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МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗЫ 1 И 13 КАК МАРКЕРЫ ДЕСТРУКТИВНО-
ПРОЛИФЕРАТИВНОГО ПРОЦЕССА СУСТАВНОГО ХРЯЩА
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В представленом исследовани изучена динамика активности ММР-1 и ММР-13 гиалиного хряща у крыс с экспери-
ментальным остеоартрозом коленного сустава с последующим сопоставлением полученных данных с морфометриче-
сикми параметрами.
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The present study investigated the dynamics of the activity of MMP-1 and MMP-13 hyaline cartilage in rats with experimental
osteoarthritis of the knee which was followed by a comparative analysis of the data with morphometric parameters.
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Матриксные металлопротеиназы (ММР), относя-
щиеся к семейству цинковых металлопротеиназ, уча-
ствуют в обмене белков межклеточного матрикса. Ве-
дущая роль в процессе физиологического ремодели-
рования гиалинового хряща сустава отведена
металлопротеиназам, относящимся к классу коллаге-
наз (ММР-1, ММР-13 и др.) [1].

В норме металлопротеиназы секретируются фиброб-
ластами, хондроцитами, эпителиальными клетками, мак-
рофагами в очень малых количествах в неактивном со-
стоянии. Важной особенностью металлопротеиназ явля-
ется их спобосность к индукции под действием различных
факторов. Регуляция активности коллагеназ осуществля-
ется цитокинами, факторами роста, различными химичес-
кими соединениями (липополисахариды бактериального
происхождения и др.), факторами, влияющими на мемб-
рану клетки. Активность ММР подавляется тканевыми ин-
гибиторами металлопротеиназ (TIMP), а также гормонами
(глюкокортикостероиды и т. п.) [2].

ММР-1 способна расщеплять три интерстициаль-
ных коллагена — типы I, II, III, которые существенно от-
личаются друг от друга. Более того, этот фермент гидро-
лизует минорные коллагены типов VII и X, а также жела-
тины разных коллагенов, белки соединительнотканного
матрикса: энтактин, аггрикан и, кроме того, казеин,
2-макроглобулин и синтетические субстраты, которые
по своей последовательности соответствуют гидролизи-
руемой области в коллагене и 2-макроглобулине [4].

Ранее считалось, что главная роль в деструкции
матрикса принадлежит ММР-1, затем была установле-

на и важная роль ММР-13, которая разрушает колла-
ген II типа, стромелизин и др. [6—9].

Известно, что в механизмах активизации метал-
лопротеиназ значимую роль отводят сигнальным бел-
кам S100A8 и A9. В результате, активируются NF-kB
рецепторы синовиальных фибробластов, что определя-
ет высвобождение многих цитокинов, таких как ИЛ-6,
ИЛ-10, GM-CSF, IL-8 и хемоаттрактант моноцитов, кото-
рый, в свою очередь, играет значимую роль в актива-
ции металлопротеиназ и обуславливает их высокую
активность при остеоартрозе [6—9].

ЦЕЛЬ РАБОТЫ
Определить удельное число и интенсивность эксп-

рессии ММР-1 и ММР-13 в гиалиновом хряще коленного
сустава, сопоставить показатели активности протеиназ
с морфометрическими параметрами суставного гиалино-
вого хряща у крыс с экспериментальным остеоартрозом
через 1 месяц с момента моделирования.

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ
Эксперименты выполнены на 20 половозрелых

крысах линии Wistar, массой (250 ± 2,2) г.
При работе с лабораторными животными соблю-

дены требования, изложенные в правилах лаборатор-
ной практики (GLP), «Международных рекомендациях
по проведению медико-биологических исследований
с использованием животных (1985), приказе МЗ РФ
№ 267 от 19.06.2003 «Об утверждении правил лаборатор-
ной практики», Минздрава СССР № 755 от 12.08.1977.
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Лабораторные животные были распределены на
2 группы по 10 животных в каждой (контрольная и экс-
периментальная) (табл. 1).

В экспериментальной группе 1 (контрольной) живот-
ным внутрисуставно вводили 0,5 мл 0,9%-й раствор NaCl.

В экспериментальной группе 2 моделировали ос-
теоартроз путем внутрисуставного введения 10%-й сус-
пензии стерильного талька в том же объеме [3].

Таблица 1

Характеристика экспериментальных групп
животных

Порода животных Линия Wistar 
Возраст животных половозрелые 
Масса животных 250  2,2 г 

Вводимый 
 препарат 

Группы 

0,9%-й 
раствор NaCl 

10%-я суспен-
зия стериль-
ного талька 

Экспериментальная 
№ 1 

0,5 мл одно-
кратно — 

Экспериментальная 
№ 2 — 0,5 мл 

однократно 

 
Все манипуляции у животных выполнялись пос-

ле применения препарата «Рометар» по методике, опи-
санной фирмой-производителем.

Через 1 месяц после проведения манипуляций
животных выводили из эксперимента путем введения
смертельной дозы «Рометара», вычленяли левую бед-
ренную кость для дальнейшего морфологического ис-
следования.

Хрящевую ткань с субхондральными отделами
кости и синовиальной оболочкой фиксировали в 10%-м
растворе нейтрального забуференного формалина
(рН 7,4) в течение 24 часов (Newell K. J., et al., 2001).
Проводили бескислотную декальцинацию в растворе
ЭДТА (этилендиаминтетраацетат натрия) в стандарт-
ной концентрации. После полного удаления из кост-
ной ткани минерального компонента выполняли стан-
дартную гистологическую проводку по спиртам воз-
растающих концентраций и препарат заключали в
парафин. Препараты окрашивали гематоксилином и
эозином и по Маллори для качественной оценки струк-
туры матрикса гиалинового хряща (Киясов А. П., 2001;
Коржевский Д. Э., 2005).

Для выявления экспрессии матриксных металло-
протеиназ использовали первичные поликлональные
антитела к MMP-1 (ABclonal, Китай) и MMP-13 (Almabion,
Россия).

Иммуногистохимическое исследование проводи-
ли в соответствии с протоколами фирм производите-
лей антител с использованием систем детекции
«UltraVision» (LabVision, Великобритания) и хромоге-
ном — диаминобензидином, используя протокол вы-
сокотемпературной демаскировки антигенов в мини-
автоклаве Pascal (DakoCytomation, Дания) (Kumar G.
L., et al., 2009). Достоверность полученных результа-

тов мониторировали с помощью позитивных и нега-
тивных контролей антигенов, а также негативных кон-
тролей антител.

Характер иммуногистохимической реакции оцени-
вали визуально в баллах с учетом интенсивности ок-
раски (рис. 1) или определяли удельное количество по-
зитивно окрашенных клеток стандартизированными
методами морфометрии в иммуногистохимии с помо-
щью системы анализа изображений (Петров С. В., Рай-
хлин Н. Т., 2004; Dabbs D. J., 2010).

Рис. 1. Визуально-аналоговая шкала для оценки
интенсивности иммуногистохимической реакции

по Allred D. C., et al. (1998)

Фотопротоколирование микроскопических изме-
нений производили с использованием комплекса,
включающего микроскоп «Axio Scope» (Carl Zeiss, Гер-
мания) и цифровую фотокамеру «Power Shot» (Canon,
Япония). Морфометрический анализ проводили с по-
мощью компьютерной программы «Видео ТестМор-
фо-4» (Россия). Для оценки морфологичских показа-
телей определяли толщину суставного хряща (L, мкм)
и объемную долю хондроцитов по отношению к мат-
риксу (ОД, %).

Результаты экспериментов обрабатывались мето-
дами базисного статистического анализа на ПК с ис-
пользованием программ «Видео ТестМорфо-4», Excel
Microsoft Office (Microsoft, USA) и STATISTICA 6.0 (Stat
Soft Inc., USA). Анализ параметров при нормальном
распределении значений проводили с помощью кри-
терия Стьюдента, анализ непараметрических количе-
ственных признаков — с помощью критерия Манна-
Уитни. Для сравнения качественных признаков исполь-
зовали критерии 2 и Фишера. Значимыми считали
различия, если вероятность ошибки р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Проведенное исследование показало, что в конт-

рольной группе животных суставной гиалиновый хрящ
имел толщину (330 ± 17,3) мкм и характерное гистоло-
гическое строение. Поверхностные хондроциты харак-
теризовались уплощенной формой и располагались
поодиночке в хрящевом матриксе. Хондроциты пере-
ходной и базальной зон имели округлую форму и рас-
полагались в составе изогенных групп рядами, ориен-
тированными перпендикулярно к суставной поверхно-
сти. Объемная доля хондроцитов составляла (13,7 ±
1,1) % (табл. 2.).
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Таблица 3

Удельное число иммунопозитивных хондроцитов
и интенсивнсть экспрессии ММР-1 и ММР-13 хондроцитов суставного хряща

Первичные антитела 
ММР-1 ММР-13 Экспериментальные группы удельное число 

(%) 
интенсивность 

экспрессии 
удельное число 

(%) 
интенсивность 

экспрессии 
Экспериментальная группа № 1 38 ± 2,1 + 36 ± 4,2 + 
Экспериментальная группа № 2 73 ± 3,2* +++* 95 ± 2,1* +++* 

 
*Достоверность различий по отношению к контрольной группе (р < 0,05).

 

      

а)                                                                                                    б)
Экспериментальная группа № 1                                               Экспериментальнаягруппа № 2

Рис. 2. Морфология гиалинового хряща у крыс экспериментальных групп
(окраска гематоксилином и эозином.

Увеличение х 200)

Таблица 2

Морфометрические параметры суставного
гиалинового хряща у крыс контрольной группы

и с экспериментальным остеоартрозом

Экспериментальные 
группы 

Толщина, 
мкм. 

Объемная доля 
хондроцитов, % 

Экспериментальная 
группа № 1 330,0 ± 17,3 13,7 ± 1,1 

Экспериментальная 
группа № 2 

121,0 ± 
20,4* 1,2 ± 0,6* 

 *Достоверность различий по отношению к конт-
рольной группе (р < 0,05).

Морфологические признаки дегенеративно-дистро-
фических процессов не визуализировались (рис. 2а).
Иммунохимическая реакция по Маллори выявляла рав-
номерное расположение коллагеновых волокон, отсут-
ствие очагов оссификации (рис. 3а).

При проведении иммуногистохимического иссле-
дования удельное число хондроцитов, экспрессирую-
щих ММР-1, составило (38 ± 2,1) %, а ММР-13 — (36 ±
4,2) % на фоне минимальной интенсивности экспрес-
сии изучаемых металлопротеиназ (табл. 3), что соответ-
ствует малой скорости обновления компонентов матрик-

са в гиалиновом хряще при физиологическом ремоде-
лировании. (рис. 4а, 5а). [6].

После моделирования остеоартроза происходило
уменьшение толщины суставного хряща до (121 ±
20,4) мкм, р < 0,05 и снижение объемной доли хондроци-
тов до (1,2 ± 0,6) %, р < 0,05. Во всех зонах были отмече-
ны множественные «пустые лакуны» и хондроциты с ка-
риопикнозом, обширные участки деструкции суставной
поверхности с разрастанием соединительной ткани, в тол-
ще которой определялось гранулематозное воспаление
с выраженной гистиомакрофагальной инфильтрацией и
гигантскими многоядерными клетками типа инородных тел,
полнокровием кровеносных сосудов и неравномерным
отеком межклеточного вещества (рис. 2б).

При гистохимическом исследовании в суставном
хряще отмечали неравномерность окрашивания кол-
лагеновых волокон с выраженным нарушением тинкто-
риальных свойств матрикса хрящевой ткани. В участ-
ках склероза волокна коллагена были окрашены наи-
более интенсивно (рис. 3б).

Иммуногистохимически у крыс с эксперименталь-
ным остеоартрозом резко возросло удельное число хон-
дроцитов, экспрессирующих ММР-1 до (-73 ± 3,2) %, а
ММР-13 — до (95 ± 2,1) %, p < 0,05 (табл. 3) при одновремен-
ном максимальном усилении их экспрессии (рис. 4б, 5б).
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а)                                                                                                    б)
Экспериментальная группа № 1                                               Экспериментальнаягруппа № 2

Рис. 3. Дегенеративно-дистрофические изменения гиалинового хряща у крыс экспериментальных груп
 (окраска по Маллори. Увеличение х 400)

             

а)                                                                                                    б)
Экспериментальная группа № 1                                               Экспериментальнаягруппа № 2

Рис. 4. Иммуногистохимическая реакция с антителами к ММР-1 у крыс экпериментальных групп (увеличение х 400)

              

а)                                                                                                    б)
Экспериментальная группа № 1                                               Экспериментальнаягруппа № 2

Рис. 5. Иммуногистохимическая реакция с антителами к ММР-13 у крыс экпериментальных групп (увеличение х 400)

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, формирование выраженных де-

генеративно-дистрофических процессов в гиалиновом
хряще сопровождается резким увеличением удельно-
го числа хондроцитов, экспрессирующих ММР-1 и,
особенно, ММР-13 с максимальным усилением интен-
сивности их экспрессии.
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