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Остеоартроз (ОА) является наиболее

распространенным заболеванием суставов,

особенно у пожилых людей, которое наносит

значительный социально-экономический

ущерб [1]. В настоящее время не существует

терапевтических средств, излечивающих ОА.

В руководствах Европейской ревматической

лиги (EULAR), Американской коллегии рев-

матологов (ACR) , Международного общества

по изучению остеоартроза (OARSI) рекомен-

О р и г и н а л ь н ы е  и с с л е д о в а н и я

Науч-практич ревматол 2012; 50(6): 33–37

Федеральное
государственное
бюджетное
учреждение «Научно-
исследовательский
институт
ревматологии» РАМН,
лаборатория генетики,
Москва

Laboratory of Genetics,
Research Institute of
Rheumatology, Russian
Academy of Medical
Sciences, Moscow

Контакты: Елена
Васильевна Четина
etchetina@mail.ru

Contact: Elena
Vasilyevna Chetina 
etchetina@mail.ru

Поступила 11.05.12

Нарушение регуляторных механизмов 
сигнального пути mTOR при остеоартрозе
Е.В. Четина, Е.А. Братыгина, Е.М. Зайцева, 
Е.П. Шарапова, Л.И. Алексеева, Н.В. Демин, С.А. Макаров

Цель – изучить характер нарушения регуляторных механизмов сигнального пути mTOR (mammalian target of

rapamycin) посредством мониторинга экспрессии генов в крови больных остеоартрозом (ОА) на разных ста-

диях заболевания. 

Материал и методы. В исследование включено 33 амбулаторных больных ОА, 14 больных ОА перед эндопро-

тезированием коленного сустава и 27 здоровых людей – контроль (средний возраст 58,0±7,4; 56,5±8,9

и 55,0±8,3 года соответственно). Общую РНК выделяли из крови и использовали для определения уровня

экспрессии генов в полимеразной цепной реакции в режиме реального времени для АМФ-активируемой

протеинкиназы (АМПК); фактора, индуцируемого гипоксией 1α (ФИГ1α); белков, лимитирующих скорость

гексозаминового сигнального пути, – глутамин-фруктозо-6-фосфатамидотрансферазы и ацетил-глюкозами-

нилтрансферазы, а также транспортера глюкозы GLUT1 и компонентов 6-й и 7-й ступеней гликолитическо-

го пути – глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы и фосфоглицерат киназы 1 соответственно; генов, связанных

с липогенезом, – синтазы жирных кислот (СЖК) и активностью пентозофосфатного пути – глюкозо-6-фос-

фат дегидрогеназы в крови больных ОА на разных стадиях заболевания. 

Результаты. Анализ экспрессии генов показал, что у больных ОА с низкой экспрессией гена mTOR (подгруп-

па LOW) экспрессия генов АГT и GLUT1 оказалась существенно ниже, а гена АМПК – выше, чем у здоровых

лиц. У больных ОА с высокой экспрессией гена mTOR (подгруппа HIGH) экспрессия всех исследуемых ге-

нов значительно повышена, за исключением гена СЖК, причем наибольшее превышение экспрессии по

сравнению с контрольными лицами наблюдалось в случае генов АМПК и ФИГ1α. У больных с поздней ста-

дией заболевания (подгруппа ES) экспрессия всех исследованных генов, включая ген СЖК, оказалась повы-

шенной по сравнению со здоровыми лицами.

Заключение. Развитие ОА сопровождается значительным снижением эффективности энергетического мета-

болизма. При этом у больных с низкой экспрессией гена mTOR недостаток энергии может быть связан

с ослаблением транспорта метаболитов в клетки. У больных с высокой экспрессией mTOR он может быть

обусловлен дефицитом конечного акцептора электронов – кислорода, а у больных на поздней стадии забо-

левания не исключено патологическое перераспределение энергетических субстратов в пользу липогенеза. 

Ключевые слова: остеоартроз, экспрессия генов, mTOR, энергетический метаболизм, кровь. 

IMPAIRED REGULATORY MECHANISMS OF THE mTOR SIGNALING PATHWAY IN OSTEOARTHROSIS
E.V. Chetina, E.A. Bratygina, E.M. Zaitseva, E.P. Sharapova, A.L. Alekseyeva, N.V. Demin, S.A. Makarov

Objective: to study the pattern of impaired regulatory mechanisms of the mammalian target of rapamycin (TOR) sig-

naling pathway, by monitoring gene expression in the blood of patients with osteoarthrosis (OA) at different stages of

the disease.

Subjects and methods. The study covered 33 outpatients with OA, 14 patients with this condition prior to knee joint

endoprosthesis, and 27 healthy individuals (controls) (mean age 58.0±7.4, 56.5±8.9, and 55.0±8.3 years, respective-

ly). Total RNA was isolated from their blood and used to determine the level of gene expression by a real-time poly-

merase chain reaction for AMP-activated protein kinase (AMPK), hypoxia-inducible factor-1α (HIF1α), the rate-

limiting proteins of the hexosamine signaling pathway – glutamine-fructose-6-phosphate amidotransferase and

acetylglucosaminyltransferase, as well as the glucose transporter GLUT1 and steps 6 and 7 glycolytic pathway compo-

nents – glucose-6-phosphate dehydrogenase and phosphoglycerate kinase-1, respectively; the lipogenesis-related

genes – fatty acid synthase (FAS) and the activity of the pentose phosphate pathway – glucose-6-phosphate dehydro-

genase in the blood of patients with OA at different stages of the disease. 

Results. Analysis of gene expressions showed that in the OA patients with a low expression of the mTOR gene (a LOW

subgroup), the expression of AGT and GLUT1 genes proved to be significantly lower and that of the AMPK gene was

higher than in the healthy individuals. In the OA patients with a high expression of the mTOR gene (a HIGH sub-

group), the expression of all the genes under study was much higher, except for the FAS gene; moreover, the greatest

expression excess as compared to the controls was observed for the AMPK and HIF1α genes. In the patients with end-

stage disease (an ES subgroup), the expression of all the study genes, including the FAS gene, turned out to be higher

than in the healthy individuals. 

Conclusion. The development of OA is accompanied by a considerable decrease in the efficiency of energy metabo-

lism. At the same time, in the patients with a low mTOR gene expression, energy deficiency may be due to decreased

cellular metabolite transport. It may be caused by the deficiency of the end electron acceptor oxygen in the patients

with a high mTOR gene expression and the pathological redistribution of energy substrate in favor of lipogenesis can-

not be ruled out in those with end-stage disease.
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дуется применение как фармакологических, так и нефар-

макологических средств для лечения этого заболевания.

Они, в частности, включают снижение массы тела (кото-

рое предполагает изменение структуры питания, а следо-

вательно, способно модифицировать метаболизм клеток),

а также использование таких модифицирующих заболева-

ние агентов, как глюкозамин и хондроитин сульфат, кото-

рые могут влиять на обменные процессы. 

В последние годы изменились представления о нут-

риентах – глюкозе, аминокислотах, жирных кислотах

и кислороде, которые обычно рассматривались как мета-

болическое топливо, используемое для производства вы-

сокоэнергетических молекул, таких как аденозинтрифос-

фат (АТФ) и НAД(Ф)H. Между тем эти соединения также

служат важными сигнальными молекулами в сложных

сигнальных путях, которые чувствительны к нутриентам.

Сигнальные пути нутриентов активируют сигнальные ка-

скады, которые регулируют различные ветви энергетиче-

ского метаболизма и вследствие этого влияют на рост кле-

ток, их пролиферацию и их выживание. В настоящее вре-

мя известны три основных сигнальных пути нутриентов:

mTOR (mammalian target of rapamycin) – СПМТ, аденозин-

монофосфат-активируемой протеин киназы (AMПK)

и гексозаминовый (СПГ) [2, 3]. 

Система СПМТ контролирует доступность внутри-

клеточных аминокислот, статус клеточной энергии и объе-

диняет эту информацию с внешними сигналами, поступа-

ющими от аминокислот, глюкозы или гормонов с рецепто-

ров на поверхности клеток. Сенсорная информация впо-

следствии биохимически анализируется и формирует ко-

ординированный ответ, который контролирует рост клеток

и пролиферацию, а также другие аспекты клеточных функ-

ций. Необходимость этого сигнального пути для регуляции

роста клеток и биосинтеза белка подтверждается тем, что

функция и компоненты СПМТ одинаковы у всех эукариот –

от дрожжей до млекопитающих [4].

Регуляция СПМТ относительно сложна и включает

множественные механизмы, такие как фосфорилирова-

ние, изменение локализации белка mTOR, регуляцию его

активности путем связывания с дополнительными бел-

ками цитоплазмы. Более того, эти регуляторные меха-

низмы находятся под контролем различных сенсоров

(и сигнальных путей), которые детектируют изменения

в доступности нутриентов – разветвленных аминокис-

лот, в особенности лейцина [5]; кислорода, посредством

фактора, индуцируемого гипоксией 1α (ФИГ1α) [6] или

глюкозы [7].

Нарушение транспорта глюкозы, который регулиру-

ется активностью белков-транспортеров из семейства

GLUT, или ее метаболизма может влиять на функциониро-

вание многих метаболических путей посредством измене-

ния экспрессии ключевых генов. К ним относятся гены,

кодирующие 6-ю и 7-ю ступени гликолитического пути

глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (ГПГ6ФД) и фосфогли-

церат киназу (ФГK1) [8], гены, кодирующие белки, лими-

тирующие скорость гексозаминового сигнального пути –

глутамин-фруктозо-6-фосфатамидотрансферазу (ГФAT)

и ацетил-глюкозаминилтрансферазу (АГT) [9], связанный

с начальной стадией липогенеза ген синтазы жирных кис-

лот (СЖК) [10], а также ген включения альтернативных пу-

тей распада глюкозы, например пентозофосфатного пути

с его ключевым ферментом глюкозо-6-фосфатдегидроге-

назой (ППГ6ФД) [8]. 

Кроме того, одним из наиболее важных регуляторов

СПМТ служит информация о внутриклеточном уровне

энергии, доступной для процессов роста и пролиферации

клеток, которая поступает от сигнального пути АМПК [11]

и суммирует данные об эффективности функционирова-

ния центральных путей генерации АТФ – гликолизе и ци-

кле трикарбоновых кислот. АМПК является гетеротример-

ной серин-треонин киназой, которая активируется при не-

достатке внутриклеточной энергии и стимулирует катабо-

лические пути для генерации АТФ, одновременно ингиби-

руя анаболические пути синтеза макромолекул (белков,

жирных кислот, липидов, холестерина и гликогена) [12].

В результате происходит восполнение уровня АТФ и вос-

становление гомеостаза энергии. Поэтому СПМТ является

общей мишенью для множественных сигналов от различ-

ных факторов внешней среды.

Наши предыдущие исследования показали, что зна-

чительное превышение активности СПМТ у больных ОА

связано с более тяжелым течением заболевания и является

прогностическим признаком необходимости эндопротези-

рования [13]. Напротив, у других больных ОА активность

этого сигнального пути была ниже, чем у здоровых лиц

Кроме того, ранее мы также обнаружили, что разрушение

коллагена суставного хряща при ОА можно подавить путем

активации гликолиза [14], что указывает на недостаточную

эффективность энергетического метаболизма у больных

ОА. В связи с этим, чтобы понять природу нарушений ак-

тивности сигнального пути mTOR при ОА, необходимо

оценить изменения в его регуляции. 

В данном исследовании изучалась экспрессия ге-

нов – регуляторов сигнального пути mTOR у больных ОА

на разных стадиях заболевания. Показано, что изменение

его функционирования обусловлено нарушением энерге-

тического метаболизма.

Материал и методы
Пациенты. Включено 33 амбулаторных больных ОА

в возрасте от 45 до 76 лет (средний возраст 58,4±7,4 года),

имеющих нормальную минеральную плотность костной тка-

ни (МПКТ), 14 больных ОА перед эндопротезированием ко-

ленного сустава в возрасте от 49 лет до 71 года (средний воз-

раст 56,5±8,9 года), а также 27 здоровых людей (контроль)

в возрасте от 42 до 74 лет (средний возраст 55,6±8,3 года). 

Выделение РНК, реакция обратной транскрипции и по-
лимеразная цепная реакция в режиме реального времени.
Из собранных образцов цельной крови, клеточных фрак-

ций и образцов сыворотки выделена общая РНК, которая

переведена в комплементарную ДНК посредством обрат-

но-транскриптазной (ОТ) реакции, как описано ранее [15]. 

Посредством количественной полимеразной цепной

реакции (ПЦР) в режиме реального времени в образцах пе-

риферической крови и хряща проведена оценка уровней

экспрессии ключевых генов, связанных с основными фа-

зами онтогенеза клетки: пролиферацией, аутофагией

и апоптозом [15]. Использовали готовые праймеры и зон-

ды для TaqMan-методики (Applied Biosystems Int., USA):

AMПK (Hs00272166_m1), АГT (Hs00269228_m1), ГФAT

(Hs00899865_m1), GLUT1 (Hs00197884_m1), ГПГ6ФД

(4333764), ФГK1 (Hs99999906_m1), СЖК

(Hs00188012_m1), ППГ6ФД (Hs00188728_m1), ФИГ1α
(Hs00936368_m1). β-Actin использовали в качестве гена до-

машнего хозяйства. Количественную оценку уровней

мРНК проводили на приборе 7300 (Applied Biosystems Int.,
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США), как описано ранее [15]. В системе ПЦР в реальном

времени относительная экспрессия каждого гена рассчи-

тывается по сравнению с контролем, который равен 1.

Результаты
Проведена оценка уровня относительной экспрессии

генов, кодирующих ключевые белки основных метаболи-

ческих путей, способных контролировать сигнальный путь

mTOR: АМПК, ФИГ1α, белков, лимитирующих скорость

гексозаминового сигнального пути, – ГФАТ и АГТ, транс-

портера глюкозы GLUT1 и компонентов 6-й и 7-й ступе-

ней гликолитического пути – ГПГ6ФД и ФГК1, генов,

связанных с липогенезом, – СЖК и активностью пентозо-

фосфатного пути – ППГ6ФД – в крови больных ОА на раз-

ных стадиях заболевания. 

Экспрессия генов в крови больных остеоартрозом
с низкой экспрессией гена mTOR (подгруппа LOW). Результа-

ты этих исследований показали, что у больных ОА с низ-

кой экспрессией гена mTOR (подруппа LOW) большинство

вышеперечисленных генов экспрессировалось на уровне

контроля (см. рисунок). Однако экспрессия генов АГT

и GLUT1 оказалась существенно ниже, а гена АМПК – вы-

ше, чем у здоровых лиц. Поскольку АМРК активируется

аденозинмонофосфатом (АМФ), который накапливается

в клетке в условиях недостатка АТФ, повышение экспрес-

сии АМПК свидетельствует о лимитировании энергетиче-

ского метаболизма в клетках крови данной подгруппы

больных ОА. Это сопровождалось существенным пониже-

нием экспрессии гена АГT. При нормальном уровне экс-

прессии его непосредственного предшественника – гена

ГФAT – это может приводить к накоплению в клетках ури-

дин дифосфата-N-ацетилглюкозамина [2, 3]. 

Экспрессия генов в крови больных остеоартрозом с вы-
сокой экспрессией гена mTOR (подгруппа HIGH). У больных

ОА с высокой экспрессией гена mTOR (подгруппа HIGH)

экспрессия всех исследуемых генов значительно повыше-

на, за исключением гена СЖК, экспрессия которого срав-

нима с группой контроля и подгруппой LOW (см. рису-

нок). Следует также отметить, что наибольшее превыше-

ние экспрессии по сравнению с контрольными лицами на-

блюдалось в случае генов АМПК и ФИГ1α (в 22 и 32 раза со-

ответственно). Это может свидетельствовать о недостаточ-

ной продукции энергии (АТФ), сопряженной с гипоксией.

Экспрессия генов в крови больных остеоартрозом перед
эндопротезированием (подгруппа ES). У больных с поздней

стадией заболевания (подгруппа ES) повышена экспрессия

всех исследованных генов, включая СЖК, по сравнению со

здоровыми лицами (см. рисунок). Это указывает на особую

роль гена СЖК и нарушения процесса синтеза жирных ки-

слот в ускорении разрушения суставного хряща и, в осо-

бенности, в развитии болевого синдрома [16, 17], приводя-

щих к необходимости эндопротезирования.
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Экспрессия генов ключевых метаболических путей, регулирующих сигнальный путь mTOR, в крови больных ОА на разных стадиях забо-
левания (а – и). С – здоровые лица, LOW – подгруппа больных ОА с низкой экспрессией гена mTOR; HIGH – подгруппа больных ОА с вы-
сокой экспрессией гена mTOR; ES – больные ОА на поздней стадии заболевания
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Обсуждение
У больных ОА в подгруппе LOW метаболические на-

рушения, приводящие к ингибированию гена mTOR, могут

быть связаны с недостаточностью энергетического метабо-

лизма, смещением баланса в сторону АМФ, что приводит

к активации сигнального пути АМПК – ингибитора mTOR

[18]. При этом лимитирование энергии, вероятно, обусло-

влено ослаблением транспорта глюкозы в клетку, посколь-

ку понижена экспрессия ее транспортера GLUT1, тогда как

экспрессия ключевых генов гликолиза ГПГ6ФД и ФГK1 не

отличается от контроля. 

Кроме того, в связи с подавлением экспрессии гена

АГT, катализирующего О-зависимое гликозилирование,

у данной группы больных возможно нарушение функций

сигнального пути гексозамина и, как следствие, снижение

энергетического метаболизма, роста клеток и их дифферен-

цировки, а также синтеза гликопротеинов, которые данный

ген контролирует [2, 19, 20]. Это также может способство-

вать избыточному накоплению УДФ-N-ацетилглюкозами-

на, который является высокоэнергетическим субстратом

и ковалентно модифицирует различные белки путем добав-

ления моносахарида (N-ацетилглюкозамина) в остатки се-

рина или треонина. Это приводит к нарушению всей систе-

мы О-зависимого гликозилирования, контролирующего

экспрессию многих генов, энергетический метаболизм,

клеточную дифференцировку и организацию цитоскелета

[2]. Не исключено, что в связи с избытком УДФ-N-ацетил-

глюкозамина больные данной подгруппы могут быть не-

чувствительны к препаратам, содержащим глюкозамин,

который широко используется для лечения ОА [21].

Высокая экспрессия гена mTOR сопровождается по-

вышенной экспрессией всех исследованных его ингибито-

ров и активаторов, поэтому трудно определить изначальную

причину нарушения. Наиболее важно, что сходный харак-

тер координированной экспрессии некоторых из этих генов

ранее наблюдался в исследованиях на животных и в культу-

рах хондроцитов. Так, отмечалось, что при повышении экс-

прессии ФИГ усиливался опосредованный Fas апоптоз хон-

дроцитов [22]. С другой стороны, повышение экспрессии

генов у больных ОА данной подгруппы может иметь адап-

тивное значение в ответ на воспаление, которое также ранее

наблюдалось у больных подгруппы HIGH [13], поскольку

показано, что искусственное повышение экспрессии ГФAT

в культуре хондроцитов предотвращало потерю протеогли-

канов в ответ на действие интерлейкина 1β [23]. Однако

данная подгруппа больных, кроме недостаточности АТФ

(приводящей к чрезвычайно высокой активации экспрес-

сии гена АМПК), также испытывает недостаток кислорода,

необходимого для клеточных процессов, о чем свидетельст-

вует сильное повышение экспрессии гена ФИГ1α, индуци-

руемого гипоксией. Наши данные о повышении экспрессии

АМПК согласуются с исследованиями in vitro с использовани-

ем культур хондроцитов человека, в которых усиление сиг-

нального пути АМПК также сопровождалось активацией

металлопротеиназ, разрушающих суставной хрящ [24]. Кро-

ме того, отмечалось увеличение экспрессии АМПК в услови-

ях гипоксии в культуре суставных хондроцитов свиньи [25]. 

Высокая экспрессия гена ППГ6ФД, которая может

быть обусловлена повышенной концентрацией ее субстра-

та – глюкозо-6-фосфата – при высокой экспрессии гена

GLUT1 приводит к генерации НАДФН в эндоплазматиче-

ской сети у больных подгруппы HIGH. НАДФН является

коферментом для редуктазной активности 11β-оксистеро-

ид дегидрогеназы типа 1, которая переводит глюкокорти-

коиды в активное состояние (кортизол) и инициирует

дифференцировку преадипоцитов, а в условиях избыточ-

ного питания – липогенез [26–28]. В связи с тем что при

этом может происходить накопление активных стероидов,

нельзя исключить, что больные данной подгруппы могут

быть нечувствительны к лечению глюкокортикоидами. 

Отличительной особенностью больных ОА на позд-

ней стадии заболевания является значительное повышение

экспрессии гена СЖК, продуктом которой является насы-

щенная пальмитиновая кислота [29]. Повышение экспрес-

сии этого гена свидетельствует о нарушении липогенеза

у таких пациентов [30, 31]. Пальмитат в клетках регулирует

162 гена, индуцирует апоптоз и старение многих типов кле-

ток [32]. Кроме того, пальмитоирование мембранных бел-

ков блокирует пролиферативную активность клеток [33].

Возможно, именно это нарушение метаболизма является

критическим для активного разрушения хряща, а также

для развития болевого синдрома у больных ОА [16, 17] на

поздней стадии заболевания. Эти данные также указывают

на то, что повышение экспрессии СЖК может служить до-

полнительным диагностическим признаком ускоренного

разрушения суставов у больных ОА.

Заключение
Таким образом, нами впервые исследованы измене-

ния экспрессии генов главных метаболических путей, ре-

гулирующих активность сигнального пути mTOR, а имен-

но: гликолиза, гипоксии, липогенеза, сигнального пути

АМФ-активируемой протеинкиназы, пентозофосфатного

и гексозаминового путей в крови больных ОА на разных

стадиях заболевания. Наши исследования показали, что

развитие ОА у всех исследованных групп больных сопрово-

ждается значительным снижением эффективности энерге-

тического метаболизма. При этом у больных с низкой экс-

прессией гена mTOR недостаток энергии может быть свя-

зан с ослаблением транспорта метаболитов в клетки.

У больных с высокой экспрессией mTOR он может быть

обусловлен дефицитом конечного акцептора электронов –

кислорода, а у больных на поздней стадии заболевания не

исключено патологическое перераспределение энергети-

ческих субстратов в пользу липогенеза. 

Полученные нами результаты могут быть использова-

ны в клинической практике. Так, понижение уровня экс-

прессии гена АГТ может быть признаком резистентности

к препаратам глюкозамина. Повышение экспрессии гена

СЖК может служить дополнительным прогностическим

признаком ускоренного разрушения сустава, а повышенная

экспрессия гена ППГ6ФД может быть признаком рези-

стентности к глюкокортикоидам. Кроме того, для восста-

новления функций и регуляции клеточного метаболизма

при ОА могут быть эффективны нутрицевтики, поскольку

у этих больных нарушено функционирование метаболиче-

ских путей, которые являются сенсорами нутриентов.
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