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Аннотация: Цель исследования заключалась в изучении связи между 

степенью дегенерации крестообразных связок и хондрогенной 

дифференцировкой у пациентов с остеоартрозом коленного сустава. 

Дегенерация связок является распространенным результатом аномального 

биомеханического стресса и процесса старения, что способствует 

прогрессированию остеоартроза. В данном исследовании были 

проанализированы передние и задние крестообразные связки у взрослых 

пациентов с остеоартрозом коленного сустава. Оценка дегенерации проводилась 

гистологически, а также исследовалась экспрессия склераксиса (как маркера 

клеток связок) и HMG box 9 типа Sry (SOX9) (как хондрогенного маркера). 

Результаты показали противоположную экспрессию между склераксисом и 

SOX9 в зависимости от степени дегенерации связок. Это исследование 

подтверждает связь между хондрогенной дифференцировкой и 

прогрессированием дегенерации связок у пациентов с остеоартрозом. 

Экспрессия SOX9 может служить индикатором степени дегенерации связок, 

исследования в данной области должны также исследовать возможность 

подавления хондрогенной дифференцировки для предотвращения 

прогрессирования дегенеративного процесса крестообразных связок у пациентов 

с остеоартрозом. 
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Abstract: The aim of the study was to study the relationship between the degree 

of cruciate ligament degeneration and chondrogenic differentiation in patients with 
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osteoarthritis of the knee. Ligament degeneration is a common result of abnormal 

biomechanical stress and the aging process, which contributes to the progression of 

osteoarthritis. This study analyzed the anterior and posterior cruciate ligaments in adult 

patients with osteoarthritis of the knee. Degeneration was assessed histologically, and 

the expression of scleraxis (as a ligamentous cell marker) and HMG box 9 type Sry 

(SOX9) (as a chondrogenic marker) was examined. The results showed opposite 

expression between scleraxis and SOX9 depending on the degree of ligament 

degeneration. This study confirms the association between chondrogenic 

differentiation and progression of ligamentous degeneration in patients with 

osteoarthritis. Expression of SOX9 may serve as an indicator of the degree of ligament 

degeneration, research in this area should also investigate the possibility of suppressing 

chondrogenic differentiation to prevent the progression of the degenerative process of 

the cruciate ligaments in patients with osteoarthritis. 
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Введение  

Постепенное разрушение ткани и потеря функции передней и задней 

крестообразных связок (ACL и PCL соответственно) является типичным для 

остеоартрита (ОА) коленного сустава. Дегенерация связок связана с активными 

клеточными процессами, которые включают повышенный оборот и 

ремоделирование внеклеточного матрикса (ECM). Эта дегенерация способствует 

развитию ОА, так как факторы старения приводят к изменениям в коллагене и 

стабильности связок. Однако биологические механизмы, лежащие в основе 

дегенерации связок, пока не полностью исследованы. 

Гистологически дегенерация связок проявляется нарушением структуры 

коллагеновых волокон, изменением слизистой оболочки, хондроидной 

метаплазией и кистозными изменениями. Дегенерирующие клетки связок 

проявляют хондроцитарные характеристики, такие как увеличенные ядра и/или 

клетки с лакунами. Также наблюдаются изменения в составе коллагена, такие 

как накопление коллагена III типа и индукция коллагена II типа в фиброзно-

хрящевых областях при дегенерации связок. 

Склераксис, фактор транскрипции “спираль-петля-спираль”, является 

специфическим маркером теногенных клеток и зрелых дифференцированных 

теноцитов. Ранее было показано, что физиологические механические силы 

поддерживают экспрессию склераксиса в клетках сухожилий через 

сигнализацию TGF-b/Smad2/3. Однако остается неизвестным, как изменяется 

экспрессия склераксиса в связках при дегенерации. Также не было исследовано, 

активируется ли экспрессия HMG box 9 типа Sry (SOX9) в клетках, проявляющих 

хондрогенные паттерны, в дегенерирующих связках. Мы предположили, что 
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клетки в дегенерирующих связках могут приобретать хондрогенный потенциал 

и проявлять сниженную регуляцию склераксиса, а повышенную экспрессию 

SOX9. В данном исследовании мы представляем убедительные доказательства 

хондрогенной дифференцировки в дегенерирующих крестообразных связках. 

Материалы и методы 

Исследование проводилось на коленных суставах пациентов с 

остеоартритом, которым было выполнено заднее стабилизированное тотальное 

эндопротезирование коленного сустава. В исследовании использовались 20 

образцов передней крестообразной связки (ACL) и 30 образцов задней 

крестообразной связки (PCL) из 30 коленных суставов 28 пациентов. Возраст 

пациентов составлял в среднем 77 лет (диапазон от 67 до 84 лет), включая 23 

женщины и 5 мужчин. Рентгенологическая классификация коленных суставов 

показала, что 10 коленных суставов были 3-го класса, 14 коленных суставов - 4-

го класса и 6 коленных суставов - 5-го класса по степени остеоартрита. 26 колен 

имели варусную деформацию, а 4 колена имели вальгусную деформацию. 

Пациенты с предыдущей травмой колена, операцией на колене, воспалительным 

артритом, инфекцией суставов или иммуносупрессивной терапией были 

исключены из исследования. 

Эксперименты были проведены в соответствии с протоколом, 

утвержденным институциональным наблюдательным советом больницы, и 

получено информированное согласие от всех пациентов. 

Для изучения склераксиса мыши использовалась ДНК, кодирующая его 

остатки. Мы синтезировали антитела, чтобы избежать перекрестных реакций с 

другими факторами транскрипции. Праймеры для ПЦР вводили сайты NdeI и 

BamHI для вектора экспрессии. Правильность последовательности была 

подтверждена секвенированием ДНК. Вектор экспрессии использовался для 

трансформации бактерий E. coli. Рекомбинантный белок был очищен и 

использован для иммунизации кроликов и аффинной очистки антител. 

Для исследования ахиллова сухожилия мы генерировали нулевые линии и 

линии сухожилий с повышенной экспрессией склераксиса. Изолированные 

теноциты использовались для создания клеточных линий теноцитов. Клеточные 

линии сухожилий без склераксиса были получены из ахиллова сухожилия 

взрослых мышей с определенным генетическим фоном. Затем эти клетки были 

выделены, клонированы и создано несколько иммортализованных клонов. 

Некоторые из этих клонов были подвергнуты обработке аденовирусом для 

удаления генов, связанных со склераксией. Делеция аллелей Scleraxis была 

подтверждена методом ПЦР. Для инактивации гена склераксиса у взрослых 

мышей была выполнена инъекция аденовируса, кодирующего рекомбиназу Cre, 
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в ахиллово сухожилие. Через неделю оценивалась экспрессия белка склераксиса 

в теноцитах с помощью иммуногистохимии. 

Для создания клеточных линий теноцитов, экспрессирующих склераксис, 

была сгенерирована конструкция, включающая склераксис и флаг-тег. 

Конструкция была клонирована в лентивирусный вектор экспрессии. 

Лентивирусная инфекция была проведена в клетках сухожилий без склераксиса, 

а затем проведен отбор стабильных клонов с помощью пуромицина. 

Исследование проводилось, чтобы исследовать склераксис и его роль в 

ткани сухожилий. Были использованы различные методы, включая генерацию 

клеточных линий с экспрессией или удалением склераксиса, для изучения 

функций и влияния данного белка на клеточные процессы. 

Для проведения исследования использовались следующие антитела и 

реагенты. Для иммуногистохимического анализа применяли мышиное 

моноклональное антитело против Flag M2, кроличье поликлональное антитело 

против склераксии, кроличье поликлональное антитело против SOX9, кроличье 

поликлональное антитело против коллагена I типа, кроличье поликлональное 

антитело против коллагена II и III типов, кроличье поликлональное антитело 

против агрекана, нормальный IgG кролика, биотинилированный ослиный анти-

кроличий IgG и Cy3-конъюгированный ослиный анти-кроличий IgG. Для 

обнаружения иммунореактивных полос на иммобилизованной мембране 

использовали первичные и конъюгированные с IRDye 800CW- или IRDye 680-

вторичные антитела. 

Для подготовки образцов сухожилий проводили стандартный разрез кожи 

по передней средней линии для ТКА. После макроскопической оценки состояния 

крестообразных связок, связки были иссечены из большеберцовой и бедренной 

костей вложения. Образцы связок были законсервированы в 10% нейтральном 

забуференном формалине или заморожены в смеси с оптимальной температурой 

резки (OCT) и хранились при температуре -80°C. Парафиновые срезы были 

окрашены гематоксилином/эозином, а криостатные срезы использовались для 

других анализов. 

В данном исследовании были использованы различные антитела и реагенты 

для проведения иммуногистохимического анализа и иммуноблоттинга, а также 

для подготовки образцов сухожилий для микроскопического анализа. 

Результаты 

Первоначально мы провели западный анализ, чтобы оценить 

специфичность нашего антитела к склераксии. Обнаружено, что наше антитело 

взаимодействует с клеточными лизатами, экспрессирующими склераксис, но не 

с негативными контрольными лизатами. Молекулярный размер реагирующей 

полосы совпал с размером, обнаруженным с помощью антитела против флага, 
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используемого для экспрессии склераксиса. Иммунофлуоресцентный анализ 

сухожилий мышей подтвердил снижение экспрессии Scleraxis в образцах, 

обработанных Cre, а также интенсивную экспрессию склераксиса в теноцитах 

дикого типа. 

Мы получили 20 образцов ACL и 30 образцов PCL. Макроскопический 

анализ показал, что среди ACL было 9 нормальных, 11 тонких и склеротических 

и 10 разорванных образцов, а среди PCL - 22 нормальных и 8 тонких и 

склеротических образцов. Ни одного случая разорванного PCL не было 

обнаружено во время интраоперационного осмотра. Гистологическая оценка 

показала значительную вариабельность расположения коллагеновых волокон и 

формы клеток в крестообразных связках пациентов с ОА. Было выявлено три 

класса в зависимости от расположения и формы клеток. Не было значимых 

различий в распределении классов между ACL и PCL. По мере увеличения 

степени повреждения наблюдалось потеря ориентации коллагеновых волокон и 

круглые формы клеток, что указывало на возможную хондрогенную 

дифференциацию. Плотность клеток в каждом классе также была рассчитана, и 

обнаружены значимые различия между классами 2 и 3. 

Первоначально мы провели западный анализ, чтобы оценить 

специфичность нашего антитела к склераксии. Обнаружено, что наше антитело 

взаимодействует с клеточными лизатами, экспрессирующими склераксис, но не 

с негативными контрольными лизатами. Молекулярный размер реагирующей 

полосы совпал с размером, обнаруженным с помощью антитела против флага, 

используемого для экспрессии склераксиса. Иммунофлуоресцентный анализ 

сухожилий мышей подтвердил снижение экспрессии Scleraxis в образцах, 

обработанных Cre, а также интенсивную экспрессию склераксиса в теноцитах 

дикого типа. 

Мы получили 20 образцов ACL и 30 образцов PCL. Макроскопический 

анализ показал, что среди ACL было 9 нормальных, 11 тонких и склеротических 

и 10 разорванных образцов, а среди PCL - 22 нормальных и 8 тонких и 

склеротических образцов. Ни одного случая разорванного PCL не было 

обнаружено во время интраоперационного осмотра. Гистологическая оценка 

показала значительную вариабельность расположения коллагеновых волокон и 

формы клеток в крестообразных связках пациентов с ОА. Было выявлено три 

класса в зависимости от расположения и формы клеток. Не было значимых 

различий в распределении классов между ACL и PCL. По мере увеличения 

степени повреждения наблюдалось потеря ориентации коллагеновых волокон и 

круглые формы клеток, что указывало на возможную хондрогенную 

дифференциацию. Плотность клеток в каждом классе также была рассчитана, и 

обнаружены значимые различия между классами 2 и 3. 
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Обсуждение 

В данном исследовании было достигнуто две основные цели. Во-первых, мы 

изучили взаимосвязь между гистологической степенью дегенерации связок и 

хондрогенной дифференциацией с использованием маркера SOX9. Во-вторых, 

мы исследовали связь между гистологической степенью дегенерации связок и 

уровнями экспрессии склераксиса. Наши результаты показали снижение числа 

клеток, позитивных по отношению к склераксису, и увеличение числа клеток, 

позитивных по отношению к SOX9, с увеличением степени дегенерации связок. 

Мы предполагаем, что эти изменения связаны с хондрогенной дифференциацией 

клеток в дегенеративных связках. 

Ранее проведенные исследования указывали на структурные изменения в 

дегенеративных связках человека, такие как дезорганизация волокон и наличие 

хондроцитоподобных клеток. Некоторые исследования также показывали 

наличие изменений в экспрессии маркеров связок и хондроцитов в этих клетках 

во время дегенерации связок. Однако ни одно исследование не демонстрировало 

связь между уровнем дегенерации связок и экспрессией маркеров связок и 

хондроцитов. В нашем исследовании мы обнаружили значительное увеличение 

числа хондроцитоподобных клеток, позитивных по отношению к SOX9, в 

дегенеративных связках человека с отложениями коллагена II типа и аггрекана. 

Это свидетельствует о том, что хондрогенная дифференциация может играть 

важную роль в прогрессировании дегенерации связок, и количество клеток, 

позитивных по отношению к SOX9, может быть потенциальным индикатором 

степени дегенерации связок. 

Мы также предполагаем возможные механизмы, объясняющие снижение 

числа клеток, позитивных по отношению к склераксису, в дегенеративных 

связках. Во-первых, есть доказательства того, что экспрессия склераксиса 

зависит от уровня физической нагрузки. В исследовании на мышах с полным 

рассечением ахиллова сухожилия было показано, что потеря растягивающей 

нагрузки со стороны скелетных мышц сразу и значительно снижает экспрессию 

склераксиса в клетках сухожилий. Кроме того, наблюдается снижение 

биомеханических свойств дегенеративных связок с возрастом, что может быть 

связано с уменьшением экспрессии склераксиса. Хотя прямых доказательств 

снижения биомеханических свойств дегенеративных связок пока нет, эти 

результаты предполагают, что старение и изменение физической нагрузки могут 

способствовать снижению экспрессии склераксиса и прогрессированию 

дегенерации связок. 

Второй возможный механизм связан с увеличенной клеточной плотностью 

и апоптозом в прогрессирующей дегенерации связок. Наблюдается снижение 

клеточной плотности в дегенеративных связках, и апоптоз играет важную роль в 
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этом процессе. Как и в случае повреждения сухожилий у мышей, снижение 

уровня экспрессии склераксиса вероятно может способствовать гибели клеток в 

дегенеративных связках. 

В целом, наше исследование предоставляет доказательства связи между 

гистологической степенью дегенерации связок, хондрогенной дифференциацией 

и уровнями экспрессии маркеров, таких как SOX9 и склераксис. Эти результаты 

подтверждают важность хондрогенной дифференциации в прогрессировании 

дегенерации связок и предлагают возможные механизмы, объясняющие 

снижение экспрессии склераксиса в дегенеративных связках. 

Выводы 

Недавние исследования, проведенные на развивающихся эмбрионах, 

раскрывают взаимодействие между формированием связок/сухожилий, 

мышечной и хрящевой тканями. Роль хондрогенной дифференциации в этом 

процессе регулируется взаимодействием между молекулами склераксис и SOX9. 

Однако некоторые исследования показывают функциональную связь между 

потерей склераксиса и усилением регуляции SOX9 при трансдифференцировке 

клеток связок/сухожилий в клетки, напоминающие хондроциты. Важно 

отметить, что в исследовании было обнаружено наличие клеток, 

экспрессирующих как склераксис, так и SOX9, в дегенеративных связках 

человека, что указывает на хондрогенный потенциал зрелых клеток связок в 

процессе дегенерации. 

Ограничениями данного исследования является отсутствие нормальных 

образцов без дегенеративных изменений, а также возрастной фактор участников 

исследования, поскольку дегенерация связок увеличивается с возрастом. Тем не 

менее, полученные результаты достаточно обосновывают выводы исследования. 

Это исследование дает представление о том, как модуляция экспрессии 

склераксиса и SOX9 связана с дегенерацией связок. Хондрогенная 

дифференциация играет важную роль в прогрессировании дегенерации связок, и 

экспрессия SOX9 может служить показателем степени дегенерации. 

Повышенная экспрессия склераксиса и сохранение склераксиспозитивных 

клеток могут быть перспективными факторами для улучшения прогноза и 

заживления поврежденных связок при дегенерации связок. Остается выяснить, 

может ли подавление хондрогенной дифференциации предотвратить 

прогрессирование дегенерации связок у пациентов с остеоартритом. 
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