среде DMEM/
F12 (Thermo Fisher Scientific, США), дополненной 10% FBS 
(HyMedia, Индия), 2  мМ Glutamax (Thermo Fisher Scientific, 
США), 100  Ед/мл пенициллина/стрептомицина («ПанЭко», 
Россия), 10 нг/мл TGF-β (Miltenyi Biotec, Германия) и 10 нг/мл 
BMP-2 (Miltenyi Biotec, Германия).

Приготовление культуры сфероидов

Для формирования сфероидов брали хондроциты, ко-
торые были на 2-м пассаже после выделения клеточной 
культуры из хрящевой ткани, а хондроцитоподобные про-
изводные чПСК сворачивали в сфероиды на 2-м пассаже 
после начала протокола дифференцировки чПСК. К нача-
лу хондроцитарной дифференцировки чПСК клеточная ли-
ния IPSRG4S находилась на 34-м пассаже, а клетки линии 
IPSRG4SΔb2m — на 41-м пассаже. Хондроцитоподобные 
производные снимали с шестилуночных планшетов с по-
мощью 0,05% раствора трипсина (Thermo Fisher Scientific, 
США), а хондроциты снимали с культуральных флаконов 
T-75  см2 с помощью 0,25% раствора трипсина (Thermo 
Fisher Scientific, США). Клетки отмывали от трипсина с по-
мощью среды DMEM (Thermo Fisher Scientific, США), до-
полненной 10% FBS (HyMedia, Индия), и центрифугирова-
ли в течение 5 мин при 200 g. Затем клетки переносили 
в планшет AggreWell800™ (STEMCELL Technology, Канада) 
в плотности от 900 000 до 3 млн клеток на лунку и куль-
тивировали в среде DMEM/F12 (Thermo Fisher Scientific, 
США), дополненной 10% FBS (HyMedia, Индия) и 10 мкМ 
ингибитором Rho киназы Y27632 (Miltenyi Biotec, Германия), 
внося 2 мл полной среды на лунку.

Клетки культивировали на планшете AggreWell800™ 
от 12  до 24  ч. После периода инкубации сфероиды со-
бирали из лунок с помощью серологической пипетки 
объемом 5 мл и переносили в пробирку объемом 15 мл. 
Давали им осесть на дно пробирки в течение 2–3  мин, 
после чего надосадочную жидкость отбрасывали. Затем 
сфероиды помещали в свежеразмороженный неразбав-
ленный матригель (BD, США). Через 30  мин сфероиды 
отмывали путем пассивного отстаивания в пробирке объ-
емом 15  мл или осторожного центрифугирования в те-
чение одной мин при 300 об/мин. После этого сфероиды 
переносили в самодельные мини-биореакторы, которые 
являлись низкоадгезионными чашками Петри с каплей 
клея в центре. Подробный протокол создания мини-
биореакторов описан в предыдущем исследовании [21]. 
Мини-биореакторы помещали на орбитальный шейкер 
в CO

2
-инкубатор. Скорость вращения была установлена 

на 70–75 об/мин. Через 24 ч среду заменяли. После этого 
среду меняли еженедельно. После переноса в биореакто-
ры сфероиды культивировали в течение 2 недель.

Количественная полимеразная цепная реакция (кПЦР)

Для оценки экспрессии хондроцитарных маркеров прово-
дили количественную полимеразную цепную реакцию с об-
ратной транскрипцией по описанному ранее протоколу [22].

Для лизиса клеток в монослойных культурах и сфе-
роидах использовали RLT-буфер (QIAGEN, Германия), до-
полненный 10 мкл/мл β-меркаптоэтанола. Сфероиды (по 
3–5 штук, в зависимости от размера) и монослойные кле-
точные культуры пипетировали в 600 мкл RLT для лизиро-
вания. Для выделения РНК использовали набор RNeasy 
Plus Mini Kit (QIAGEN, Германия), а для очистки от геном-
ной ДНК — раствор ДНКзы («СибЭнзим», Россия). Синтез 
первой нити кДНК проводили с использованием набора 
MMLV RT kit (Evrogen, Россия) по протоколу производите-
ля. Для проведения кПЦР готовили реакционную смесь: 
5  мкл 5× qPCRmix-HS SYBR (Evrogen, Россия), 0,8  мкл 
10 мкМ смеси праймеров, 18,2 мкл воды, затем добавля-
ли 1 мкл матрицы кДНК в лунки 96-луночного планшета 
(SSIbio, США). Амплификацию осуществляли на термоци-
клере CFX96 (Bio-Rad, США) при 39 циклах. В качестве 
отрицательного контроля использовали кДНК образцов 
ИПСК для оценки специфичности реакции. Анализ ре-
зультатов проводили в программе Microsoft Excel с ис-
пользованием метода ΔΔCt.

Измерение содержания гликозаминогликанов 
с помощью ИФА

Содержание ГАГ в образцах 2D- и 3D-культуры хондро-
цитов определяли с помощью набора Human GAG ELISA 
Kit (FineTest, Китай). Во время культивирования хондро-
цитов для анализа отбирали аликвоты среды. Образцы 
хранили при температуре –80 °C. Каждый анализ био-
логического образца состоял из двух технических по-
второв. Оптическая плотность измерялась при длине 
волны 450  нм с помощью ридера Tecan Infinity 200Pro. 
Стандартная кривая была сформирована в програм-
ме Curve Expert Basic путем построения графика зави-
симости оптической плотности при λ = 450 нм каждого 
стандартного раствора от его соответствующей концен-
трации. Целевая концентрация образцов интерполирова-
лась из этой стандартной кривой.

Для проведения ИФА образцов 2D-культуры клеток 
брали от 200 000 до 500 000 клеток хондроцитов, хондро-
цитоподобных производных чПСК и 1,5 млн клеток чПСК. 
Для проведения ИФА образцов 3D-культур клеток бра-
ли 700  000 клеток сфероидов хондроцитов, от 375  000 
до 1 млн клеток сфероидов хондроцитоподобных произво-
дных чПСК и 1 млн клеток сфероидов чПСК. Для обработки 
данных значения, полученные для каждого образца, были 
нормализованы в зависимости от объема среды, в которой 
культивировались хондроциты, и количества клеток.

Сбор образцов для ЖХ-МС/МС

Хондроциты и хондроцитоподобные производные 
из чПСК использовали для создания хондроци-
тарных мультислоев (2D-хрящеподобных структур) 
и 3D-сфероидов с помощью микролуночных планшетов 
AggreWell 800™ (STEMCELL Technology, Канада). Кроме 
того, 2D- и 3D-хрящеподобные структуры были получены 
из первичных культур хондроцитов, выделенных из до-
норских биологических материалов пациентов. Образцы 
клеточных культур и 3D-структур подвергали трипсино-
лизу, проводили жидкостную хроматографию с исполь-
зованием системы Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher 
Scientific, США), а затем масс-спектрометрический ана-
лиз с использованием системы Orbitrap Q Exactive HF-X 
(Thermo Fisher Scientific, США).
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Для проведения ЖХ-МС/МС брали по 1  млн клеток 
для анализа 2D-культур и по 10 сфероидов при анали-
зе 3D-клеточных культур. Перед анализом монослойные 
культуры предварительно трижды промывали фосфат-
ным буфером для удаления культуральной среды, затем 
отделяли от культуральной посуды с помощью раство-
ра Версена. После промывки центрифугированием на-
досадочную жидкость удаляли, а клетки замораживали 
при –70 °C до анализа. 3D-структуры аналогичным об-
разом промывали фосфатным буфером три раза путем 
пассивной седиментации. Затем осадок подвергался по-
следней процедуре промывки перед замораживанием. 
После седиментации осадок переносили для анализа 
белкового состава методом ЖХ-МС/МС.

Анализ состава ГАГ с помощью ЖХ-МС/МС

Для разрушения клеточных структур и выделения белков 
в образцы добавляли 10% раствор дезоксихолата на-
трия, доводя его до финальной концентрации 1%. Затем 
вносили смесь нуклеаз для деградации нуклеиновых 
кислот и инкубировали при 4 °C в течение 30 мин. Далее 
для восстановления и алкилирования дисульфидных свя-
зей к раствору добавляли трис(2-карбоксиэтил)фосфин 
(5 мМ) и хлорацетамид (30 мМ), после чего инкубировали 
при 80 °C на протяжении 10 мин. Белки осаждали мета-
нол-хлороформом, полученные осадки ресуспендирова-
ли в 100 мкл буфера Tris-HCl (50 мМ, pH 8,5), после этого 
определяли концентрацию белков с помощью BCA Assay 
Kit (Thermo Fisher Scientific, США). Ферментативное рас-
щепление белков проводили трипсином (Trypsin Gold, 
Mass Spectrometry Grade, Promega, США) в соотноше-
нии трипсин:белок 1:50 (% w/w), выдерживая образ-
цы при 37  °C в течение 16  ч. Прекращение протеолиза 
осуществляли добавлением трифторуксусной кислоты 
до концентрации 1%. Затем пептиды высушивали с по-
мощью вакуумного концентрирования (SpeedVac, Thermo 
Fisher Scientific, США) и растворяли в 20 мкл раствора, 
содержащего 3% ацетонитрила и 0,1% трифторуксус-
ной кислоты в воде сверхвысокой очистки (mQ). Вслед 
за этим определяли концентрацию пептидов, используя 
колоритмический метод определения концентрации бел-
ка с помощью бицинхониновой кислоты (BCA-анализ).

Для жидкостной хроматографии использовали систе-
му нано-ЖХ Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, 
Waltham, США) с колонкой PicoTips C-18 (длина 10  см, 
внутренний диаметр 75 мкм, New Objective, США), за-
полненную сорбентом Kinetex C18 (2,4 мкм, Phenomenex, 
Torrence, США). Поток устанавливали на уровне 
300 нл/мин при 60 °C. Буфер А состоял из 0,1% муравьи-
ной кислоты в воде класса LC/MS, а буфер В — из 80% 
ацетонитрила, 0,1% муравьиной кислоты в воде класса 
LC/MS. Разделение проводили в градиентном режиме, 
увеличивая концентрацию буфера B от 3 до 40% в те-
чение 120  мин. Масс-спектрометрический анализ про-
изводили на приборе Orbitrap Q Exactive HF-X (Thermo 
Fisher Scientific, США) с нанораспылительным источником 
(напряжение +2,2 кВ, температура капилляра 300  °C). 
Сканирование MS1 осуществляли в диапазоне 350–
1500 m/z (разрешение 60 000, AGC 3e6, время инжекции 
45 мс). Для фрагментации использовали HCD с энергией 
30 эВ. Сканирование MS2 выполняли в диапазоне 200–
2000 m/z (разрешение 30 000, AGC 2e5, время инжекции 
50 мс). Применяли стратегию dd-MS2 с выбором 12 наи-
более интенсивных ионов (Top12).

Анализ данных ЖХ-МС/МС

Необработанные данные ЖХ-МС/МС, полученные 
на масс-спектрометре Orbitrap, были преобразованы 
в данные формата mgf с помощью программы MSConvert 
со следующими параметрами командной строки: «--mgf 
--filterpeakPicking true». Для комплексной идентифи-
кации белков полученные результаты обрабатывали 
с помощью MASCOT и X!  Tandem. Показатели тандем-
ной масс-спектрометрии анализировали по базе данных 
белковых последовательностей UniProt Knowledgebase 
(таксон человека) с использованием алгоритма ALANINE 
с допустимой ошибкой 20 ppm для определения мас-
сы предшественника и 50  ppm для определения массы 
фрагмента. Параметры поиска были заданы следующим 
образом: гидролиз белка трипсином с одним возможным 
пропущенным сайтом расщепления, постоянная кар-
бамидометилирующая модификация (C) и переменная 
окислительная модификация (M). Для сравнения резуль-
татов идентификации, полученных с помощью MASCOT 
и X! Tandem, и составления окончательного списка иден-
тифицированных белков результаты обоих алгоритмов 
идентификации были проанализированы в программе 
Scaffold  5. Этот алгоритм оценивал локальную частоту 
ложноположительных идентификаций с использованием 
стандартной группировки белков в рамках всего экспе-
римента. Для оценки погрешности идентификации пеп-
тидов и белков был выбран пороговый уровень ложной 
идентификации менее 5%. Дифференциальную экспрес-
сию генов идентифицировали с помощью пакета языка 
программирования R limma.

Статистический анализ

Статистический анализ данных кПЦР, ИФА, ЖХ-МС/МС 
выполняли с помощью программы Biorender. Для оценки 
различий между группами использовали непараметри-
ческий тест Краскела — Уоллиса, который применяется 
для независимых выборок, данные в которых не имели 
нормального распределения. В случае выявления ста-
тистически значимого различия (p < 0,05) дополнитель-
но проводили тест множественных сравнений Данна 
для парных сравнений между группами, что позволило 
скорректировать вероятность ложноположительных ре-
зультатов. Статистически достоверными считали разли-
чия при p < 0,05, при этом для обозначения уровней зна-
чимости использовали следующие символы: * (p < 0,05),  
△ (p < 0,01), ○ (p < 0,001). Для анализа данных кПЦР исполь-
зовали t-тест Уэлча, учитывающий различия в стандарт-
ных отклонениях между двумя группами независимых 
выборок. Различия считали достоверными при уровне 
статистической значимости p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Анализ экспрессии хондроцитарных генов

Метод кПЦР был использован для подтверждения иден-
тичности клеточных культур хондроцитов и хондроцитов, 
полученных из чПСК, путем анализа экспрессии ключе-
вых молекулярных маркеров, характерных для зрелых 
клеток хрящевой ткани.

Результаты кПЦР подтвердили, что клеточные куль-
туры нативных хондроцитов проявляют высокую экс-
прессию специфических маркеров, таких как аггрекан 
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(ACAN), коллаген II типа (COL2A1) и транскрипционный 
фактор SOX9, который является ключевым регулятором 
хондрогенеза (рис.  1). На графике представлены значе-
ния относительной экспрессии ключевых хондроцитар-
ных генов в клеточных культурах нативных хондроцитов 
и хондроцитов, полученных из чПСК. Для нормализа-
ции уровней экспрессии использован референсный ген 
YWHAZ. Столбцы на графике отражают средние значе-
ния относительной нормализованной экспрессии ге-
нов (ΔΔCt) с указанием стандартного отклонения (SD). 
Достоверных различий, проанализированных с помощью 
t-теста Уэлча, между образцами нативных хондроцитов 
и хондроцитоподобных производных чПСК обнаружено 
не было. Высокий уровень экспрессии хондроцитарных 
генов указывает на функциональную зрелость клеточных 
культур нативных хондроцитов. Хондроциты, полученные 
из чПСК, также показали выраженную экспрессию дан-
ных маркеров, что свидетельствует о высокой степени их 
дифференцировки в хрящевые клетки, аналогичные на-
тивным хондроцитам.

Количественное определение ГАГ в хондроцитах 
различного происхождения с помощью ИФА

Количественный анализ ГАГ с помощью ИФА вы-
явил, что содержание данных биополимеров зна-
чительно выше в 3D-культурах хондроцитов 
по сравнению с 2D-культурами. В частности, концен-
трация ГАГ в 3D-культурах нативных хондроцитов до-

стигала 1099,87 нг/мл, что значительно превышало уро-
вень, зафиксированный в 2D-культурах (108,67  нг/мл). 
Аналогичная тенденция наблюдалась и в культурах хон-
дроцитов, полученных из чПСК, однако содержание ГАГ 
оставалось ниже по сравнению с нативными хондроци-
тами, что может свидетельствовать о необходимости до-
полнительной оптимизации условий дифференцировки 
и удлинения срока культивирования; соответствующие 
данные представлены на рисунке 2.

Феномен дедифференцировки хондроцитов в дву-
мерных условиях хорошо документирован [23, 24]. Было 
показано, что культивирование сфероидов хондроцитов 
в трехмерных средах усиливает процесс хондрогенной 
дифференцировки, позволяя получать хондрогенные 
клеточные конструкции без необходимости в использо-
вании скаффолда или многократного пассирования кле-
ток [25, 26]. Однако количественная оценка ГАГ в данном 
контексте не приводилась.

Анализ состава ГАГов в культурах клеток 
хондроцитов различного генеза

ЖХ-МС/МС-анализ позволил детально исследовать со-
став внеклеточного матрикса. Основным компонентом 
гликозаминогликанов (ГАГ) оказался хондроитинсульфат-
протеогликан 4, уровень которого был значительно выше 
в 3D-культурах нативных хондроцитов, что свидетельству-
ет о благоприятных условиях для продукции ключевых ком-
понентов хрящевого матрикса. В то же время содержание 

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 1. Относительная экспрессия хондроцитарных генов (ΔΔCt), нормированная на ген YWHAZ, в 2D-образцах культур хондроцитов различного про-
исхождения, измеренная методом кПЦР
Примечание: a. Аггрекан (ACAN); b. Альфа-2 цепь коллагена I типа (COL1A2); c. Альфа-1 цепь коллагена II типа (COL2A1); d. Транскрипционный фактор 
SOX-9; соответствие цветов на схеме исследуемым образцам: синий –хондроциты пациента 76; красный — хондроциты пациента 75; зеленый — хон-
дроциты пациента 47; фиолетовый — хондроциты пациента 44; коричневый — хондроциты пациента 12; серый — хондроцитоподобные клетки, диффе-
ренцированные из чПСК IPSRG4SΔb2m cl55/1; желтый — хондроцитоподобные клетки, дифференцированные из чПСК IPSRG4S; пурпурный — чПСК 
IPSRG4SΔb2m cl55/1; темно-зеленый — чПСК IPSRG4S.
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других протеогликанов, таких как аггрекан, бигликан и де-
корин, оставалось без значительных изменений.

Рисунок  3 представляет результаты анализа состава 
ГАГ, синтезируемых в культурах хондроцитов различно-
го генеза, с использованием метода ЖХ-МС/МС. График 
отображает количественное содержание различных типов 
ГАГ, включая хондроитинсульфат-протеогликан 4, аггре-
кан, бигликан и декорин, в 2D- и 3D-культурах нативных 
хондроцитов и хондроцитов, полученных из чПСК. Данные 
представлены в виде средних значений с указанием стан-
дартного отклонения (SD). Значимые различия между 
группами оценены с помощью статистических критериев.

Состав ГАГ, определенный с помощью ЖХ-МС/МС, по-
казал повышенный уровень их содержания в 3D-культурах 
нативных хондроцитов по сравнению с 2D-культурами 
(рис.  3). Сфероиды хондроцитов, полученные из био-
птатов тканей пациентов, демонстрировали значитель-
но более высокую концентрацию хондроитинсульфат-
протеогликана  4, в то время как трехмерные культуры 
хондроцитоподобных производных чПСК имели низкий 
уровень всех исследованных ГАГ, что указывает на их не-
зрелость даже после дифференцировки. Это ограниче-
ние можно потенциально устранить путем продления пе-
риода культивирования и дополнения среды факторами, 
стимулирующими метаболические пути синтеза ГАГ, таки-
ми как TGF-β, SOX9, костные морфогенетические белки 
и сигнальные пути ретиноевой кислоты.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным

Рис. 3. Результаты анализа состава ГАГ методом ЖХ-МС/МС
Примечание: a. Аггрекан; b. Бигликан; c. Хондроитинсульфат-протеогликан 4; d. Декорин; соответствие цветов на схеме исследуемым образцам: си-
ний — 2D-культуры хондроцитов пациентов (n = 5); красный — 3D-культуры хондроцитов пациентов (n = 5); зеленый — 2D-культуры хондроцитов паци-
ентов, дифференцированных из чПСК (n = 2); фиолетовый — 2D-культуры хондроцитов пациентов, дифференцированных из чПСК (n = 2); серый — кон-
трольная группа чПСК (n = 1); уровень экспрессии протеогликанов в культурах чПСК равен нулю; уровни статистической значимости по сравнению 
с контрольной группой чПСК:* — p < 0,0332; △ — p < 0,0021; ○ — p < 0,0001.
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Рис. 2. Результаты количественного определения ГАГ методом ИФА 
в культурах хондроцитов при 2D- и 3D-условиях
Примечание: соответствие цветов на схеме исследуемым об-
разцам: cиний  —  2D-культуры хондроцитов пациентов (n = 5); 
красный  —  3D-культуры хондроцитов пациентов (n = 2); зеле-
ный  —  2D-культуры хондроцитов пациентов, дифференцированных 
из чПСК (n = 2); фиолетовый  —  2D-культуры хондроцитов пациентов, 
дифференцированных из чПСК (n = 2); серый  —  контрольная группа 
чПСК (n = 2); уровень экспрессии ГАГ в культурах чПСК равен нулю; 
уровни статистической значимости по сравнению с группой контроля: 
* — p < 0,0332; △ — p < 0,0021.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В нашем исследовании был определен состав ГАГ, син-
тезируемых in vitro хондроцитами различного генеза, 
с использованием ИФА и ЖХ-МС/МС, а также оцене-
но влияние 2D- и 3D-культивирования на их синтез. 
Результаты показали, что 3D-среда культивирования 
создает условия, способствующие более полноцен-
ному формированию хондроцитарного ВКМ в образ-
цах нативных хондроцитов. Однако, несмотря на это, 

полученные сфероиды хондроцитоподобных произ-
водных чПСК не достигают функциональной идентич-
ности с естественной хрящевой тканью даже после 
завершения протоколов дифференцировки и не пред-
ставляют собой идеальные тканеинженерные кон-
струкции для коррекции дефектов хряща. Возможно, 
для более полноценного созревания ВКМ и повышения 
их потенциальной эффективности в роли конструкций 
для тканевой инженерии требуется более длительное 
культивирование в 3D-условиях.
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