
Н
изкая эффективность стандарт

ной терапии с включением аналь

гетиков и нестероидных противо

воспалительных средств с учетом их час

тых побочных эффектов объясняет все

более широкое использование так на

зываемых симптомомодифицирующих

препаратов замедленного действия

(SYSADOA), к которым относятся глюко

замина сульфат (ГС) и хондроитин суль

фат (ХС). Различные клинические иссле

дования показали, что применение ХС и

ГС эффективно в плане облегчения

симптомов ОА, в первую очередь за счет

их выраженных противовоспалительных

свойств.

Относительно недавно были опублико

ваны результаты исследования GAIT

(Glucosamine/chondroitin Arthritis

Intervention Trial, 2006), которые показали,

что в отличие от общей популяции паци

ентов у больных ОА коленного сустава

с умеренным или выраженным болевым

синдромом комбинация ГС и ХС обеспе

чивает статистически значимое облегче

ние боли по сравнению с плацебо. Это по

зволило предположить, что наиболее вы

сокая эффективность комбинации ГС и

ХС проявляется у пациентов с более тяже

лым течением ОА, сопровождающимся

значительным повышением уровня интер

лейкина1β (ИЛ1β).

Несмотря на широкое использование

в клинической практике, знаний об осо

бенностях конкретных молекулярных ме

ханизмов действия ХС и ГС в настоящее

время недостаточно. В большинстве про

фильных исследований оценивалось со

держание какихлибо конкретных белков,

а не состояние общего протеома хондро

цитов, то есть совокупности всех его бел

ков. Одновременно анализировать содер

жание множества белков стало возмож

ным с введением протеомики. 

Протеомика – мощный метод исследо

вания экспрессии белков в биологических

системах и их модификаций в ответ на раз

дражители или в особых физиологических

и патофизиологических условиях. Этот

вид исследования является методом выбо

ра для изучения механизма действия пре

парата, его побочных эффектов и токсич

ности, а также представляет ценность

с точки зрения открытия новых лекарст

венных средств. Протеомные исследова

ния фармакологических аспектов действия

препаратов получили название фармако

протеомики.

Данное исследование проводилось

с целью изучения фармакологического

действия ГС и ХС с точки зрения фармако

протеомики. Испанские ученые под ру

ководством доктора Valentina Calamia

попытались определить молекулы, при

нимающие участие в терапевтическом

действии данных препаратов и их комби

нации. Для этого провели анализ экс

прессии протеома хондроцитов, которые

подвергались экзогенному воздействию

ХС и/или ГС.

Материал и методы
Поскольку эффективность лечения ХС

и ГС варьирует в зависимости от степени

тяжести ОА, использовалась модель in vitro

культуры нормальных человеческих хонд

роцитов, стимулируемых ИЛ1β – провос

палительным цитокином, который высту

пает в качестве медиатора в патогенезе ОА.

Для проведения исследования были по

лучены хондроциты от 3 здоровых доно

ров. Клетки обрабатывали ГС в дозе

10 ммоль/мл и/или ГС 200 мкг/мл, а затем

стимулировали ИЛ1β в дозе 10 нг/мл. Че

рез 24 ч выделенные белки хондроцитов

анализировались с помощью двухмерного

электрофореза. Содержание белков опре

делялось методом тандемной времяпро

летной массспектрометрии с матричной

лазерной десорбцией/ионизацией

(MALDITOF/TOF). Для проверки полу

ченных результатов использовали метод

полимеразной цепной реакции (ПЦР)

в реальном времени и вестернблоттинг.

Чтобы оценить влияние ГС и ХС, сравни

валось содержание белков хондроцитов

человека в 5 различных состояниях: до ле

чения (исходное); после введения ИЛ1β
(группа контроля); ИЛ1β + ГС; ИЛ1β +

ХС; ИЛ1β + ХС + ГС.

Результаты
В общей сложности под воздействием

ХС и/или ГС изменилось содержание бо

лее 30 различных белков. Что касается их

биологической функции, то 35% белков,

модулируемых ГС, участвовали в процессе

внутриклеточной передачи сигнала, 15% –

в окислительновосстановительных и

стрессовых реакциях и 25% – в синтезе

белковых молекул. Интересно, что ХС

влиял в основном на белки, участвующие

в производстве энергии (31%) и метаболи

ческих процессах (13%).

Были определены 18 различных белков,

экспрессия которых изменилась под воз

действием ГС. Содержание трех из них ме

нялось только при введении ГС, но не ХС:

это пероксиредоксин1 (PRDX1 – фер

мент с пероксидазной активностью, защи

щающий клетку от окислительного стрес

са), HSPB1 (белок теплового шока, участ

вующий в стрессовых реакциях организма)

и CO6A1 (белок, участвующий в процессе

клеточной адгезии). Интересно, что под

влиянием ГС снижалось содержание всех

белков, функция которых связана с произ

водством энергии.

ХС модулировал экспрессию 21 белка.

Содержание 2 белков – αглюкозидазы

(GANAB), которая участвует в метаболиз

ме гликана, и регулятора клеточного цик

ла септина2 (SEPT2) – менялось только

под воздействием ХС.

При введении комбинации ХС и ГС

преимущественно проявлялся синерги

ческий эффект. В целом эта комбинация

модулировала экспрессию 29 различных

белков, которые относились ко всем фун

кциональным категориям, но большинст

во из них участвовали в производстве

энергии и синтезе белков. Важно и то, что

экспрессия 4 белков модулировалась толь

ко на фоне комбинированного лечения

ХС и ГС.

Следует отметить, что ГС и ХС оказыва

ли значительное влияние на содержание 2

белков, которые однозначно участвуют

в патогенезе ОА: GRP78 (78 kDa glucose

regulated protein precursor) из семейства

белков теплового шока и митохондриаль

ной супероксиддисмутазы2 (СОД2), от

носящейся к группе антиоксидантных

ферментов.

Ранее уже сообщалось, что белок

GRP78 связан с механизмом развития ОА

(C. RuizRomero et al., 2008). В данном ис

следовании было показано 8кратное уве

личение содержания этого белка под

воздействием ГС по сравнению с конт

рольной группой. ПЦР в реальном вре

мени подтвердила ГСзависимое повыше

ние экспрессии гена GRP78, показывая

почти 30кратное увеличение содержания

этого белка в группе хондроцитов, под

вергающихся действию ГС (р<0,05), и еще

более высокий его уровень при введе

нии комбинации ГС и ХС. Аналогичные

результаты были получены при проведе

нии вестернблоттинга в 4 независимых

экспериментах.

В исследовании было отмечено, что со

держание митохондриальной СОД2 зна

чительно уменьшилось на фоне терапии

ГС и комбинацией ГС и ХС. Для проверки

полученных результатов была проведена

ПЦР в реальном времени на образцах

РНК в 4 независимых экспериментах. Ре

зультаты показали достоверное (р<0,001)

повышение экспрессии генов СОД2

в хондроцитах под влиянием ИЛ1β и по

следующее 70процентное снижение со

держания данного белка в клетках, обра

ботанных ГС и комбинацией ГС и ХС. Та

же тенденция наблюдалась при проведе

нии вестернблоттинга.

Выводы
В данном исследовании было описано

большое количество белков, содержание

которых меняется под влиянием ГС и ХС,

что позволяет глубже изучить механизм

действия этих веществ. В частности, повы

шение содержания белка GRP78 при воз

действии как ГС, так и его комбинации

с ХС свидетельствует о предполагаемом

механизме их противовоспалительного

действия при ОА. Синергетическое сниже

ние уровня фермента СОД2 под влиянием

комбинации ХС и ГС подтверждает свой

ство последних уменьшать выраженность

окислительного стресса, вызываемого вве

дением ИЛ1β в хондроциты человека.

Таким образом, ХС и ГС in vitro пораз

ному модулируют протеомный профиль

хондроцитов человека, оказывая при этом

комплексное действие в условиях имита

ции патологического процесса.
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Впоследние годы в мире отмечается тенденция к повышению заболеваемости
остеоартрозом (ОА), что отчасти можно объяснить постарением населения

и «эпидемией» ожирения. Потребность в средствах, применение которых
позволило бы адекватно контролировать заболевание, снизить выраженность
болевого синдрома и улучшить качество жизни пациентов, удовлетворена
не в полной мере; при этом прием большинства препаратов для лечения ОА
ассоциируется с различными побочными реакциями. Кроме того, до настоящего
времени не разработана эффективная методика, лечение в соответствии
с которой способствовало бы регенерации поврежденного хряща
или замедлению дегенеративных изменений в последнем. 
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