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Костная ткань представляет собой динамическую структуру с метаболической функ-
цией. Поддержание гомеостаза кости осуществляется за счет непрерывного процес-
са ее обновления, ремоделирования. При этом ряд патологических процессов, таких 
как ишемическая катастрофа, могут привести к нарушению баланса поддержания 
постоянства костной структуры. Одним из таких заболеваний является асептический 
некроз головки бедренной кости. В представленном исследовании выполнен анализ 
динамики экспрессии генов, участвующих в поддержании гомеостаза костной ткани, 
изменении гистологической картины при развитии асептического некроза головки 
бедренной кости у лабораторных крыс, не получавших генно-инженерных препара-
тов и на фоне применения ингибиторов биологического действия IL-6, TNF-α. После 
индукции асептического некроза в проксимальном эпифизе бедренной кости гисто-
логическая картина у животных разных групп была неодинаковой. Более сохранная 
костная архитектоника и больший объем костных пластинок зафиксированы у крыс, 
получавших генно-инженерные препараты по сравнению с животными без введения 
биологических агентов. У последних имела место и наиболее яркая картина осте-
одеструкции с усилением экспрессии генов провоспалительных цитокинов. У жи-
вотных на фоне применения ингибиторов биологического действия IL-6, TNF-α со 
второй недели после индукции асептического некроза мРНК профиль спонгиозной 
кости проксимального эпифиза бедра имел тенденцию усиления экспрессии генов 
остеорепарации. При этом наибольшее угнетение экспрессии генов остеокластоге-
неза получено у крыс после инъекции моноклонального антитела к рецептору IL-6.
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ВВЕДЕНИЕ

Костная ткань представляет собой динамическую структуру с метаболической 
функцией, а также является источником кальция, фосфора, большого количества фак-
торов роста, цитокинов и тесно взаимосвязана с гемопоэтической системой [1]. Под-
держание гомеостаза кости осуществляется за счет постоянного динамического про-
цесса ремоделирования, который обеспечивает обновление структурной организации, 
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приспособление к воздействиям внешних факторов. При этом костное ремоделирова-
ние может быть физиологическим, постоянно протекающим и репаративным, которое 
возникает вследствие повреждений [2]. Физиологическое ремоделирование обеспе-
чивается большим количеством внутриклеточных, межклеточных сигнальных путей, 
гормонами, а также другими регуляторными молекулами.

Цикл ремоделирования включает фазы покоя, резорбции, реверсии и неоостеогене-
за. Поддержание внутреннего гомеостаза осуществляется вследствие баланса между 
процессами резорбции устаревших участков костной ткани и образования новых. При 
этом цикл ремоделирования осуществляется за счет взаимодействия основных кле-
ток кости: остеобластов, остеоцитов, остеокластов. Ряд нозологических форм вызы-
вает смещение баланса динамического поддержания постоянства костной структуры. 
Одним из таких заболеваний является асептический некроз головки бедренной кости.

Основной этиологической причиной манифестации асептического некроза являет-
ся формирование зоны гипоперфузии головки бедренной кости. В молодом возрасте 
и у детей зона дефицита кровоснабжения проксимального эпифиза бедра (медиальная 
артерия, огибающая бедренную кость) возникает, как правило, вследствие травмы, од-
нако существуют заболевания, при которых причины нарушений в сосудистом русле 
остаются до конца не изученными.

Патогенез аваскулярного некроза включает в себя сложные нарушения регуляции 
формирования и резорбции кости, развивающиеся как вторичные изменения метаболиз-
ма кости после дебюта ишемической катастрофы, с экспрессией большого количества 
молекулярных паттернов в зависимости от стадии заболевания. Вследствие кислород-
ного голода в остеоцитах уже через 2–3 ч развиваются изменения в виде формирования 
ядерного пикноза, вакуолизации цитоплазмы, повреждения клеточной мембраны, в ко-
нечном итоге гибели клетки путем апоптоза [3]. Пикноз представляет собой необрати-
мую конденсацию хроматиновой сети в клетке, за которой следует фрагментация ядра. 
Утилизация остеоцитов происходит за счет работы остеокластов. Процессы несколько 
отличаются от классического фагоцитоза. Благодаря адгезивным белковым рецепторам-
интегринам происходит прикрепление активных остеокластов к костному матриксу. 
Зона резорбции герметична, межклеточное пространство закисляется с помощью эк-
зоцитоза кислого содержимого вакуолей. Кислая среда разрушает минеральный компо-
нент матрикса, органический компонент растворяется с помощью лизосомальных фер-
ментов остеокластов. Продукты резорбции, а также апоптические остеоциты удаляются 
из костных лакун по механизму трансцитоза мембранных везикул остеокластов. [4].

Наряду с этим активируются процессы неспецифического воспаления, вопрос 
о роли которого в регуляции процессов остеодеструкции и репарации после манифе-
стации асептического некроза остается крайне сложным. Центральную роль в воспа-
лительном ответе играют макрофаги. При этом макрофаги могут быть классически 
активированные (M1) и иметь провоспалительный фенотип, либо альтернативно ак-
тивированные (М2) и иметь противовоспалительный фенотип, что может определять 
разрушение либо восстановление тканей [5]. 

Субпопуляция макрофагов М1 первой обнаруживается в участках костного по-
вреждения [6]. Добавление к клеточной культуре макрофагов некротизированной кост-
ной ткани (фракция супернатанта, фракция костного осадка) приводило к повышению 
экспрессии провоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-6, TNF-α) и TLR4 [7]. При этом 
блокада TLR4 подавляла пролиферацию и миграцию провоспалительных цитокинов. 
Вероятно, TLR4 участвуют в механизмах распознавания некротизированных участков 
костной ткани. Гибель остеоцитов вследствие кислородного голода сопровождается 
экспрессией молекулярных паттернов, ассоциированных с повреждениями (DAMP). 
В свою очередь взаимодействие DAMP с TLR4 приводит к усилению экспрессии про-
воспалительных цитокинов, преобладанию провоспалительного фенотипа, миграции 
и активации М1-макрофагов, клеточной пролиферации.



171ВЛИЯНИЕ ГЕННО-ИНЖЕНЕРНЫХ ПРЕПАРАТОВ

Как было указано выше, манифестация асептического некроза головки бедренной 
кости связана с гипоперфузией проксимального эпифиза, которая сопровождается уси-
лением транскрипции гипоксически индуцированного фактора 1α (HIF-1α). Основ-
ное биологическое действие данной молекулы направлено на улучшение транспорта 
кислорода в клетки путем индукции ангиогенеза, эритропоэза. Однако в то же время 
сверхэкспрессия HIF-1α способствует выработке ряда медиаторов воспаления, вклю-
чая такие провоспалительные цитокины как IL-6, TNFα, IL1β [8]. Большое количество 
исследовательских работ указывают на повышенную концентрацию провоспалитель-
ных цитокинов на 1–2 стадиях асептического некроза головки бедренной кости [9, 10]. 
Таким образом, сверхэкспрессия HIF-1α, гибель остеоцитов вследствие гипоксиче-
ского повреждения способствуют активации каскада синтеза медиаторов воспаления.

Основным сигнальным путем, направленным на индукцию остеокластогенеза, яв-
ляется система рецептора активатора ядерного фактора NF-κβ, его лиганда и остеопро-
тегерина (RANK-RANKL-OPG) [11]. Связывание рецептора активатора NF-κβ (RANK) 
с его лигандом (RANKL) ведет к транслокации ядерного транскрипционного фактора 
NF-κβ в ядро прогениторных клеток остеокластов, их созреванию и активации. Про-
воспалительные цитокины способствуют усилению синтеза RANKL, индукции осте-
окластогенеза [12, 13]. По некоторым данным гистологические признаки активации 
остеокластов в виде визуализации лакун костной резорбции можно обнаружить уже 
через 72 ч после манифестации асептического некроза [14].

Биологическое действие провоспалительных цитокинов направлено не только на 
усиление остеорезорбции, но и на угнетение остеорепарации. Ряд исследователей 
связывает увеличение концентрации провоспалительного цитокина фактора некроза 
опухоли-α (TNF-α) со снижением жизнеспособности и индукции апоптоза остеобла-
стов [15, 16] Кроме того, цитокиновая сеть играет важную роль в регуляции остео-
бластогенеза. Такие цитокины как интерлейкин-10 (IL-10), IL-11, IL-18, интерферон-γ 
(IFN-γ) способствуют усилению остеобластогенеза, в то время как TNF-α, TNF-β, IL-
1α, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12, IL-13, IL-23, IFN-α, IFN-β выступают в качестве антиосте-
бластогенных факторов [17].

Остеобластогенез регулируется большим количеством сигнальных путей, включая 
канонический и неканонический wnt (winglus)/β катенин сигнального пути, JAK (Janus 
Kinase)/STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription), MAPK (протеинкиназа, 
активируемая митогенами), процессы фосфорилирования. Наиболее изученным явля-
ется Wnt/β-катенин-зависимый путь, связанный с процессами регенерации костной 
ткани. Связывание лиганда Wnt со своим мембранным рецептором приводит к транс-
локации β-катенина в ядро прогениторных клеток, усилению экспрессии остеобласто-
генного гена-мишени. В неактивном состоянии β-катенин фосфорилируется белками 
комплекса разрушения β-катенина, включая аксин. При этом одним из наиболее зна-
чимых медиаторов остеобластогенеза является связанный с Runt транскрипционный 
фактор 2 (RUNX2), который способствует дальнейшему усилению экспрессии осте-
областогенных маркеров остеобластов: транскрипционного фактора или остерикса 
(OSX), щелочной фосфатазы (ALP), коллагена 1-го типа (COL1A1), костных морфоге-
нетических белков (BMP). Провоспалительные цитокины, такие как TNF-α, IL-1α, IL-
6, ингибируют экспрессию остеобластогенных маркеров, включая RUNX2, OSX, ALP 
и COL1A1 в преостеобластогенных клетках, а также снижают интенсивность BMP-
индуцированного остеобластогенеза [10, 18]. Так, цитокины могут выступать в каче-
стве потенциальной терапевтической мишени при костно-деструктивных заболева-
ниях, хотя знания о взаимодействии цитокиновых цепей требуют большего изучения.

В то же время активация воспаления создает условия для дальнейшей регенерации. 
Исследования показали возможность перехода макрофагов из субпопуляции М1 в М2 
при изменении фенотипа. При воздействии противовоспалительных цитокинов, таких 
как IL-4, IL-13, макрофаги М1 могут преобразовываться в альтернативно активирован-
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ные макрофаги М2 [19]. Тем самым подавление биологического действия медиаторов 
воспаления на ранних стадиях асептического некроза с целью изменения фенотипа, 
альтернативной активации макрофагов, субпопуляции М2 и индукции репаративных 
процессов представляется логичным.

Таким образом, развитие неспецифического воспаления при манифестации ава-
скулярного некроза с каскадом экспрессии локальных регуляторных факторов, в том 
числе провоспалительных цитокинов, способствует смещению баланса ремоделиро-
вания костной ткани с усилением остеорезорбции и ингибированием остеорепарации. 
Блокирование биологического действия провоспалительных цитокинов на ранних ста-
диях асептического некроза может способствовать нормализации функционирования 
сигналинга, регулирующего костный гомеостаз, угнетению остеодеструкции, сохране-
нию костной ткани.

Цель исследования: сравнить влияние генно-инженерных препаратов ингибиторов 
биологического действия IL-6, TNFα на коррекцию мРНК профиля спонгиозной кости 
проксимального эпифиза бедра при развитии асептического некроза в эксперименте.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выполнено экспериментальное исследование на 27 самцах крыс линии Вистар мас-
сой 250 ± 25 г в возрасте 3-х месяцев. Всем животным проведено хирургическое вме-
шательство для индукции асептического некроза головки бедренной кости в виде на-
ложения плотной лигатуры из рассасывающегося шовного материала – викрила вокруг 
шейки бедренной кости для создания зоны гипоперфузии, а также введения в полость 
сустава 1.5 мл 2%-ного раствора реополиглюкина для увеличения внутрисуставного 
давления. Модель индукции асептического некроза головки бедренной кости защище-
на патентом Российской Федерации «Способ моделирования асептического некроза 
головки бедренной кости у лабораторных крыс» № 2773606 C1 от 06.06.2022. Живот-
ные были разделены на 3 группы: в первую группу вошли 9 животных, не получав-
ших препараты (группа сравнения); вторую группу составили 9 животных, которым 
проводились инъекции сарилумаба (Кевзара, производитель – Санофи-Винтроп Ин-
дастри, Франция) – лечебного моноклонального антитела (подтип IgG1) к рецептору 
IL-6 (первая основная группа); третья группа состояла из 9 животных, получавших 
инъекции препаратом этанерцепт (Энбрел, производитель – Пфайзер Мануфэкчуринг 
Белджиум НВ, Бельгия) – конкурентным ингибитором связывания фактора некроза 
опухоли (TNF-α) с его рецепторами на поверхности клетки  (вторая основная груп-
па). Животные выводились из эксперимента путем декапитации по 3 особи из каждой 
группы на 4-й, 6-й и 8-й неделе после хирургической индукции аваскулярного некроза.

Схема введения препаратов для второй и третьей исследуемых групп была иден-
тична, инъекции выполнялись каждые две недели с момента начала эксперимента, на 
2-й, 4-й и 6-й неделе. Однократная доза препаратов рассчитывалась как 15 мг на 1 кг 
массы тела. Дозировка генно-инженерных препаратов рассчитывалась исходя из реко-
мендаций по применению при ювенильных идиопатических артритах в качестве про-
тивовоспалительной терапии, при этом несколько превышала максимально рекомен-
дуемую. Данное превышение обусловлено малой массой животных и необходимостью 
большего подавления биологического действия провоспалительных цитокинов. Тем 
не менее во время выполнения экспериментальной работы ни у одного животного не 
наблюдалось нежелательных эффектов, побочных реакций на введение фармакологи-
ческих препаратов. Представленные дозы лечебных моноклональных блокаторов про-
воспалительных цитокинов также были использованы в модельных экспериментах на 
малых животных при исследовании их влияния на патологические процессы [20, 21].

У крыс всех исследуемых групп после выведения из эксперимента проводилась 
экстирпация обеих бедренных костей, со стороны асептического некроза и условно 
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здоровой, с последующим отсечением проксимального эпифиза. Головка бедренной 
кости разделялась на две равные части. Одна часть использовалась для гистологичес-
кого исследования, другая – для оценки мРНК профиля. Гистологический препарат 
подготавливался бескислотным способом в солях этилендиаминтетрауксусной кисло-
ты (ЭДТА), окрашивался гематоксилин-эозином. Для оценки морфометрических пока-
зателей использовалась программа ImageJ. Объем костных пластинок определен как 
пиксельное значение окрашенных пластинок.

Часть головки бедренной кости как пораженной асептическим некрозом, так и услов-
но здоровой использовалась для выделения суммарной РНК набором RNeasyMicroKit 
(QIAGEN, Германия) согласно протоколу производителя. Предварительно головка бе-
дренной кости обрабатывалась в 0.9%-ном растворе NaCl для удаления попутных фор-
менных элементов крови, РНК выделялась из спонгиозной кости. Качество и количест-
во выделенной  РНК определяли на спектрофотометре Qubit 4 (Invitrogen, США) путем 
оценки индекса RIQ (RNA Integrity and Quality) с использованием набора реагентов 
Qubit RNA IQ Assay Kit (Invitrogen, США).

Уровень экспрессии генов определяли методом количественной полимеразной 
цепной реакции (кПЦР) с обратной транскрипцией, используя набор High-Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit (4368814, Thermo Fisher Scientifi c, Waltham, MA, США). 
Праймеры были синтезированы на приборе ABI 3900 high-throughput DNA synthesiser 
(Thermo Fisher Scientifi c, Waltham, MA, США) компанией Евроген (Москва, Россия). 
Результаты кПЦР нормировали с помощью трех референсных генов actb, tbp, b2m в со-
ответствии с имеющимися рекомендациями. Экспрессию изучаемых генов рассчиты-
вали по методу 2-ΔΔСt и выражали в виде кратного изменения относительно экспрес-
сии референсных генов, далее обозначенных как ΔСt исследуемых генов. Особенности 
экспрессии исследуемых генов у животных основных групп и группы сравнения оце-
нивали по коэффициенту отношения ΔСt на условно здоровой и больной (некроз) ко-
нечностях. Исследовалась экспрессия генов: il4, il6, il1b, tnfa, tgfb, sp7, runx2, opn/spp1, 
bmp2, bglap, rankl, alpl, hif1α.

Статистическую обработку полученных результатов проводили в пакетах программ 
Statistica for WINDOWS фирмы StatSoftInc (США), версия 10.0 по правилам вариаци-
онной статистики. В исследовании были использованы крысы линии Вистар, содержа-
щиеся в одинаковых оптимальных условиях, поэтому W теста Шапиро – Уилка пока-
зал нормальное распределение. Количественные данные представляли в виде средней 
и стандартной ошибки (М ± m). Сравнение значений уровней метрических показате-
лей в несвязанных выборках проводили с помощью критерия Стьюдента. Вероятность 
ошибки первого уровня была принята за 5%, а второго уровня – за 20%, соответст-
венно уровень статистической значимости выявлялся при p < 0.05, что соответствует 
стандартным требованиям.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Гистологическое исследование продемонстрировало признаки развития остеодес-
труктивных процессов через 1 месяц после индукции асептического некроза у всех 
животных. Так, во всех исследуемых группах визуализировались пустые костные ла-
куны, активные остеокласты (рис. 1). Наблюдалась стратификация групп хондроци-
тов в гиалиновом хряще у животных группы сравнения, большая часть находилась 
в наружном слое, в то время как промежуточный характеризовался более низким со-
отношением клеток к аморфному веществу. У крыс первой и второй основных групп 
расположение хондроцитов в гиалиновом хряще было более упорядоченное. При этом 
статистической разницы по объему костной ткани у животных, получавших терапию 
генно-инженерными препаратами и группы сравнения получено не было.
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Спустя 6 недель эксперимента между группами наблюдались следующие различия. 
Проксимальный эпифиз бедренной кости у крыс группы сравнения терял сферичную 
форму, приобретал эллипсоидную. Потеря объема костных пластинок прогрессиро-
вала, визуализировалось большое количество пустых костных лакун, зон остеоре-
зорбции, активных остеокластов. Часть губчатого вещества замещалась плотной фи-
брозной тканью. Головки бедренных костей у животных первой основной группы 
характеризовались большим сохранением объема костных пластинок, чем у крыс груп-
пы сравнения. Имелись единичные лакуны костной резорбции, активные остеокласты. 
Наряду с этим визуализировались активные остеобласты. Гистологические препараты 
животных второй основной группы отобразили больший объем костных пластинок, 
чем в группе сравнения. Значительная часть хондроцитов располагалась в промежу-
точном слое (рис. 2).

Через 2 месяца после манифестации аваскулярного некроза в препаратах головок 
бедренных костей животных группы сравнения определялись признаки не только осте-
одеструктивных, но и остеорепаративных процессов. Так, на фоне замещения части 
губчатого вещества фиброзной тканью определялись активные остеобласты и участ-
ки минерализации костной ткани. В препаратах животных первой основной группы 
визуализировались признаки продолжающейся остеорепарации, фиксировалось боль-
шое количество активных остеобластов, полнокровных сосудов, минерализации кости. 
Остеорезорбтивные процессы имели меньшую интенсивность, чем в группе сравне-
ния, сохранялось большее количество костных пластинок, хондроциты в гиалиновом 
хряще располагались более равномерно, тем не менее у части хондроцитов визуализи-
ровались признаки деструкции ядер. Гистологическая картина в проксимальном эпи-
физе бедренных костей у крыс второй основной группы была схожа с первой основной 
группой. На фоне снижения объема костных пластинок определялись активные остео-
бласты, участки неоостеогенеза (рис. 3).

Рис. 1. Гистологические препараты через 4 недели после индукции асептического некроза. Окраска гема-
токсилин-эозин, ув. х 400. Группа 1: стратификация хондроцитов, большая часть находится в наружном слое 
суставного хряща. Группа 2: равномерное расположение хондроцитов. Группа 3: равномерное расположение 
хондроцитов.

Рис. 2. Гистологические препараты через 6 недель после индукции асептического некроза. Окраска гематок-
силин-эозин, ув. х 800. Группа 1: стрелочкой указаны активные остеокласты в зоне остеорезорбции. Группа 
2: стрелочкой указаны активные остеобласты. Группа 3: стрелочкой указаны активные остеобласты на фоне 
пустых костных лакун.
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Количественная оценка изменений объема костных пластинок отобразила следу-
ющее. В группе сравнения отмечалась прогрессирующая потеря объема костной тка-
ни от 4 к 6 неделям после хирургической индукции асептического некроза головки 
бедренной кости, с незначительным увеличением на 8-й неделе. Тенденция к потере 
объема костных пластинок в течение 6 недель эксперимента наблюдалась как в первой, 
так и второй основных группах. Однако получены значимые отличия между группой 
сравнения и основными группами на 6-й и 8-й неделях. При этом значимых отличий 
по показателям объема костной ткани между животными, получавшими терапию мо-
ноклональным блокатором IL-6 и ингибитором TNF-α, получено не было (табл. 1).

В целом гистологическое исследование выявило наиболее ярко протекающие про-
цессы остеодеструкции у крыс, не получавших биологические агенты. При этом осте-
орезорбтивные процессы прогрессирующе развивались от 4 к 6 неделям, первые при-
знаки остеорепарации зафиксированы лишь на 8-й неделе. Гистологическая картина 
у крыс, получавших моноклональный блокатор IL-6 и ингибитор TNF-α, была схожа. 
Остеодеструктивные процессы характеризовались меньшей интенсивностью, хондро-
циты гиалинового хряща сохраняли в большей степени нормальное расположение, ко-
личество лакун костной резорбции было меньше, чем у крыс группы сравнения. При 
этом уже с 6-й недели после хирургической индукции аваскулярного некроза в первой 
и второй основных группах визуализировались признаки остеорепарации.

Изменение мРНК профиля генов, участвующих в регуляции костного гомеостаза, 
могло определять активность остеодеструктивных и остеорепаративных процессов при 
развитии асептического некроза головки бедренной кости. Первые четыре недели по-
сле индукции аваскулярного некроза у крыс, не получавших лечение (группа сравне-
ния), сопровождались угнетением экспрессии гена щелочной фосфатазы (alpl) на фоне 
сверхэкспрессии гена секретируемого фосфопротеина 1 (spp1). Белок, кодируемый ге-
ном spp1, обладает высокой аффинностью к гидроксиапатиту и мембранным белкам 
остеокластов, тем самым участвуя в адгезии активных остеокластов к костному матрик-

Рис. 3. Гистологические препараты через 8 недель после индукции асептического некроза. Окраска гематок-
силин-эозин, ув. х 800. Группа 1: стрелочкой указан участок замещения костной ткани фиброзной. Группа 
2: – стрелочкой указаны активные остеобласты, остеоциты в костных лакунах. Группа 3: стрелочкой указан 
полнокровный сосуд.

Таблица 1. Гистологические показатели объема костных пластинок (%)

Недели 
эксперимента

Группа 
сравнения

Первая основная 
группа

Вторая основная 
группа

p-value

4 недели 31.45 ± 1.03 33.67 ± 1.43 32.77 ± 1.23 > 0.05

6 недель 23.03 ± 1.23 30.78 ± 1.32 30.22 ± 1.21 0.02*

8 недель 24.43 ± 1.29 31.66 ± 1.36 31.19 ± 1.31 0.03*
* – p < 0.05.
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су в процессе остеорезорбции. У крыс первой основной группы экспрессия гена alpl, 
напротив, была повышена. Вместе с тем усиливалась активность генов, участвующих 
в остеорепаративных процессах, таких как гена трансформирующего фактора роста β 
(tgfβ), гена остеокальцина (bglap). У крыс второй основной группы фиксировалось уве-
личение экспрессии гена spp1, а также гена транскрипционного фактора (Sp7) (табл. 2).

Через 6 недель после индукции асептического некроза у крыс группы сравнения 
становится очевидна роль неспецифического воспаления в патогенезе асептического 
некроза головки бедренной кости. Усиливалась экспрессия генов провоспалительных 
цитокинов (il6, tnf-α). Вместе с этим синергично увеличилась активность гена одной из 
ключевых молекул остеокластогенеза – лиганда рецептора активатора ядерного факто-
ра κβ (rankl). При этом также увеличилась экспрессия генов runx2, alpl на фоне угне-
тения spp1. В то же время профиль мРНК спонгиозной кости проксимального эпифиза 
со стороны асептического некроза у крыс, получавших инъекции моноклонального 
блокатора IL-6 (первая основная группа), характеризовался увеличением активности 
генов, направленных на остеорепаративные процессы. Увеличивалась экспрессия ге-
нов остеоиндукции, таких как bmp2, alpl, sp7, tgfb. Активность гена il-6 значительно 
угнеталась. У крыс, получавших инъекции ингибитора TNF-α (вторая основная груп-
па), в головках бедренных костей со стороны асептического некроза увеличивалась 
экспрессия как генов остеорезорбтивного, так и остеорепаративного действия. Кроме 
того, произошло избирательное подавление экспрессии tnf-α при значимо неизменен-
ной экспрессии il6. Выявлено снижение экспрессии регуляторной молекулы сигналь-
ного пути остеокластогенеза (rankl) при усилении экспрессии генов, кодирующих бел-
ки остеокластогенеза (bmp2, runx2, sp7) (табл. 3).

Через 8 недель после хирургической индукции асептического некроза головки бе-
дренной кости у крыс группы сравнения оставалась повышенной активность генов 
провоспалительных цитокинов (il6, tnf-α). Также была увеличена экспрессия гена spp1. 
Наряду с этим увеличилась экспрессия генов индукции остеобластогенеза и усиления 

Таблица 2. Изменение мРНК профиля проксимального эпифиза бедренных костей через 
4 недели после индукции асептического некроза (кратность изменения относительно 
экспрессии референсных генов)

Ген Группа сравнения 1-я основная группа 2-я основная группа

bmp2 1.097 + 0.219 0.831 + 0.137 0.704 + 0.208

alpl 0.484 + 0.095 2.445 + 0.738* 1.001 + 0.324

hif1α 1.031 + 0.563 0.342 + 0.059* 0.765 + 0.249

rankl 1.216 + 0.609 1.157 + 0.583 0.887 + 0.291

runx2 0.934 + 0.319 0.891 + 0.204 1.051 + 0.318

sp7 1.051 + 0.421 1.774 + 0.538 3.056 + 1.147*

bglap 0.684 + 0.137 3.637 + 0.926* 0.622 + 0.237

spp1 7.691 + 1.823 0.624 + 0.137* 2.828 + 0.957*

tgfβ 0.964 + 0.371 3.092 + 0.957* 0.943 + 0.326

tnf-α 1.142 + 0.296 0.806 + 0.172 1.367 + 0.473

il6 1.125 + 0.325 0.79 + 0.148* 0.835 + 0.285
 * – значимое различие с группой сравнения, p < 0.05.
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метаболизма кости (bmp2, alpl). У крыс первой основной группы наиболее активны 
были гены остеобластогенеза (bmp2, runx2, sp7). При этом профиль мРНК со стороны 
асептического некроза наиболее соответствовал условно-здоровой стороне из всех ис-
следуемых групп. У животных из второй основной группы значительно усиливалась 
экспрессия генов остеоиндукции (bmp2, alpl, sp7, bglap, tgfβ). Однако наряду с этим 
усиливалась экспрессия гена rankl (табл. 4). Необходимо отметить, что  через 2 меся-
ца эксперимента у животных, получавших ингибитор как IL-6, так и TNF-α, значимо 
снизилась экспрессия генов tnf-a и il6. Тем самым оба лечебных моноклональных ан-
титела в длительном временном промежутке блокируют несколько провоспалитель-
ных цитокинов (как IL-6, так и TNF-α), возможно, за счет плейотропного эффекта. 

Эффективность применения лечебных моноклональных антител у животных мож-
но связать со значительной схожестью генома лабораторных крыс и человека, которая 
составляет до 90% [22]. Кроме того, рекомбинантные лечебные моноклональные ан-
титела представляют собой легкие и/или тяжелые участки фрагментов, распознающих 
эпитоп (fragment antibody – Fab) иммуноглобулинов, лишенных всех остальных участ-
ков, в том числе связывающих компоненты комплемента. Это снижает их видоспе-
цифичность. Кроме того, многочисленные экспериментальные работы, посвященные 
исследованию терапевтического влияния ингибирования биологического действия 
провоспалительных цитокинов, выполненные на лабораторных крысах с использова-
нием лечебных моноклональных антител, подтверждают рациональность использова-
ния данной группы препаратов [17, 20, 21]. 

В целом изменения гистологической картины и профиля мРНК по мере развития 
асептического некроза головки бедренной кости от 4 к 8 неделям свидетельствуют об 
активности неспецифического воспаления, прогрессивном усилении остеокластогене-
за, остеорезорбтивных процессов у крыс группы сравнения от 4 к 6 неделям. Акти-
вация остеобластогенеза, начало остеорепарации зафиксировано лишь на 8-й неделе 
после индукции аваскулярного некроза, в то время как у животных, получавших инъ-

Таблица 3. Изменение профиля мРНК проксимального эпифиза бедренных костей через 6 
недель после индукции асептического некроза (кратность изменения относительно экспрессии 
референсных генов)

 Ген Группа сравнения 1-я основная группа 2-я основная группа

bmp2 1.613 + 0.419 2.462 + 0.816* 7.141 + 1.918*

alpl 2.394 + 0.751 2.936 + 0.973 3.005 + 1.018

hif1α 0.768 + 0.143 1.287 + 0.419 0.928 + 0.316

rankl 11.076 + 3.054 1.019 + 0.326* 7.913 + 2.168*

runx2 3.831 + 0.904 0.501 + 0.118* 9.086 + 3.017*

sp7 1.998 + 0.673 3.095 + 1.008* 8.672 + 2.735*

bglap 0.702 + 0.179 1.043 + 0.307 1.659 + 0.548

spp1 0.447 + 0.103 2.297 + 0.713* 1.014 + 0.351

tgfβ 0.943 + 0.319 2.331 + 0.784* 1.637 + 0.486

tnf-α 14.471 + 4.107 1.918 + 0.607* 2.321 + 0.769*

il6 3.844 + 0.916 0.054 + 0.014* 3.962 + 1.253
 * – значимое различие с группой сравнения, p < 0.05.
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екции генно-инженерными препаратами блокаторов биологического действия про-
воспалительных цитокинов, наблюдалось менее значительное развитие воспаления 
и наряду с этим менее интенсивные процессы остеодеструкции. Остеорепарация на 
фоне сверхэкспрессии генов остеоиндуктивного действия зафиксирована на 6-й и 8-й 
неделях патогенеза аваскулярного некроза как у крыс первой, так и второй основной 
групп. Профиль мРНК наиболее соответствовал условно-здоровой конечности у крыс, 
получавших инъекции моноклональным блокатором IL-6.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Коррекция нарушений сигналинга регуляции костного гомеостаза при развитии 
аваскулярного некроза головки бедренной кости занимает ведущую роль в разработке 
таргетной терапии, направленной на угнетение остеорезорбции и усиление остеорепа-
рации [20, 21, 23]. Разработка биоинженерных стратегий терапии костной деструкции 
включает в себя применение генно-инженерных препаратов, направленных на норма-
лизацию функционирования сигнальных путей остеогенеза путем ингибирования тех 
или иных патологических молекулярных паттернов [3].

Изменения профиля мРНК спонгиозной кости проксимального эпифиза бедра по 
мере развития асептического некроза напрямую влияло на активность остеорезорбции 
и остеорепарации в представленном исследовании. Течение асептического некроза 
головки бедренной кости у крыс, не получавших лечение, сопровождалось прогрес-
сирующим развитием остеодеструктивных процессов с усилением экспрессии генов 
провоспалительных цитокинов, остеокластогенеза от 4 к 8 неделям. При этом при-
знаки остеорепаративных процессов с увеличением активности генов остеогенеза 
отмечались лишь на 8-й неделе. Терапия генно-инженерными препаратами способст-
вовала ингибированию воспаления, угнетению экспрессии генов провоспалительных 
цитокинов, остеокластогенеза, усилению остеорепаративных процессов, активности 

Таблица 4. Изменение профиля мРНК проксимального эпифиза бедренных костей через 
8 недель после индукции асептического некроза (кратность изменения относительно 
экспрессии референсных генов)

Ген Группа сравнения 1-я основная группа 2-я основная группа

bmp2 2.602 + 0.803 2.373 + 0.805 3.852 + 1.243*

alpl 2.087 + 0.657 1.457 + 0.432* 4.206 + 1.917*

hif1α 0.549 + 0.153 0.989 + 0.328 1.551 + 0.527

rankl 1.804 + 0.604 1.884 + 0.579 3.119 + 1.036*

runx2 1.276 + 0.428 2.145 + 0.692* 1.835 + 0.672

sp7 1.491 + 0.501 2.087 + 0.713* 4.457 + 1.035

bglap 1.695 + 0.539 1.868 + 0.617 8.023 + 2.907*

spp1 3.127 + 1.012 0.962 + 0.329* 0.518 + 0.174

tgfβ 1.013 + 0.326 1.464 + 0.507 8.331 + 2.841*

tnf-α 13. 62 + 4.084 1.316 + 0.436* 1.766 + 0.724*

il6 15.927 + 5.247 1.458 + 0.519* 0.218 + 0.086*
* – значимое различие с группой сравнения, p < 0.05.
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генов остеоиндукции. Однако профили мРНК головок бедренных костей у крыс пер-
вой и второй основных групп имели отличия.

Первые 4 недели после индукции асептического некроза сопровождались наиме-
нее выраженными изменениями в профиле мРНК. У крыс, не получавших лечение, 
усиливалась активность гена spp1, кодирующего белок адгезии остеокластов к костно-
му матриксу. Увеличение экспрессии представленного гена может свидетельствовать 
об усилении активности остеорезорбции. При этом других значительных изменений 
в профиле мРНК не было обнаружено.

Терапия моноклональным блокатором IL-6 у крыс первой основной группы спо-
собствовала ингибированию экспрессии гена il6 на весь период эксперимента. мРНК-
профиль головки бедренной кости отличался от группы сравнения в первую очередь 
большей активацией генов остеоиндукции. Так, уже первые 4 недели эксперимента 
сопровождались усилением экспрессии генов alpl, bglap, tgfb, кодирующих белки осте-
огенеза, ангиогенеза, метаболизма костной ткани. При этом стоит отметить ингибиро-
вание активности гена hif-1α. Белок HIF-1α рассматривается рядом авторов как один из 
наиболее важных пусковых факторов каскада развития остеодеструктивных процессов 
[8, 24]. Так, ранее выполненное исследование отобразило сверхэкспрессию данного 
гена при манифестации аваскулярного некроза головки бедренной кости у крыс линии 
Вистар [25].

У крыс, получавших инъекции ингибиторов активности TNF-α, активность гена 
spp1 была повышена так же, как у животных, не получавших терапии. Однако наряду 
с этим усиливалась экспрессия гена медиатора остеобластогенеза sp7. Представленные 
результаты могут свидетельствовать о влиянии ингибирования воспаления не только 
на интенсивность остеокластогенеза, но и остеоиндуктивные процессы.

Последующие 6 недель наиболее очевидно продемонстрировали значимость не-
специфического воспаления в процессах регуляции костного гомеостаза. Сверхэкс-
прессия генов провоспалительных цитокинов (il6, tnf-α) у крыс группы сравнения 
сопровождалась значительным повышением активности гена rankl. Известно, что про-
воспалительные цитокины обладают прорезорбтивным эффектом. При этом биологи-
ческое действие таких цитокинов, как IL-6, TNF-α обладает синергизмом. Увеличение 
концентрации IL-6, TNF-α стимулирует выработку RANKL стромальными клетками 
и остеокластами, что, в свою очередь, приводит к активации сигнального пути RANK-
RANKL-OPG и усилению остекластогенеза. Усиление остеодеструкции подтвержда-
ется данными гистологического морфометрического исследования. Наряду с этим 
усиливалась экспрессия гена runx2, кодирующего один из ключевых медиаторов осте-
областогенеза. Однако остеорепаративных процессов по данным гистологии не было 
зафиксировано, что может говорить о недостаточной активности лишь одного из меди-
аторов остеоиндукции.

У крыс первой основной группы сохранялась сверхэкспрессия генов, направлен-
ных на усиление остеорепарации, так, увеличивалась экспрессия генов основных ме-
диаторов остеобластогенеза bmp2, sp7, гена трансформирующего фактора роста (tgfb), 
кодирующего протеин ангиогенеза, гена щелочной фосфатазы (alpl), способствующего 
усилению метаболических процессов в костной ткани. Экспрессия гена il6 была зна-
чительно угнетена, хотя отмечалось увеличение экспрессии гена другого провоспали-
тельного цитокина tnf-α. Тем не менее экспрессия гена rankl не отличалась от условно-
здоровой конечности. Особенности мРНК-профиля соответствовали гистологической 
картине в препаратах головок бедренных костей. Остеодеструктивные процессы носи-
ли значительно менее выраженный характер, чем у крыс, не получавших терапию, при 
этом уже на 6-й неделе визуализировались признаки остеорепарации.

Усиление экспрессии генов, направленных на усиление остеогенеза (bmp2, alpl, 
runx2, sp7), отмечалось также у животных второй основной группы. При этом ин-
тенсивность активности представленных генов была выше, чем у животных первой 
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основной группы. Однако наряду с этим экспрессия генов провоспалительных цито-
кинов (il-6, tnf-α), а также гена rankl была также повышена. Гистологическая картина 
отличалась от группы сравнения менее выраженными процессами остеодеструкции, 
в то же время изменения в головках бедренных костей у крыс первой и второй основ-
ных групп не имели ярких отличий.

Через 2 месяца после манифестации асептического некроза в препаратах головок 
бедренных костей у животных группы сравнения визуализировались признаки кост-
ной регенерации. При этом мРНК-профиль характеризовался усилением экспрессии 
гена bmp2, кодирующего ключевой медиатор остеобластогенеза, alpl, увеличение кон-
центрации щелочной фосфатазы может свидетельствовать об усилении интенсивности 
процессов минерализации кости. Кроме того, незначительно усилилась активность ге-
нов sp7, bglap, которые также могут выступать в качестве маркеров остеобластогене-
за. Однако сохранение увеличенной экспрессии генов провоспалительных цитокинов 
(tnf-α, il6) подтверждает пролонгированное влияние воспаления на регуляцию костно-
го гомеостаза.

Профиль мРНК у крыс первой основной группы сохранял признаки преобладания 
экспрессии генов остеоиндукции. К сохраняющим повышенную активность генам 
bmp2, sp7 добавилась сверхэкспрессия гена runx2. Так, экспрессия всех из исследу-
емых генов, кодирующих белки остеобластогенеза, через 2 месяца после индукции 
асептического некроза головки бедренной кости была повышена на фоне приема мо-
ноклонального блокатора IL-6. При этом гистологическая картина характеризовалась 
большим сохранением объема костных пластин, чем у крыс, не получавших лечение, 
наличием признаков активной реваскуляризации, остеорепарации.

Сверхэкспрессия генов остеоиндуктивной направленности (bmp2, alpl, runx2, sp7) 
сохранялась через 8 недель после индукции асептического некроза у животных, полу-
чавших терапию ингибитором активности TNF-α. В то же время увеличенная актив-
ность гена rankl может свидетельствовать об интенсивном остеокластогенезе. Тем не 
менее гистологическая картина препаратов головок бедренных костей указывала на 
активные остеорепаративные процессы на фоне слабо выраженной остеодеструкции. 
Логично предположить, что на уровне межклеточных взаимодействий более интенсив-
ный остеобластогенез может подавлять активность остеокластогенеза.

Таким образом, разработка таргетной терапии асептического некроза головки бе-
дренной кости позволит значительно улучшить результаты лечения. Применение 
генно-инженерных препаратов ингибиторов биологического действия провоспа-
лительных цитокинов на ранних стадиях асептического некроза с целью угнетения 
остеодеструктивных процессов, усиления остеорепарации является перспективным 
направлением дальнейшего изучения. Экономическая составляющая клинического 
применение генно-инженерных препаратов сопряжена с высокой стоимостью данной 
группы лекарственных средств. Тем не менее затраты на хирургическое лечение, реа-
билитацию пациентов, а в некоторых случаях повторные оперативные вмешательства 
могут в несколько раз превышать затраты на использование патогенетически обосно-
ванной терапии. 

Выполненное исследование отобразило, что наиболее яркая картина остеодеструк-
ции с усилением экспрессии генов провоспалительных цитокинов, остеокластогенеза 
от 4-й к 8-й неделям эксперимента наблюдалась у животных, не получавших лечения. 
Большее сохранение костной архитектоники и объема костных пластин зафиксиро-
ваны у крыс, получавших терапию генно-инженерными препаратами ингибирования 
биологического действия провоспалительных цитокинов IL-6, TNF-α. мРНК-профиль 
головок бедренных  костей у животных первой и второй основных групп имел тенден-
цию усиления экспрессии генов остеорепарации по сравнению с группой сравнения. 
Однако активность генов остеогенеза у животных с применением разных вариантов 
терапии имела отличия. Наибольшее угнетение экспрессии генов провоспалительных 
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цитокинов, остеокластогенеза получено у крыс, получавших инъекции моноклональ-
ным блокатором IL-6. Тем не менее следует учитывать, что особенности регуляции 
процессов остеорезорбции, остеорепарации на молекулярно-клеточном уровне не 
определяются изолированными изменениями в экспрессии генов медиаторов сигналь-
ных путей остеокластогенеза, остеобластогенеза. Синтез некоторых регуляторных 
протеинов кодируется на посттрансляционном уровне с задействованием альтернатив-
ного сплайсинга. Так, эффективность применения различных групп генно-инженер-
ных препаратов, особенности взаимодействия цитокинов сетей, способы коррекции 
нарушений регуляции костного гомеостаза при развитии асептического некроза требу-
ют дальнейшего изучения.

Вывод: Применение генно-инженерных препаратов ингибиторов биологического 
действия провоспалительных цитокинов IL-6, TNF-α способствовало снижению ак-
тивности процессов остеодеструкции, усилению остеорепарации при развитии асеп-
тического некроза головки бедренной кости. Наиболее эффективно угнетал активность 
экспрессии генов провоспалительных цитокинов, остеокластогенеза препарат моно-
клонального блокатора IL-6.
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Effect of Genetically Engineered Drugs in Aseptic Necrosis of the Femoral Head in Rats

N. A. Shabaldina, *, A. V. Sinitskayab, L. N. Igishevaa, b, L. A. Bogdanovb, 
and A. V. Shabaldina, b

aKemerovo State Medical University, Kemerovo, Russia
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Bone tissue is a dynamic structure with a metabolic function. The maintenance of bone 
homeostasis is carried out due to the continuous process of its renewal, remodeling. At 
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the same time, a number of pathological processes, such as ischemic catastrophe, can lead 
to a violation of the balance of maintaining the constancy of the bone structure. One of 
these diseases is aseptic necrosis of the femoral head. The presented study analyzes the 
dynamics of expression of genes involved in maintaining bone tissue homeostasis, changes 
in the histological picture during the development of aseptic necrosis of the femoral 
head in laboratory rats that did not receive genetically engineered drugs and against the 
background of the use of inhibitors of biological action IL-6, TNF-α. After induction of 
aseptic necrosis in the proximal epiphysis of the femur, the histological picture in animals 
of different groups was not the same. More preserved bone architectonics and a larger 
volume of bone plates were recorded in rats receiving genetically engineered drugs 
compared to animals without the introduction of biological agents. The latter also had 
the most vivid picture of osteodestruction with increased expression of proinfl ammatory 
cytokine genes. In animals, against the background of the use of drugs of inhibitors of the 
biological action of IL-6, TNF-α, from the second week after induction of aseptic necrosis 
of the mRNA, the profi le of the spongiose bone of the proximal epiphysis of the femur 
tended to increase the expression of osteoreparation genes. At the same time, the greatest 
inhibition of osteoclastogenesis gene expression was obtained in rats after injection of a 
monoclonal antibody to the IL-6 receptor.

Keywords: aseptic necrosis, genetically engineered drugs, IL-6 monoclonal blocker, 
TNF-α inhibitor, bone homeostasis genes
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