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Молекулярные механизмы 
ингибирования активности расщепления
коллагена деферриоксамином 
в хряще больных остеоартритом
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Цель – изучить молекулярные механизмы, обусловливающие подавление коллагеназной активности в при-

сутствии деферриоксамина (ДФО) в эксплантатах суставного хряща больных остеоартритом (ОА).

Материал и методы. Исследовали хрящ коленных суставов 33 больных ОА (средний возраст 61,6±10,3 года),

полученный при эндопротезировании, и хрящ 25 человек, не страдавших ОА (средний возраст 40±6,1 года),

полученный при аутопсии. Хрящ культивировали в присутствии 10 мкМ ДФО. Экспрессию генов в эксплан-

татах хряща определяли посредством обратно-транскриптазной и полимеразной цепной реакции в режиме

реального времени. 

Результаты и обсуждение. Снижение коллагеназной активности в присутствии ДФО в эксплантатах суставно-

го хряща больных ОА, которое было нами показано ранее, сопровождалось значительным ингибированием

экспрессии матриксных металлопротеиназ 13 и 1, а также катепсина К, обладающих коллагеназной актив-

ностью, а также маркера гипертрофии хондроцитов коллагена Х типа и провоспалительных цитокинов ин-

терлейкина 1β и фактора некроза опухоли α. ДФО не изменял уровни экспрессии генов фосфоглицератки-

назы и пируваткиназы, отвечающих за продукцию аденозинтрифосфата (АТФ) в гликолизе, а также транс-

портера глюкозы Glut 1. Напротив, экспрессия генов, связанных с генерацией АТФ в цикле трикарбоновых

кислот: изоцитратдегидрогеназы, сукцинатдегидрогеназы, α-кетоглутаратдегидрогеназы и малатдегидроге-

назы, а также аденозинмонофосфат-активируемой протеинкиназы (АМПК), значительно повышалась. Экс-

прессия АМПК в суставном хряще больных ОА была значительно ниже, чем у здоровых лиц.

Заключение. Ингибирование расщепления коллагена в присутствии ДФО в эксплантатах суставного хряща

больных ОА, которое сопровождалось значительным снижением экспрессии протеаз, ответственных за

деструкцию внеклеточного матрикса, провоспалительных цитокинов и гипертрофии хондроцитов, обуслов-

лено повышением активности митохондриального окислительного фосфорилирования в хондроцитах.
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MOLECULAR MECHANISMS OF INHIBITION OF COLLAGEN CLEAVAGE ACTIVITY 
BY DEFEROXAMINE IN THE CARTILAGE OF PATIENTS WITH OSTEOARTHRITIS 

Chetina E.V.1, Markova G.A.1, Logunov A.L.1, Kolomatsky V.V.1, Naryshkin E.A.1, Makarov S.A.1, Kuzin A.N.2

Objective: to study the molecular mechanisms underlying the suppression of collagenase activity in the presence of

deferoxamine (DFO) in articular cartilage explants from patients with osteoarthritis (OA).

Subjects and methods. The knee joint cartilage obtained during arthroplasty from 33 patients (mean age, 61.8±10.3

years) with OA, and that derived at autopsy from 25 people (mean age 40±6.1 years) without this disease were investi-

gated. The cartilage was cultured in the presence of 10 μm DFO. The gene expression in the cartilage explants was

determined by real-time reverse transcriptase and polymerase chain reaction.

Results and discussion. The reduced collagenase activity in the presence of DFO in the articular cartilage explants

from patients with OA, which had been shown earlier, was accompanied by the significantly inhibited expression of

matrix metalloproteinases 1 and 13 and cathepsin K, which had collagenase activity, as well as the marker of hyper-

trophic chondrocytes, such as X type collagen, and the proinflammatory cytokines interleukin-1β and tumor necrosis

factor-α. DFO did not change the expression levels of the phosphoglucomutase and pyruvate kinase genes responsible

for the production of adenosine triphosphate (ATP) during glycolysis and the glucose transporter Glut 1. On the con-

trary, the expression of the genes associated with ATP generation in the tricarboxylic acid cycle: isocitrate dehydroge-

nase, succinate dehydrogenase, α-ketoglutarate dehydrogenase, malate dehydrogenase, and adenosine monophos-

phate-activated protein kinase (AMPK) significantly increased. The expression of AMPK in the articular cartilage of

patients with OA was significantly lower than that in healthy individuals.

Conclusion. Inhibition of collagen cleavage in the presence of DFO in the articular cartilage explants from OA

patients, which was accompanied by a considerable decrease in the expression of the proteases responsible for degra-

dation of the extracellular matrix, proinflammatory cytokines and chondrocytes hypertrophy, was due to the enhanced

activity of mitochondrial oxidative phosphorylation in the chondrocytes.

Key words: osteoarthritis; gene expression; articular cartilage explants; proteases; X type collagen; proinflammatory

cytokines; glycolysis; tricarboxylic acid cycle.
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Остеоартрит (ОА) – это наиболее распространенное

заболевание лиц пожилого возраста, при котором повреж-

дается весь сустав. Оно связано с прогрессирующей поте-

рей суставного хряща, склеротическими изменениями суб-

хондральной кости и образованием остеофитов. Деструк-

ция хряща обусловлена резорбцией внеклеточного матри-

кса (ВКМ), который состоит преимущественно из коллаге-

на II типа и протеогликана аггрекана [1, 2]. Избыточное

расщепление коллагена II типа при ОА связано с повыше-

нием синтеза и активности коллагеназ, например матрикс-

ной металлопротеиназы 13 (ММП13), катепсина К, других

ММП и экспрессией провоспалительных цитокинов ин-

терлейкина 1β (ИЛ1β) и фактора некроза опухоли α
(ФНОα) [3, 4].

Анаболические процессы, связанные с поддержа-

нием и репарацией хрящевого матрикса, нуждаются в до-

статочном количестве энергии, поэтому скорость синте-

за ВКМ тесно связана с доступностью АТФ в клетке

[5–7]. Главным регулятором круговорота аденозинтри-

фосфата (АТФ) в клетке является аденозинмонофосфат-

активируемая протеинкиназа (АМПК), активность кото-

рой стимулируется при лимитировании внутриклеточно-

го запаса АТФ [8]. Активность АМПК способствует под-

держанию гомеостаза суставного хряща. Она конститу-

тивно экспрессируется в здоровом хряще, но ее уровень

снижается в хондроцитах и хряще при ОА, а также в здо-

ровых хондроцитах в присутствии цитокинов ИЛ1β или

ФНОα [9].

Хондроциты нормального суставного хряща имеют

относительно мало митохондрий по сравнению с боль-

шинством других типов клеток [10] и могут экспрессиро-

вать не все субъединицы митохондриальной цепи перено-

са электронов [11]. Более того, транспорт электронов

ослаблен низкими уровнями кислорода в ВКМ хряща [5].

Вследствие этого только 10% общего клеточного АТФ про-

изводится в окислительном фосфорилировании, а осталь-

ной АТФ вырабатывается в гликолитическом пути Эмбде-

на–Мейергофа [7, 12, 13].

Выработка АТФ в гликолитическом пути связана

с активностью двух ферментов – фосфоглицераткиназы

и пируваткиназы, а также зависит от активности транс-

портеров глюкозы в клетку, белков семейства Glut [13].

В митохондриях АТФ генерируется в цепи переноса

электронов при окислении восстановленных соедине-

ний (НАДН и ФАДН2), которые образуются при окисле-

нии органических кислот – изоцитратдегидрогеназы,

сукцинатдегидрогеназы, α-кетоглутаратдегидрогеназы

и малатдегидрогеназы в цикле трикарбоновых кислот

(ЦТК). Помимо АТФ ЦТК является поставщиком орга-

нических кислот, необходимых для биосинтетической

активности.

При низком парциальном давлении кислорода

в хондроцитах гликолиз замедляется вследствие избыточ-

ной аккумуляции восстановленных метаболитов [14],

а митохондриальная электрон-транспортная цепь (ЭТЦ)

служит источником оксидантов – свободных радикалов

(СР) для поддержания окислительно-восстановительного

баланса в восстановленном окружении здоровых хондро-

цитов [15]. В хондроцитах СР производятся главным обра-

зом в митохондриях [16–20], где 1–2% кислорода могут не

полностью преобразовываться в Н2О в процессе элек-

тронного транспорта, что приводит к формированию СР

в виде супероксидного, гидроксильного анионов и пере-

киси водорода [21]. В здоровых хондроцитах СР в низкой

концентрации могут также участвовать в регуляции гли-

колиза, активируя экспрессию глицеральдегид-3-фосфат-

дегидрогеназы (ГАФДГ) [22].

При ОА резорбция ВКМ сопровождается повышен-

ной продукцией СР [23] вследствие колебаний парциаль-

ного давления кислорода, ускорения тканевого метабо-

лизма, постоянных избыточных нагрузок на сустав и по-

вышенной продукции провоспалительных цитокинов,

таких как ИЛ1β и ФНОα [23, 24]. Это приводит к индук-

ции апоптоза [25], продукции ММП [26, 27] и гипертро-

фии хондроцитов, которая ассоциируется с экспрессией

коллагена Х типа [28]. Более того, СР способны индуци-

ровать деплецию внутриклеточного АТФ вследствие

инактивации ГАФДГ [29]. Так, протеомный анализ хонд-

роцитов хряща больных ОА показал снижение внутри-

клеточной концентрации белков гликолиза – энолазы,

глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназы и фруктозо-ди-

фосфатредуктазы [30]. Генерация СР может также вызы-

вать дисфункцию митохондрий [31, 32], которая прояв-

ляется в сниженной активности комплексов I, II и III

[33], а также снижать продукцию антиоксидантов в хон-

дроцитах при ОА [34]. Действительно, было показано,

что повышенная потребность в АТФ при механическом

повреждении хряща связана с синтезом ВКМ [35].

При этом повреждение и дисфункция митохондрий про-

исходят как при первичном, так и при посттравматиче-

ском ОА [36–38]. Протеомные исследования митохонд-

рий продемонстрировали значительное изменение экс-

прессии 23 белков у больных ОА. Эти белки отвечают за

продукцию АТФ, чувствительность к окислительному

стрессу, организацию митохондриальной мембраны

и апоптоз хондроцитов [38].

Ранее мы показали, что скорость разрушения кол-

лагена в эксплантатах суставного хряща больных ОА

можно снизить при его культивировании в присутствии

трансформирующего фактора роста β2 (ТРФβ2) или про-

стагландина Е2 [39, 40]. Это сопровождалось снижением

экспрессии протеаз, маркеров гипертрофии и провоспа-

лительных цитокинов. Между тем молекулярные меха-

низмы действия этих соединений не ясны. Поскольку

недавно было показано, что факторы роста способны

оказывать антиоксидантное действие [41], а СР могут на-

рушать регуляцию энергетических процессов в хондро-

цитах суставного хряща [38], мы предположили, что

улучшение фенотипа хондроцитов в присутствии факто-

ров роста могло быть связано с улучшением энергетиче-

ского статуса клеток путем снижения избыточной кон-

центрации СР. 

Главными СР, продуцируемыми хондроцитами, яв-

ляются окись азота и супероксидный анион [42]. Между

тем супероксид способен освобождать ионы железа из

ферритина, создавая источник железа для формирования

гидроксильных радикалов в реакции Фентона [43]. Не-

давно мы также сообщали о возможности подавления де-

градации коллагена в эксплантатах хряща в присутствии

хелатора железа – десферриоксамина (ДФО) [44]. Изве-

стно, что ДФО продуцируется Streptomyces pilosus, а его

молекула состоит из одной молекулы ацетата, двух моле-

кул сукцината и трех молекул α-амино-5-оксиамино-пен-

тана. В медицинской практике используется Десферал

(коммерческое название метан-сульфоновой соли ДФО),

который является эффективным терапевтическим сред-
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ством при некоторых заболеваниях, сопровождающихся

избыточным содержанием свободного железа, хрониче-

ской анемии при ревматоидном артрите, остром отравле-

нии железом, β-талассемии и некоторых видах онкологи-

ческих заболеваний (нейробластоме, лейкемии и ряде

других) [45].

В связи с этим в данном исследовании мы изучали

влияние ДФО на экспрессию протеиназ и генов, кодирую-

щих ферменты гликолиза и ЦТК в эксплантатах суставно-

го хряща больных ОА.

Материал и методы
Пациенты. Исследовался хрящ коленных суставов

33 больных ОА, полученный при эндопротезировании

(средний возраст больных 61,6±10,3 года; от 40 до 79 лет),

а также 25 человек, не страдавших ОА, полученный при

аутопсии (средний возраст 40±6,1 года; от 25 лет до 51 го-

да). Диагноз ОА соответствовал критериям Американ-

ской коллегии ревматологов (ACR) [46]. Протокол иссле-

дования одобрен локальным комитетом по этике, ин-

формированное согласие получено от всех обследован-

ных больных.

Подготовка суставного хряща больных остеоартри-
том. Суставной хрящ дистального отдела бедренной кос-

ти больных ОА получали после полного удаления колен-

ного сустава при эндопротезировании. Хрящи готовили,

как описано ранее [39]. Xрящи больных ОА трижды отмы-

вали ДМЕМ-А (Дюльбекко модифицированной средой

Игла А; Life Technologies), содержащей также 20 ммоль/л

буфера HEPES, рН 7,4, 45 ммоль/л NaHCO3, 100 ед/мл

пенициллина, 100 ед/мл стрептомицина и 150 мкг/мл ген-

тамицин сульфата. Суставной хрящ, срезанный с кости,

разрезали на фрагменты размером 2×2 мм2. Использовали

весь материал суставного хряща каждого пациента (сте-

пень разрушения от 4 до 12 по шкале Манкина), как опи-

сано ранее [39]. Три кубика (20–30 мг) предварительно

культивировали на планшетах (96 лунок от Costar 3548)

в течение 48 ч при 37 °С в 1 мл ДМЕМ-А в атмосфере 95%

воздуха и 5% СО2.

Культивирование хрящевых эксплантатов. Среду ме-

няли через 48 ч (этот день, день 0, считали началом опыта).

Свежеприготовленные растворы ДФО (Sigma) в конечной

концентрации в 10 мкМ добавляли в среду ДМЕМ-А

в опытные и контрольные образцы. 

Хрящи (каждый контрольный и опытный вариант

в трех повторностях) культивировали 48 ч. По окончании

опыта из образцов хряща экстрагировали общую РНК. 

Выделение РНК, реакция обратной транскрипции и по-
лимеразная цепная реакция в режиме реального времени.
Из эксплантатов коленного хряща выделяли общую РНК,

которую переводили в кДНК посредством обратной транс-

криптазной реакции, как описано ранее [40]. 

Посредством количественной полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) в режиме реального времени в об-

разцах хряща проведили оценку уровней экспрессии ге-

нов, связанных с деструкцией ВКМ суставного хряща,

и генов, ответственных за генерацию АТФ в гликолизе

и ЦТК, как описано ранее [40]. Использовали готовые

праймеры и зонды TaqMan (Applied Biosystems Int.,

США): MMП1 (Hs00233958_m1); MMП13

(Hs00233992_m1); CTSК (катепсин К) (Hs00166156_m1);

COL10A1 (коллаген Х типа) (Hs00166657_m1; Glut1

(транспортер глюкозы 1) (Hs00197884_m1); PGK1 (фос-

фоглицераткиназа) (Hs99999906_m1); PKM2 (пируват-

киназа) (Hs00987255_m1); IDH3G (изоцитратдегидроге-

наза) (Hs00188065_m1); SDH (сукцинатдегидрогеназа)

(Hs01042482_m1); OGDH (α-кетоглутаратдегидрогена-

за) (Hs01081865); MDH (малатдегидрогеназа)

(Hs00938918_m1); AMPK (аденозинмонофосфаткиназа)

(Hs00272166_m1); ФНОα (Hs00174128_m1); ИЛ1β
(Hs00174097_m1). β-Actin использовали в качестве гена

домашнего хозяйства. Количественную оценку уровней

мРНК проводили на приборе 7300 (Applied Biosystems

Int., США), как описано ранее [40]. В системе ПЦР в ре-

жиме реального времени относительную экспрессию ка-

ждого гена рассчитывали по сравнению с контролем, ко-

торый равен 1.

Статистический анализ. Данные количественных

экспериментов представлены как среднее арифметиче-

ское ± стандартное отклонение. Анализы проводили

в трех повторностях. Для статистической обработки ре-

зультатов использовали непарный тест Стьюдента (t-тест).

Различия считались достоверными при р≤0,05.

Результаты
Ингибирование экспрессии генов, связанных с деструк-

цией внеклеточного матрикса, гипертрофией хондроцитов
и провоспалительных цитокинов, в эксплантатах сустав-
ного хряща в присутствии деферриоксамина. При культи-

вировании эксплантатов суставного хряща больных ОА

в присутствии ДФО экспрессия протеаз, обладающих

коллагенолитической активностью ММП1, ММП13 и ка-

тепсина К, значительно снижалась (р<0,05; рис. 1). Это

сопровождалось значительным снижением экспрессии

коллагена Х типа – индикатора гипертрофии суставных

хондроцитов.

Экспрессия цитокинов ИЛ1β и ФНОα полностью

ингибировалась в присутствии ДФО в эксплантатах хряща

всех обследованных больных ОА (данные не приводятся).

Оценка изменения экспрессии генов, связанных с про-
дукцией АТФ в эксплантатах суставного хряща в присутст-
вии деферриоксамина. Культивирование эксплантатов хря-

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

Рис. 1. Изменение экспрессии генов ММП1 (m1), ММП13 (m13),
катепсина К (СК), коллагена Х типа (сХ) и АМПК (АМРК) по
сравнению с контролем (с) в эксплантатах суставного хряща
(n=12) при культивировании в присутствии 10 мкМ ДФО.
На рис. 1–3: статистически значимые различия (p≤0,05) по срав-
нению с уровнем экспрессии гена в контроле обозначены звез-
дочкой (*)
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ща в присутствии ДФО не влияло на экспрессию генов

гликолитического пути, которые связаны с генерацией

АТФ (фосфоглицераткиназы и пируваткиназы) и транс-

портом глюкозы (Glut1; рис. 2). В то же время экспрессия

генов ЦТК, участвующих в реакциях генерации АТФ (изо-

цитратдегидрогеназы, сукцинатдегидрогеназы, α-кетоглу-

таратдегидрогеназы и малатдегидрогеназы), значительно

повышалась (р<0,05; рис. 2). Важно отметить, что экспрес-

сия АМПК также значительно увеличивалась.

Кроме того, было отмечено, что экспрессия гена

АМПК в хряще больных ОА до культивирования была зна-

чительно (р<0,05) ниже, чем у здоровых лиц (рис. 3). 

Обсуждение
Недостаточная продукция АТФ может снижать ре-

паративную активность хряща в процессе его деструкции

[47, 48]. Между тем у обследованных больных ОА экс-

прессия АМПК – кумулятивного показателя присутствия

АТФ в клетке – значительно ниже, чем в здоровом сустав-

ном хряще, что также ранее отмечалось в других исследо-

ваниях [9, 49, 50]. Поскольку активность АМПК снижает-

ся в присутствии высокой внутриклеточной концентра-

ции АТФ и повышается при ее лимитировании [8], полу-

ченные результаты указывают на то, что в процессе разру-

шения хряща генерируется достаточно большое количе-

ство АТФ. При этом подавление расщепления коллагена,

регистрируемое по снижению коллагеназной активности

[44], и ингибирование экспрессии протеаз и провоспали-

тельных цитокинов в присутствии ДФО не сопровожда-

лись увеличением экспрессии генов, связанных с генера-

цией АТФ в гликолитическом пути (фосфоглицераткина-

зы и пируваткиназы), и активности транспорта глюкозы

в клетке (Glut1).

Однако значительное повышение экспрессии генов

ЦТК, связанных с генерацией АТФ (изоцитратдегидроге-

назы, сукцинатдегидрогеназы, α-кетоглутаратдегидроге-

назы и малатдегидрогеназы), может указывать на то, что

ДФО, будучи хелатором железа, способствует удалению

избыточного количества СР и, таким образом, нормализу-

ет функционирование митохондрий, а следовательно,

снабжение хондроцитов энергетическими субстратами

и органическими кислотами, которые являются структур-

ными компонентами для регенерации ВКМ. 

Это также подтверждается тем, что снижение колла-

геназной активности в присутствии ДФО в эксплантатах

суставного хряща больных ОА сопровождалось значитель-

ным повышением экспрессии АМПК, указывая на актив-

ный синтез АТФ и увеличение внутриклеточной потребно-

сти в энергии. Аналогичные наблюдения были сделаны

при исследовании активаторов АМПК, которые оказались

способны подавлять прокатаболическую активность цито-

кинов ИЛ1β и ФНОα в хондроцитах хряща, а также инги-

бировать способность ФНОα и ИЛ8 индуцировать экс-

прессию коллагена Х типа [8, 9, 50]. Повышение экспрес-

сии АМПК также может косвенно свидетельствовать об

активации процессов репарации, которые требуют значи-

тельного количества энергии в форме АТФ. Поэтому репа-

ративные процессы при ОА, вероятно, нуждаются в функ-

ционировании митохондрий и зависят от активности ЦТК.

Наши данные об увеличении зависимости хондроцитов

больных ОА от митохондриального окислительного фос-

форилирования подтверждаются также недавними иссле-

дованиями, показавшими снижение способности хондро-

цитов больных ОА функционировать при низком парци-

альном давлении кислорода (гипоксии) [51], а также ис-

следованиями суставных хондроцитов in vitro, которые по-

казали, что специфические ингибиторы митохондриаль-

ной дыхательной цепи подавляют синтез протеогликанов

и коллагена [9, 52, 53].

Наши исследования не согласуются с мнением

о том, что дисфункция митохондрий при ОА происходит

вследствие мутационных изменений митохондриальной

ДНК [54], поскольку в этом случае повышение экспрес-

сии генов ЦТК, сопряженное со снижением коллагеназ-

ной активности, было бы невозможно. Вместе с тем наше

предположение подтверждается результатами исследова-

ний на животных, показавших, что при развитии спон-

танного ОА коленного сустава внутриклеточные уровни

АТФ в хондроцитах снижались примерно на 50%, хотя

никаких изменений ультраструктуры митохондрий не на-

блюдалось [7].

Следовательно, ингибирование расщепления колла-

гена в присутствии ДФО в эксплантатах суставного хряща

больных ОА, которое сопровождалось снижением экс-

прессии протеаз, ответственных за деструкцию ВКМ, про-

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

Рис. 2. Изменение экспрессии генов Glut1 (Gl), фосфоглицерат-
киназы (PG), пируваткиназы (PK), изоцитатдегидрогеназы (IDH),
сукцинатдегидрогеназы (SD), α-кетоглутаратдегидрогеназы (OG)
и малатдегидрогеназы (MDH) по сравнению с контролем (с)
в эксплантатах суставного хряща (n=12) при культивировании
в присутствии 10 мкМ ДФО
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Рис. 3. Относительная экспрессия гена АМПК в хряще больных
ОА по сравнению со здоровыми лицами
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воспалительных цитокинов и гипертрофию хондроцитов,

не влияет на активность транспорта глюкозы и гликолиза.

При этом повышается экспрессия генов АМПК и мито-

хондриальных АТФ-генерирующих ферментов ЦТК, уча-

ствующих в окислительном фосфорилировании. Посколь-

ку дисфункция митохондрий может быть ответственна за

некоторые проявления ОА, улучшение митохондриальной

активности может быть терапевтической альтернативой

для больных ОА.
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