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Реферат. Введение. Несмотря на обширное количество лекарственных препаратов против ревматоидного ар-
трита, до сих пор ведутся поиски новых методов и мишеней для лечения этого заболевания. Помимо изменений 
в суставах, при ревматоидном артрите существенно страдает и костная ткань. Цель. Изучить гистологические 
особенности костной ткани в модели адъювант-индуцированного артрита, а также экспрессии матриксных 
металлопротеиназ 1 и 3 после применения антисмысловых олигонуклеотидов. Материалы и методы. Модель 
ревматоидного артрита получили путем введения полного адъюванта Фрейнда в основание хвоста лабораторных 
крыс. Для терапии полученного заболевания использовали тоцилизумаб и антисмысловые олигонуклеотиды, 
блокирующие синтез фактора некроза опухоли и интерлейкина 6 как по отдельности, так и вместе. Изучали 
морфологические изменения в хвостовых позвонках крыс, методом иммуногистохимии определяли активность 
матриксных металлопротеиназ в различных популяциях клеток. Для выявления статистически значимых отли-
чий между группами использовали методы Краскела-Уоллиса и Манна-Уитни. Результаты и их обсуждение. 
В модели ревматоидного артрита выявлены существенные эрозии костной и хрящевой ткани, обильный вос-
палительный инфильтрат вокруг кости и в костномозговой полости, замедление роста костей. Применение 
антисмысловых олигонуклеотидов существенно затормозило развитие болезни. Уровень металлопротеиназ 
в костной ткани оказался ниже в некоторых экспериментальных группах по сравнению с группой без лечения. 
Заключение. Применение антисмысловых олигонуклеотидов замедляет развитие воспаления, а также пре-
пятствует резорбции костной ткани в поврежденных костях. Наиболее эффективны в этом оказались инъекции 
олигонуклеотида, блокирующего синтез интерлейкина-6. Комбинация двух олигонуклеотидов показала себя 
наиболее эффективной в снижении активности матриксных металлопротеиназ, реорганизующих внеклеточный 
матрикс кости при артрите, а также снижение синтеза фактора некроза опухоли.
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Abstract. Introduction. Despite the vast number of drugs against rheumatoid arthritis, new methods and targets are still 
being searched for to treat this disease. In addition to changes in the joints, bone tissue also suffers significantly from 
rheumatoid arthritis. Aim. To research the histological features of bone tissue in the adjuvant-induced arthritis model, 
as well as the expression of matrix metalloproteinase 1 and 3 after the use of antisense oligonucleotides. Materials 
and Methods. Rheumatoid arthritis model was obtained by introducing the complete adjuvant Freind into the base of 
the tail of laboratory rats. For the therapy of the resulting disease, Tocilizumab and antisense oligonucleotides were 
used, which block the synthesis of the factor of tumor necrosis and interleukin 6, both separately and together. The 
morphological changes in the tails of rats and the activity of matrix metalloproteinase in various cell populations were 
investigated. To identify statistically significant differences between the groups, the Kruskal — Wallis test and Mann–
Whitney U test were used. Results and Discussion. In the rheumatoid arthritis model, significant erosion of bone 
and cartilage tissue, abundant inflammatory infiltrate around the bone and in the bone marrow cavity, and slower bone 
growth were revealed. The use of antisense oligonucleotides significantly slowed down the progression of the disease. 
Levels of metalloproteinases in bone tissue were lower in some experimental groups compared to the untreated group. 
Conclusions. The use of antisense oligonucleotides slows down the inflammation development and prevents bone 
tissue resorption in damaged bones. The most effective were injections of oligonucleotide, which blocks interleukin-6. 
Combination of two oligonucleotides proved to be most effective in reducing the activity of matrix metalloproteinases 
that reorganize the extracellular matrix of bone in arthritis, as well as reducing the synthesis of tumor necrosis factor.
Keywords: rheumatoid arthritis, antisense oligonucleotides, bone tissue.
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В ведение. Ревматоидный артрит (РА) – 
системное аутоиммунное заболевание, 

поражающее суставы и приводящее к их полной 
иммобилизации. Распространенность РА в мире 
и России достаточно высока (до 1% населения), 
особенно среди женщин. Этиология заболевания 
окончательно не выяснена. Среди факторов раз-
вития заболевания присутствуют генетическая 
предрасположенность, инфекционные заболева-
ния, дисбактериозы и проч. Клиническое течение 
РА протекает в несколько стадий. При начальной 
стадии ревматоидного артрита на рентгеновских 
снимках видны утолщения и уплотнения в мягких 
тканях вокруг суставов, истончения костной ткани 
и наличия в ней нескольких просветлений в виде 
кист. Характерен околосуставный остеопороз, при 
котором субхондральная кость становятся рыхлой, 
пористой. При второй стадии происходит прогрес-
сирование заболевания в виде увеличения числа 
кист, выраженности околосуставного остеопороза. 
Развиваются краевые эрозии кости около крепления 
к ней связок, по краям суставных хрящей. Третья ста-
дия характеризуется множественными (не менее 5) 
эрозиями и появлением оссификатов в прилежащих 
мягких тканях. На четвертой стадии такие оссифи-
каты появляются по краям суставных поверхностей, 
постепенно приводя к полному костному анкилозу 
суставов.

Ведущая роль в реорганазиции костной ткани 
при РА принадлежит матриксным металлопротеи-
назам (ММП). Они участвуют в разрушении костей, 
связанном с РА, главным образом посредством трех 
механизмов: 1) деградация коллагена и последую-
щее повреждение хряща и прилежащей кости; 2) 
регуляция воспалительных цитокинов и хемокинов, 
приводящая к дисбалансу гомеостаза в пораженном 
суставе и активации воспалительных сигнальных пу-

тей, способствующих дифференцировке остеокла-
стов и резорбции кости; 3) стимулирование миграции 
клеток и инвазивного ангиогенеза, инициирование 
сигналов баланса остеобластов и остеокластов и 
ускорение разрушения кости [1]. 

Различные типы ММП экспрессируются хон-
дроцитами, остеокластами, фибробластами сино-
виальной оболочки, эндотелиальными клетками, 
макрофагами, что приводит к каскаду реакций, спо-
собствующих перестройке внеклеточного матрикса 
для перемещения клеток воспаления, формиро-
вания новых сосудов, разрастания паннуса и его 
фиброза и дальнейшей оссификации. Экспрессия 
ММП стимулируется рядом провоспалительных 
цитокинов, таких как фактор некроза опухоли альфа 
(ФНОа) и интерлейкина 1в (ИЛ-1в). В последнее 
время рассматривается критическая роль ИЛ-6 и 
ФНОа в развитии РА [2].

На сегодняшний день лечение РА осуществля-
ется нестероидными противовоспалительными 
препаратами, цитостатиками, а также генно-инже-
нерными биологическими препаратами. Среди по-
следних прошли клинические испытания и широко 
применяются антитела к фактору некроза опухоли 
альфа (адалимумаб) и интерлейкину 6 (тоцилизу-
маб). Активно исследуются различные соединения 
на предмет ингибирования матриксных металлопро-
теиназ, чтобы снизить степень повреждения костной 
ткани при РА. Мы в своем исследовании предлагаем 
использовать антисмысловые олигонуклеотиды, 
блокирующие транскрипцию ФНОа и ИЛ-6 в области 
пораженного сустава, избегая системных эффектов. 
Поскольку ФНОа является одним из индукторов 
остеокластогенеза и активации ММП, ожидается, 
что использование такого препарата приведет к 
снижению активность ММП в области повреждения 
и соответственно сохранит костную ткань. 
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Целью исследования стало изучение гистоло-
гических особенностей костной ткани в модели адъ-
ювант-индуцированного артрита, а также экспрессии 
матриксных металлопротеиназ 1 и 3 после примене-
ния антисмысловых олигонуклеотидов (АСО).

Материалы и методы. Эксперимент был по-
ставлен на 88 самках крыс линии Вистар. На мо-
мент начала эксперимента их возраст составлял 2 
месяца, а вес в среднем 120 гр. Путем подкожного 
введения полного адъюванта Фрейнда в область на 
1,5 см ниже основания хвоста в течение 21 дня мо-
делировали ревматоидный артрит. Через три недели 
после последней инъекции гистологический анализ 
образцов кости показал развитие устойчивого вос-
паления в области инъекций с эрозией костной и 
хрящевой ткани, что соответствовало первой стадии 
РА. Животных содержали в стандартных условиях 
вивария со свободным доступом к воде и пище.

После формирования модели всех животных 
случайным образом разделили на несколько экс-
периментальных групп: 1) с моделью артрита без 
лечения; 2) с моделью артрита и инъекциями анти-
ИЛ-6-олигонуклеотида; 3) с моделью артрита и 
инъекциями тоцилизумаба; 4) с моделью артрита 
и введением анти-ИЛ-6-олигонуклеотида методом 
электрофореза; 5) с моделью артрита и электрофо-
ретическим введением анти-ФНО-олигонуклеотида; 
6) с моделью артрита и введением инъекционным 
способом комбинации двух олигонуклеотидов; 9) с 
моделью артрита и электрофоретическим введени-
ем комбинации олигонуклеотидов. Группы 7 и 8 со-
ставили здоровые контрольные животные, которые 
получали инъекции и электрофорез с водой для 
инъекций. Олигонуклеотиды вводили в дозировке 
0,04 мл при концентрации 30 мг/мл. Аналогичную 
дозировку использовали при электрофоретическом 
способе введения. Электрофорез выполняли на ап-
парате Поток-1 с силой тока 10 мА в течение 10 минут. 

Раз в неделю в течение трех месяцев производи-
ли замеры диаметра хвостов в области повреждения 
штангенциркулем. Один раз в месяц выводили по 3 
животных из каждой группы для взятия материала 
на гистологическое и иммуногистохимическое ис-
следование. Под изофлурановым наркозом отсека-
ли хвост выше области повреждения, накладывая 
лигатуру на культю. В течение трех дней после 
операции животные получали с водой обезболива-
ющее и антибиотики. Фрагмент хвоста фиксировали 
в 10-м нейтральном забуференном формалине в 
течение 48 часов, после чего декальцинировали в 
растворе ЭДТА в течение 14 суток. Далее образцы 
дегидратировали и пропитывали парафином в гисто-
логическом процессоре карусельного типа (SLEE, 
Германия), изготавливали парафиновые блоки, с 
которых получали срезы толщиной 4 мкм. Препара-
ты окрашивали гематоксилином и эозином. Для вы-
явления активности матриксных металлопротеиназ 
и фактора некроза опухоли альфа использовали 
метод иммуногистохимии. Стекла окрашивали в 
автоматическом иммуногистостейнере Bond-MAX 
(Leica, Австралия) с антителами к ММП-1, ММП-3 и 
ФНОа и диаминбензидиновой системой детекции на 

основе полимера. Окрашенные стекла сканировали 
на сканере гистопрепаратов Aperio CS2, получен-
ные изображения описывали, оценивали степень 
интенсивности иммуногистохимического окраши-
вания при увеличении 40х не менее чем в 5 полях 
зрения. Оценивали интенсивность окрашивания 
хондроцитов метафизарной пластинки, пульпозного 
ядра межпозвоночных дисков, остеокластов, клеток 
костного мозга, подсчитывали число позитивных 
клеток инфильтрата в поле зрения. 

Числовые данные подвергали статистической 
обработке в программе STATISTICA 10.0. Поскольку 
данные имели категориальный характер, а распре-
деление числа позитивных клеток было отличным 
от нормального в результате проверки по методу 
Шапиро-Уилка, в описательной статистике высчи-
тывали медиану (Me) и верхний и нижний квартили 
(Q1;Q3). С учетом вида данных и большого числа 
независимых выборок для их сравнения по уровню 
выраженности переменных применяли Н-метод Кра-
скела-Уоллиса и U-метод Манна-Уитни. Достовер-
ными считали отличия при величине достигнутого 
уровня значимости р≤0,05. Для решения проблемы 
множественных сравнений применялась поправка 
Бонферрони по формуле pAdjisted = p × m, где p – по-
лученное по результатам сравнения значение p; 
pAdjusted – скорректированное значение p; m – число 
сравнений (7 при сравнении экспериментальных 
групп со здоровыми животными и 6 при сравнении 
групп животных с лечением с группой без лечения). 
Для выявления связей между экспрессией фактора 
некроза опухоли и металлопротеиназ выполняли 
корреляционный анализ Спирмана.

Исследование проведено с использованием 
оборудования центра коллективного пользования 
оборудованием «Молекулярная биология» Цен-
тральной научно-исследовательской лаборатории 
Ордена Трудового Красного Знамени Медицинского 
института им. С. И. Георгиевского ФГАОУ ВО «КФУ 
им. В. И. Вернадского». Исследование одобрено ко-
митетом по этике ФГАОУ ВО «КФУ им. В. И. Вернад-
ского», протокол №7 от 23.06.2023 г и выполнялось с 
соблюдением принципов гуманности, изложенных в 
директивах Европейского сообщества (86/609/ЕЕС) 
и Хельсинкской декларации. 

Результаты. Систематические измерения 
диаметра хвостов в течение всего эксперимента 
выявили следующие закономерности. Во-первых, 
поскольку животные взяты в эксперимент в молодом 
возрасте, рост их продолжался в течение экспери-
мента и потому прирост диаметров наблюдался 
даже в контрольной группе, особенно выраженный 
в первые два месяца (рисунок 1). Во-вторых, во 
всех группах с моделью артрита прирост в диаметре 
был замедлен, и обуславливался в первую очередь 
степенью отека и обилием инфильтрации в обла-
сти повреждения. Примечательно, что в группах, 
получавших инъекции тоцилизумаба, а также все 
варианты олигонуклеотдов методом электрофореза, 
скорость прироста была ниже, чем в других экспе-
риментальных группах. Статистической достовер-
ности, однако, данные показатели не имели.
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Строение хвостовых позвонков крыс таково, что 
дуги с отростками редуцированы, а соединение 
позвонков осуществляется главным образом за 
счет синхондрозов в виде межпозвоночных дисков. 
Их пульпозное ядро представлено сетью ретику-
лярных клеток, между которыми расположились 
хондроциты, а внеклеточный матрикс представлен 
протеогликанами. Ядро окружено фиброзным 
кольцом из плотной волокнистой соединительной 
ткани, коллагеновые тяжи которой вплетаются в 
гиалиновый хрящ, покрывающий верхнюю и нижнюю 
поверхности позвонка. Несколько ниже суставной 
поверхности тела позвонка залегает пластинка ак-
тивного метафизарного хряща, что подтверждает 
продолжающийся рост животных. Тело позвонка 
представлено губчатой костной тканью с редкими 
трабекулами, пространство между которыми запол-
нено желтым костным мозгом. В отдельных местах, 
ближе к суставным хрящам и редуцированным 
суставным отросткам, ячейки между трабекулами 
заполнены красным костным мозгом.

На момент начала лечения гистологическая 
картина позвонков соответствовала первой стадии 
артрита. Вокруг позвонков в подфасциальном про-
странстве наблюдалась обильная лимфо-лейкоци-
тарная инфильтрация, муфтой охватывающая также 
и межпозвоночные диски (рисунок 2). Наблюдались 
изменения в строении суставного хряща и межпозво-
ночных дисков: выраженная деформация пульпоз-
ного ядра и фиброзного кольца, проникновение вос-
палительного инфильтрата в волокнистую хрящевую 

ткань, дезорганизация хряща и костной ткани. Через 
три месяца состояние кости в отсутствие лечения 
соответствовало артриту третьей стадии. Появи-
лись эрозии как в области суставного хряща, так и в 
костной ткани тела позвонка со стороны покровной 
пластинки. В межпозвоночных дисках встречались 
участки некроза. Желтый костный мозг изобиловал 
лимфоидными компонентами, возникшими либо 
как адаптивная активация лимфопоеза, либо как 
распространившаяся лимфоидная инфильтрация. 
Применение различных схем лечения существенно 
затормозило развитие болезни.

В группе с применением тоцилизумаба, как и во 
всех других группах, сохранялась незначительная 
лимфоидная инфильтрация в подфасциальном 
пространстве и в мягких тканях, окружающих по-
звонок. Признаков эрозии костной ткани не на-
блюдается, желтый костный мозг без изменений 
(рисунок 3). Заметны дистрофические изменения в 
хондроцитах пульпозного ядра и гиалинового хряща 
в месте соединения позвонка с диском. При инъек-
циях олигонуклеотида, блокирующего синтез ИЛ-6, 
принципиальных отличий от предыдущей группы 
выявлено не было, лишь объем инфильтрации был 
несколько больше и в костном мозге обнаружива-
лись незначительные очаги лимфопоеза. Позвонки 
крыс из группы, получавшей блокатор ИЛ-6 методом 
электрофореза, характеризовались сохранностью 
межпозвоночных дисков и относительной стабиль-
ностью гиалинового хряща. Также сохранялась 
инфильтрация по периферии позвонков. Единично 

Рисунок 1. Прирост диаметра хвостов подопытных крыс в течение 3-х месяцев эксперимента
1 – контрольная группа с моделью артрита, не получавшая лечения; 2 – группа с моделью артрита и лечением инъекциями  
анти-интерлейкин-6 олигонуклеотидами; 3 – группа с моделью артрита, получавшая стандартное лечение тоцилизумабом;

4 - группа с моделью артрита, получавшая анти-интерлейкин-6 олигонуклеотид методом электрофореза;
5 - группа с моделью артрита, получавшая олигонуклеотид против фактора некроза опухоли методом электрофореза;

6 - группа с моделью артрита, получавшая смесь двух олигонуклеотидов инъекционным способом; 8 – контрольная группа  
без модели артрита, которым вводили воду для инъекций инъекционным и электрофоретическим способом;

9 - группа с моделью артрита, получавшая смесь двух олигонуклеотидов методом электрофореза.
Figure 1. Increase in the tail diameters of rats during 3 months of the experiment

1 - Treatment-naïve arthritis-model control group; 2- Arthritis-model group treated with anti-IL-6 oligonucleotides;
3 - Arthritis model group, standard treatment with tocilizumab; 4- Arthritis model group treated with anti-IL-6 oligonucleotide  

by electrophoresis; 5 - Arthritis model group treated by electrophoresis with oligonucleotide against the TNFa;
6 - Arthritis model group treated by injecting a mixture of two oligonucleotides; 8 - Arthritis model control group;

9 - Arthritis model group treated by electrophoresis with a mixture of two oligonucleotides.
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встречались фрагменты красного костного мозга в 
пространствах между костными трабекулами. Ана-
логичное состояние костной ткани обнаруживалось 
у всех крыс, получавших блокатор ФНОа методом 
электрофореза. Состояние хрящевой ткани и объем 
инфильтрата мало отличались от группы с блокато-
ром ИЛ-6. Инъекции комбинации олигонуклеотидов, 
как и электрофорез с ними, также приостановили 
процесс резорбции кости, сохранив при этом не-
которое количество инфильтрата по периферии 
позвонка. В единичных случаях наблюдались при-

знаки эрозии костной ткани и разрастание красного 
костного мозга. 

Экспрессия матриксных металлопротеиназ 1 и 
3 в клетках хрящей и инфильтрата отражала ак-
тивность перестройки костной и хрящевой ткани 
поврежденных позвонков. Экспрессия ММП-3 хон-
дроцитами глубоких слоев метафизарной пластинки 
была слабо выражена во всех группах включая 
здоровых животных (таблица 1). В остеокластах 
во всех экспериментальных группах активность 
ММП-3 была выше нормы, за исключением двух 

Рисунок 2. Хвостовой позвонок здоровой крысы (А) и крысы с моделью артрита на 3-й месяц болезни (В). 
 Гематоксилин-эозин. Увеличение 2х.

1 – гиалиновый суставной хрящ, 2 – метафизарный хрящ, 3 – костная балка, 4 – желтый костный мозг,  
5 – пульпозное ядро межпозвоночного диска, 6 – фиброзное кольцо межпозвоночного диска, 7 – эрозия костной ткани,  

8 – лимфоидная инфильтрация костномозгового промежутка, 9 – лимфоидная инфильтрация вокруг позвонка.
Figure 2. Tail vertebra of a healthy rat (a) and of a rat with an arthritis model in the 3rd month of the disease (c).  

Hematoxylin-Eozin. 2x.
1 - hyaline joint cartilage, 2 - metaphyseal cartilage, 3 - bone trabecula, 4 - yellow bone marrow, 5 – nucleus pulposus  

of the intervertebral disc, 6 - fibrous ring of the intervertebral disc, 7 - bone erosion, 8 - lymphoid infiltration in bone marrow,  
9 - lymphoid infiltration around the vertebra.

Рисунок 3. Хвостовой позвонок крысы, получавшей лечение тоцилизумабом (А), антисмысловым олигонуклеотидом 
против интерлейкина 6 (В) и комбинацией двух олигонуклеотидов (С). Гематоксилин-эозин. Увеличение 2х.

1 – гиалиновый суставной хрящ, 2 – метафизарный хрящ, 3 – костная балка, 4 – желтый костный мозг, 5 – пульпозное ядро межпоз-
воночного диска, 6 – фиброзное кольцо межпозвоночного диска, 7 –лимфоидная инфильтрация вокруг позвонка.

Figure 3. A tail vertebra of a rat treated with tocilizumab (a), an antisense oligonucleotide against interleukin 6 (c),  
and a combination of two oligonucleotides (C). Hematoxylin-Eozin. 2x.

1 - hyaline articular cartilage, 2 - metaphyseal cartilage, 3 - bone trabecula, 4 - yellow bone marrow, 5 – nucleus pulposus of the 
intervertebral disc, 6 - fibrous ring of the intervertebral disc, 7 -lymphoid infiltration around the vertebra.
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групп с применением тоцилизумаба и электрофоре-
тическим введением комбинации олигонуклеотидов. 
Аналогичной была экспрессия ММП-3 в хондроцитах 
межпозвоночных дисков. Наиболее выраженной 
оказалась разница в количестве экспрессирующих 
ММП-3 лейкоцитах костного мозга и окружающего 
инфильтрата. В группе без лечения среднее чис-
ло позитивно окрашенных клеток на поле зрения 
составило 47,6, близкие результаты оказались в 
группах с электрофоретическим введением анти-
ИЛ-6-олигонуклеотида и инъекциями комбинации 
олигонуклеотидов. Наименьшее число позитивных 

на ММП-3 клеток было выявлено в группах с при-
менением тоцилизумаба и электрофорезом с ком-
бинацией АСО.

Экспрессия ММП-1 имела схожий характер в 
метафизарном хряще и остеокластах. Хондроциты 
межпозвоночных дисков практически не экспрес-
сировали ее. Лейкоциты костного мозга оказались 
позитивными на ММП-1 во всех экспериментальных 
группах с наилучшим результатом в группе с элек-
трофоретическим введением комбинации АСО. При 
этом в окружающем кость инфильтрате количество 
позитивных клеток оказалось достаточно высоким.

Т а б л и ц а  1
Степень экспрессии ММП и ФНОа в тканях позвонков  

при коррекции модели ревматоидного артрита (Me [Q1; Q3], n=3)
Ta b l e  1

MMP and TNFa expression degrees in the vertebral tissues in the rheumatoid arthritis model (Me [Q1; Q3], n = 3)

Группа 8 1 2 3 4 5 6 9

ММП3
хондроциты 
метафизарной 
пластинки

1[1;1] 2[1;2] 1[1;1] 1[1;1] 2[1;2] 1[1;1] 1[1;2] 1[1;1]

остеокл  
субхонд-ральные

1[1;1] 3[2;3] 2[2;2] 1[1;2] 2[1;2] 2[2;2] 1[1;1] 1[1;1]

хондроциты  
межпозвоночных 
дисков

0[0;1] 3[2;3] 3[2;3] 2[2;22] 3[3;3] 2[2;2] 2[2;2] 1[0;1]
#0,05

инфильтрат ККМ 0 3[2;3] 
*0,04

3[2;3] 
*0,04

0 0
#0,05

3[2;3]  
*0,04

2[2;2] *0,04 0
#0,05

инфильтрат  
субфасциальный

0 146[143;156]
*0,05

136[124;138] 
*0,05

24[18;29] 37[36;43]
*0,05

126[118;128] 
*0,05

29[26;39]
*0,05

23[22;23]
*0,05

ММП1
хондроциты 
метафизарной 
пластинки

1[1;1] 1[1;2] 1[1;1] 1[1;1] 2[2;2] 1[1;1] 1[1;1] 1[1;1]

остеокл  
субхондральные

1[1;1] 2[2;3] 2[2;2] 2[2;2] 2[2;3] 2[2;2] 2[2;2] 1[1;1] #0,05

хондроциты  
межпозвоночных 
дисков

1[1;0] 2[1;2] 0 1[1;1] 2[2;2] 0 1[1;1] 1[1;1]

инфильтрат ККМ 0 2[2;3] 
*0,05

2[2;2]
*0,04

2[2;2]
*0,04

2[2;2]
*0,04

2[2;2]
*0,04

2[2;2]
*0,04

1[1;1]
#0,05

инфильтрат  
субфасциальный

0 30[20;30]
*0,05

29[26;35]
*0,05

25[23;28]
*0,05

109[80;112] 
*0,05

18[15;18]
*0,05

42[41;70] 
*0,05

25[22;78]
0,05

ФНОа
хондроциты 
метафизарной 
пластинки

0 1[1;2] 1[0;1] 1[1;1] 0 0 0 1[1;1]

остеокл  
субхондральные

1[1;1] 1[1;1] 2[1;2] 2[2;2] 1[0;1] 3[2;3] 3[3;3] *0,05 2[2;2]

хондроциты  
межпозвоночных 
дисков

0 1[1;2] 1[1;1] 2[1;2] 1[1;1] 1[1;1] 1[1;1] 1[1;1]

инфильтрат ККМ 0 2[2;2] 
*0,04

1[1;1]
*0,04

1[1;1]
*0,04

1[1;1]
*0,04

2[2;2] 
*0,05

2[2;2] 
*0,04

1[1;1]
*0,04

инфильтрат  
субфасциальный

0 27[22;30] 
*0,05

19[15;26]
*0,05

10[6;10]
*0,05

24[18;26]
*0,05

21[18;22]
*0,05

16[13;25]
*0,05

53[41;56] 
*0,05

Примечание: * - уровень статистической значимости различий при сравнении с группой здоровых животных (группа 8) 
# - уровень статистической значимости различий при сравнении с группой животных с моделью артрита без лечения (группа 1)
Note: # - the level of statistical significance of differences when compared with a group of animals with an arthritis model without 

treatment (group 1)
* - the level of statistical significance of differences when compared with a group of healthy animals (group 8)
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ФНО-а наиболее активно экспрессировали 
остеокласты экспериментальных групп, а также лей-
коциты костного мозга и окружающего позвонки ин-
фильтрата. Здесь наилучшие показатели оказались 
в группах с инъекциями тоцилизумаба и комбинации 
олигонуклеотидов. 

Обсуждение. Скелетно-мышечные проявления 
РА не ограничиваются суставами. Заболевание 
обычно поражает мышечные и костные компар-
тменты, в частности, развивается остеопороз и сар-
копения [3]. Нами был проведен анализ изменений 
костной ткани при моделировании артрита на орган-
ном, тканевом и молекулярном уровнях. Изменения 
в диаметрах хвостов на протяжении эксперимента 
указали на наличие воспаления в области моде-
лирования артрита, а также на изменения в мета-
болизме костной ткани поврежденных позвонков 
в сторону торможения роста и ремоделирования 
кости в местах эрозий. Гистологически мы получи-
ли тому подтверждение, отметив наличие костных 
и хрящевых эрозий, изменения в межпозвоночных 
дисках, обильное воспаление как вокруг позвонка, 
так и в теле кости а также повышение экспрессии 
металлопротеиназ.

Воздействие воспаления на кость при ревмато-
идном артрите является исключительно разруши-
тельным. Повышенная резорбция костной ткани, а 
также замедление процесса костеобразования при-
водят к эрозии и деминерализации [3]. Нормальное 
ремоделирование костной ткани зависит от равнове-
сия в активности остеокластов и остеобластов. При 
РА клетками паннуса вырабатывается множество 
различных цитокинов, стимулирующих резорбцию 
кости посредством активации дифференцировки 
остеокластов, одновременно ингибируя созревания 
остеобластов и замедляя костеобразование [4].

Недавние исследования показали, что бло-
кирование ИЛ-6 в терапевтических целях при РА 
приводит не только к приостановлению деструкции 
костной и хрящевой ткани, но также и к частичному 
ее восстановлению. Уровни IL-6 в сыворотке крови 
до лечения ассоциировались с прогрессировани-
ем костной эрозии и репарации, что выявлялось 
с помощью магнитно-резонансной томографии и 
рентгенографии [5]. На животных такой эффект был 
подтвержден у трансгенных мышей: хроническая 
гиперэкспрессия IL-6 индуцировала у них изменения 
в кортикальной и трабекулярной микроархитектуре 
кости и препятствовала нормальному развитию 
костной ткани. IL-6 и его растворимый рецептор 
способны индуцировать экспрессию рецепторного 
активатора лиганда ядерного фактора-κB (RANKL) 
фибробластоподобными синовиоцитами, что приво-
дит к активации остеокластов и резорбции костной 
ткани. В недавних исследованиях было показано, 
что применение блокаторов ИЛ-6 ассоциировалось с 
увеличением маркера формирования костной ткани 
N-концевого пропептида проколлагена 1-го типа, 
повышением минерализации кости и снижением 
маркера резорбции кости С-концевого сшивающего 
тело пептида коллагена I типа [2]. 

В нашей работе блокирование синтеза ИЛ-6 
путем введения в область повреждения антисмыс-
ловых олигонуклеотидов привело к прекращению 
развития эрозии костной ткани при моделировании 
ревматоидного артрита. Блокирование провос-
палительных цитокинов приостановило остео-
кластогенез, во-первых, путем снижения синтеза 
активирующего его ИЛ-6, а во-вторых, вследствие 
снижения активации матриксных металлопртеиназ, 
посредством которых осуществляется резорбция 
экстрацеллюлярного матрикса кости и хрящей, что 
проявилось снижением их экспресии в кости. 

Экстрацеллюлярный матрикс представляет 
собой высокодинамическую межклеточную среду, 
тесно связанную с клеточным статусом. Процесс 
ремоделирования внеклеточного матрикса состоит 
из деградации и производства его элементов, ко-
торые регулируют различное клеточное поведение 
[6]. В области сустава ММП-1, 8 и 13 являются 
основными гидролазами, ответственными за рас-
щепление тканевых компонентов, а MMП-9 может 
дополнительно разрушать фрагменты коллагена 
типа II с образованием иммунодоминантного эпи-
топа [7]. Сообщалось, что при РА компоненты не-
коллагенового матрикса суставов могут разрушаться 
из-за повышенного уровня MMП-2, 3 и 9 [8], а также 
из-за деградации агрекана и белка хрящевого оли-
гомерного матрикса. MMP1 и 13, по-видимому, пре-
обладают при РА из-за их способности ограничивать 
скорость деградации коллагена [1].

При РА продукция металлопротеиназ осущест-
вляется несколькими типами клеток, такими как 
фибробластоподобные синовиоциты, остеокласты, 
эндотелиальные клетки, хондроциты и нейтрофи-
лы. Синовициты могут экспрессировать почти все 
MMП, за исключением MMП-8 и MMП-20. Паннус 
обладает способностью проявлять инвазивные 
свойства за счет экспрессии MMП-1, MMП-3 или 
MMП-10 и может продуцировать MMП-2 и индуци-
ровать MMП-9 для дальнейшего расщепления кол-
лагена хрящевого типа II и коллагена I костного типа 
в аутоиммунодоминантный эпитоп, таким образом, 
поддерживает агрессивный фенотип прогрессирую-
щего паннуса [1]. Остеокласты могут высвобождать 
MMП-3, 9, 10, 12, 14, вызывая разрушение кости 
[9]. Отмечено, что существует сильная корреляция 
между уровнями ММП-1, 3, 10 и деструкцией костей 
у больных РА [1].

В нашем исследовании нами было отмечено 
повышение экспрессии ММП-1 и 3 в остеокластах 
в субхондральной области позвонков. Их снижение 
отмечалось в группах с применением блокаторов 
ИЛ-6 и ФНОа. Это объясняется тем, что повышен-
ная экспрессия ММП связана с участием цитокинов 
в воспалительном процессе при РА. Ранее было 
обнаружено, что ФНОа индуцирует экспрессию 
MMП-2, 3, 8 и 9 через каскадный сигнальный путь 
киназ [1]. Анализируя полученные нами данные, 
мы заметили некоторую зависимость между силой 
экспрессии ФНОа и ММП-3, которая лучше всего 
прослеживалась в числе позитивных клеток в лим-
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фоидном инфильтрате. Данная зависимость хоть и 
не является очевидной, однако проведение корреля-
ционного анализа выявило статистически значимую 
положительную связь между силой экспреcсии этих 
двух показателей (r=0.4676 при р≤0,05).

Выводы. Основываясь на данных, полученных 
при изучении хвостовых позвонков крыс с моделью 
РА, мы пришли к заключению, что применение 
антисмысловых олигонуклеотидов замедляет раз-
витие воспаления, а также препятствует резорбции 
костной ткани в поврежденных костях. Наиболее 
эффективны в этом оказались инъекции АСО, бло-
кирующего ИЛ-6. Комбинация двух АСО показала 
себя наиболее эффективной в снижении активности 
матриксных металлопротеиназ, реорганизующих 
внеклеточный матрикс кости при РА, а также сни-
жение синтеза ФНОа. Электрофоретический способ 
введения препарата не только менее инвазивен, но 
и сам по себе улучшает гемодинамику в области 
повреждения и снижает воспаление.

Таким образом, можно заключить, что при-
менение антисмысловых олигонуклеотидов для 
коррекции модели ревматоидного артрита является 
сопоставимым по эффекту со стандартной терапи-
ей, останавливая резорбцию кости путем снижения 
активности остеокластов и продукции ими матрикс-
ных металлопротеиназ.
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