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ЦЦеелльь  ииссссллееддоовваанниияя..  Изучение этиологических факторов
и патогенетических механизмов развития сколиотической
болезни.
ММааттееррииаалл  ии ммееттооддыы..  Исследованы пластинки роста (ПР)
тел позвонков выпуклой и вогнутой сторон деформации,
межпозвонковые диски (МПД), костная ткань тел по-
звонков (операционный материал) 100 больных в возрас-
те 10–14 лет, страдающих идиопатическим сколиозом
(ИС) III–IV степени. В качестве контроля использованы
структурные компоненты позвоночника детей 12–14 лет,
полученные на кафедре судебной медицины. Методами
углубленной морфогистохимии, биохимии, ультраструк-
турного анализа исследовались гликозаминогликаны
(ГАГ), окислительно-восстановительные ферменты, ще-
лочная и кислая фосфотазы, РНК, ДНК, качественный
и количественный состав ГАГ. Молекулярно-генетически-
ми методами исследовались уровни экспрессии генов ос-
новных протеогликанов (ПГ) хрящевой ткани и их белко-
вые продукты.
РРееззууллььттааттыы..  Сформулирован патогенетический механизм
формирования деформации позвоночника при ИС. Пока-
зано, что в основе развития ИС лежит генетически
зависимое нарушение регуляции синтеза и формирования
ПГ в ПР тел позвонков. Снижение количества хондрои-
тинсульфатного и увеличение кератансульфатного компо-
нентов ПГ свидетельствуют об изменении спектра ПГ
при ИС. Выявленная кератансульфатсвязанная фракция
является результатом повышенной экспрессии гена люми-
кана на фоне резкого снижения экспрессии гена агрекана
и снижения количества его белкового продукта в хондро-
бластах больных ИС III–IV степени.
ЗЗааккллююччееннииее..  Изменение экспрессии гена агрекана на уров-
не транскрипции и трансляции свидетельствует о его при-
частности к развитию сколиотической болезни. Представ-
лена концепция развития ИС, дано определение ИС.
ККллююччееввыыее  ссллоовваа:: сколиотическая деформация, протеогли-
каны, генная экспрессия, этиологический фактор.

Etiology and pathogenesis of idiopathic
scoliosis
A.M. Zaidman, A.V. Korel, V.I. Rykova, E.V. Grigorieva,
T.Yu. Eschenko, T.N. Sadovaya

OObbjjeeccttiivvee..  To study etiologic factors and pathogenetic mech-
anisms of scoliosis development.
MMaatteerriiaall  aanndd  MMeetthhooddss.. We investigated vertebral body
growth plates (GP) from convex and concave sides of the
curve, intervertebral discs (IVD), and vertebral bone tissue –
surgical material obtained from 100 patients at the age from
10 to 14 years with III–IV grade idiopathic scoliosis  (IS).
Structural components of the spine of 12–14 years old chil-
dren obtained from the forensic medicine department were
used as controls. The methods of morphohistochemistry,  bio-
chemistry, and ultrastructural analysis were used to study
glycosaminoglycans (GAGs), oxidation-reduction enzymes,
alkali and acid phosphatases, RNA, DNA, qualitative and
quantitative composition of GAGs. The expression of proteo-
glycan genes of cartilage tissue and their protein products was
investigated  with molecular genetic assays.
RReessuullttss..  Pathogenetic mechanism of spine deformity forma-
tion in idiopathic scoliosis was formulated. It was shown that
idiopathic scoliosis development is predetermined by a disor-
der in regulation and synthesis of proteoglycans in vertebral
GP. The decrease of chondroitin sulphate  and increase
of keratan sulphate components in proteoglycans indicate the
change of proteoglycan spectrum in IS. The revealed keratan
sulphate fraction is a result of increased expression of lumikan
gene in condition of sharp decrease of aggrecan gene expres-
sion and its protein product quantity in chondroblasts
of patients with III–IV grade IS.
CCoonncclluussiioonn..  Alteration in aggrecan gene expression at the
level of transcription and translation testifies for its involve-
ment in scoliosis development.
KKeeyy  WWoorrddss:: scoliotic deformity, proteoglycans, gene expres-
sion, etiologic factor.
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От глубокой древности до наших
дней этиология и патогенез идиопа-
тического сколиоза (ИС) остаются
нерешенными проблемами ортопе-
дии. Существует большое число тео-
рий, но ни одна из них до сих пор
не является общепризнанной. Широ-
ко обсуждается биомеханическая
природа ИС [14–16]. Однако остается
неясной причина формирования де-
формации на ранних стадиях в отсут-
ствие асимметричной нагрузки. Кро-
ме того, снятие нагрузки (корсетоте-
рапия, постельный режим) не предот-
вращает прогрессирование ИС. Кон-
цепция первичного повреждения раз-
ных отделов ЦНС вызывает справед-
ливое возражение [1, 4, 5, 21, 22, 32].
Неврологические расстройства
у больных выявляются только
при грубых деформациях позвоноч-
ника, которые сопровождаются сте-
нозом позвоночного канала. Все еще
не отвергнута эндокринная природа
ИС [4, 5]. Но справедливы замечания
оппонентов об отсутствии других сим-
птомов гормональных нарушений
у детей с ИС: рост, развитие, концент-
рация гормонов в крови практически
не изменены [24, 28, 29]. В последние
десятилетия большинством авторов
признается генетическая природа воз-
никновения ИС [2, 13, 18, 19, 26].

Основой настоящего исследова-
ния является доказательство генети-
ческой детерминации ИС. Исследова-
ниями предыдущих лет на репрезен-
тативных выборках родословных
(360 семей), в которых пробанд стра-
дал ИС II–IV степени, доказан майор-
генный контроль выраженных форм
исследуемой патологии [2]. Следую-
щим логическим этапом был поиск
маркеров генной патологии. Подоб-
ными маркерами были избраны про-
теогликаны (ПГ) – важнейшие состав-
ляющие части матрикса хряща плас-
тинок роста (ПР).

Цель исследования – изучение
этиологических факторов и патоге-
нетических механизмов развития
сколиотической болезни.

ММааттееррииаалл  ии ммееттооддыы

ПР тел позвонков выпуклой и вогну-
той сторон деформации, межпозвон-
ковые диски (МПД), костная ткань тел
позвонков получены в результате
оперативной коррекции деформаций
позвоночника в клинике детской вер-
тебрологии Новосибирского НИИТО
от 100 больных в возрасте 10–14 лет,
страдающих ИС III–IV степени. В ка-
честве контроля были использованы
структурные компоненты позвоноч-
ника детей 12–14 лет, полученные
на кафедре судебной медицины. Тка-
ни фиксировались в 10 % растворе
формалина, костная ткань подверга-
лась декальцинации в холодном три-
лоне «Б». После депарафинирования
срезы окрашивались гистологически-
ми (гематоксилин-эозином по Ван-
Гизону и Маллори) и гистохимичес-
кими (толуидиновым синим при раз-
ных значениях рН, альциановой си-
нью, Хейл-реакцией, Шик-реакцией,
реакцией Грина) методами. Ко всем
реакциям ставились соответствую-
щие контроли. Окислительно-восста-
новительные ферменты определя-
лись на креостатных срезах реакцией
Нади и Нахласа. Щелочная и кислая
фосфатазы выявлялись методом азо-
сочетания. Для проведения ультра-
структурных исследований материал
фиксировался в 4 % растворе
глютаральдегида, дофиксировался
в 1 % растворе OsO4, обезвоживался
в спиртах возрастающей концентра-
ции, заключался в эпон-аралдит.
На ультратоме LKB готовились ульт-
ратонкие срезы, контрастировались
уранилацетатом и просматривались
под электронным микроскопом
«Hitachi-100».

Измерение диаметров и площадей
клеток, вычисление ядерно-цитоплаз-
матических отношений и статисти-
ческая обработка полученных резуль-
татов осуществлялись при помощи
пакета программ «Morpho Images»
фирмы «Микромед».

Для выделения ПГ измельченные
хрящевые образцы заливались рас-
твором 4 М с ингибиторами (0,1 М
аминогексеновая кислота; 0,05 М
ЭДТА; 0,01 М N-этиленимид; 0,01 М
бензамидин хлористый, раствор был
забуферен 0,05 М ацетатом натрия)
до конечной концентрации 2 М
из расчета 10 мл раствора на 1 g хря-
щевой ткани; инкубировались 72 ч
при температуре 4 °С, далее раствор
диализовали против 50 мМ Na-аце-
татного буфера рН – 5,8 в течение
18 ч при температуре 4 °С. Белки
осаждали добавлением к образцам
100 % ТХУ до конечной концентра-
ции 5 %, центрифугировали, затем
раствор диализовали против 50 мM
Na-ацетатного буфера рН – 5,8 в тече-
ние 18 ч при температуре 4 °С. ПГ
осаждали тремя объемами 96 % эта-
нола с 4 % К-ацетатом и последую-
щим центрифугированием, осадки
растворяли в деионизованной воде.

Гликозаминогликаны (ГАГ) из хря-
ща выделялись раствором папаина
в 0,2 М Na-ацетатном буфере рН
5,8 с добавлением 0,01 М ЭДТА
и 0,01 М цистеина в течение 18 ч
при температуре 60 °С [29, 30]. Белки
осаждали 100 % ТХУ до конечной кон-
центрации 5 %, раствор диализовали
18 ч при температуре 4 °С против
50 мM Na-ацетатного буфера рН 5,0.
ГАГ осаждали тремя объемами 96° эта-
нола с 4 % ацетатом калия, осадки
растворяли в деионизованной воде.

Качественный состав ГАГ ПР тел
позвонков исследовался методом раз-
деления электрофорезом в 1 % геле
агарозы [31], в 50 мМ буфере ацетата
бария с рН 5,0. Исследуемые образцы
ГАГ перед электрофорезом последо-
вательно обрабатывали хондроити-
назами АС, АВС, кератаназой в 50 мM
трис-буфере pH 7,5 18 ч при 37 °С для
удаления отдельных видов ГАГ. После
окончания процедуры гель окрашива-
ли 0,1 % азуром c 50 мМ натрий-фор-
миатом и 10 мМ хлоридом магния
с pH 3,5. Окрашенный гель отмывали
50 мМ ацетатным буфером с рН 5,8.

Необходимо взглянуть на мутацию как на биологический процесс
с ее ферментами, мембранами, ростом и метаболизмом

Л.И. Корочкин
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Для идентификации ГАГ были исполь-
зованы метчики: хондроитинсульфа-
ты (ХС) А, В, С, кератансульфат и гепа-
рансульфат фирмы ICN.

Материалом для исследования
уровня экспрессии генов-кандидатов
служили клетки, выделенные из ПР
тел позвонков больных ИС (операци-
онный материал). В качестве контро-
ля использовались хондробласты,
выделенные из хрящевых тел позвон-
ков эмбрионов человека в сроке
10–12 недель гестиации, полученные
непосредственно после медицинско-
го аборта от клинически здоровых
женщин из лицензированных учреж-
дений Росздрава в соответствии
с утвержденным перечнем медицин-
ских показаний. Гиалиновый хрящ от-
мывали в растворе Хенкса с канами-
цином 1 г/л в течение 15 мин, измель-
чали в чашке Петри с минимальным
объемом среды RPMI до размеров
1–2 мм2, а затем помещали в раствор
1,5 % коллагеназы в силиконизиро-
ванной посуде для инкубирования
на шейкере при температуре 37 °С
в течение 5–8 ч. Суспензию пропуска-
ли через нейлоновый фильтр и цент-
рифугировали 10 мин
при 1500 об/мин. Далее клетки ресус-
пендировали в ростовой питательной
среде. Полученную популяцию клеток
культивировали в культуральных фла-
конах в концентрации 3 х 105/мл
в среде ДМЕМ/F12 1:1 (Gibco)
с добавлением 20 % фетальной сыво-
ротки крови плодов коровы при
температуре 37 °С. Пересев хондроб-
ластов осуществлялся два раза в неде-
лю с кратностью рассева 1/2–3. Смену
среды проводили каждые три дня. Для
дальнейших исследований использо-
вались хондробласты 3-го пассажа.

Для полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) использовались прайме-
ры, синтезированные в компании
«Лаборатории Медиген» (Новоси-
бирск). Праймеры подбирали для ге-
на агрекана (NM013227, GI:6995993),
декорина (NM001920, GI:19743844),
люмикана (NM 002345, GI:21359858),
глипикана (NM004484, GI:5360213),
синдекана (NM002997, GI:55925657),

GAPDH (NM_002046.2, GI:7669491)
человека.

Выделение мРНК из хондроцитов
больных ИС и нормальных хондро-
цитов (двенадцатинедельный эмбри-
он человека) осуществлялось китом
TRIZOL.

Для очистки РНК от ДНК добавля-
ли к 40 мкл выделенного РНК-раство-
ра 1 ед. активности ДНК-азы и соот-
ветствующий буфер, доводили
до объема 100 мкл. Инкубировали
при 37 °С в течение 30 мин. Добавля-
ли 100 мкл фенола, перемешивали.
Добавляли 40 мкл хлороформа, цент-
рифугировали 5 мин 7,5 тыс. g. Пере-
носили водную фазу в чистую про-
бирку, добавляли 100 мкл изопропа-
нола. Инкубировали в течение 10 мин
при комнатной температуре, центри-
фугировали при 12,000 g в течение
10 мин. Образовавшийся осадок про-
мывали 200 мкл 75 % этилового спир-
та и центрифугировали 7,5 g в тече-
ние 5 мин. Высушивали осадок, рас-
творяли в 40 мкл воды и инкубирова-
ли при 55 °С в течение 10 мин.

Для проведения обратной транс-
крипции к 2 мкг выделенной РНК до-
бавляли 10 пмоль праймеров (OligodT
или случайные гексануклеотидные
праймеры), инкубировали 5 мин
при 70 °С, охлаждали на льду в тече-
ние 1 мин, встряхивали. Далее добав-
ляли в строгой последовательности
5 мкл буфера для обратной транс-
крипции, 0,5 мМ каждого дезоксинук-
леозидтрифосфата, 200 ед. активнос-
ти обратной транскриптазы M-MTLV,
доводили водой до 25 мкл. Инкубиро-
вали 1 ч при 37 °С.

Амплификацию фрагментов генов
декорина, синдекана, люмикана, гли-
пикана, агрекана, GAPDH проводили
методом мультиплексной ПЦР на ам-
плификаторе. В качестве контрольно-
го гена использовался ген GAPDH.
Объем реакционной смеси составлял
20 мкл, с добавлением ~200 нг кДНК,
2 мкл 10x ПЦР-буфера (10 мМ Tris-
HCl, 1,5 мМ MgCl2, 50 мМ KCl, pH 8,3),
20 пМ каждого праймера, 0,2 мМ каж-
дого дезоксинуклеозидтрифосфата
и 1 ед. активности. Taq-ДНК-полиме-
разы. Реакционную смесь покрывали

равным объемом минерального мас-
ла. ПЦР проводили при следующих
условиях: начальная денатурация
5 мин при 95 °С, далее 32 цикла
при следующих условиях: денатура-
ция 30 с при 95,0 °С, отжиг праймеров
30 с при 55,0 °С, элонгация 60 с при
72 °С, 10 мин при 72 °С.

Анализ продуктов ПЦР проводили
методом горизонтального гель-элект-
рофореза в 0,9 % агарозном геле в бу-
фере ТАЕ (0,04 М Tris-HCl, 0,05 М
EDTA, pH 8,0) с содержанием 1 мкг/мл
бромистого этидия. Проводили элек-
трофорез в течение 20 мин. Напря-
женность электрического поля
6–8 В/см. Для нанесения на гель рас-
твор ДНК смешивали с 50 % глицери-
ном, содержащим 0,1 % бромфеноло-
вый синий, 0,1 % ксиленцианол в со-
отношении 1:10. Сканирование геля
проводили в УФ-свете с помощью ви-
деосистемы. В качестве стандарта мо-
лекулярной массы использовали ДНК
плазмиды pBlueScript/SK, обработан-
ную эндонуклеазой рестрикции MspI,
маркерную ДНК 100 bp и 1 kb.

РРиисс..  11

Пластинка роста тела позвонка:

выпуклая сторона кривизны;

Шик-реакция, 20 х 20
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РРееззууллььттааттыы  ииссссллееддоовваанниийй

Выпуклая сторона кривизны. На вы-
пуклой стороне кривизны ПР тела по-
звонка сохраняет свою структуру
и представлена четырьмя зонами
(рис. 1).

Герминативный слой по-прежнему
занимает 1/3 объема ПР тела позвон-
ка. Хондробласты овальной и вытяну-
той формы располагаются в интен-
сивно базофильном матриксе. Базо-
фильная реакция усиливается вокруг
клеток. Здесь же и в цитоплазме выяв-
ляются гранулярные Шик-позитив-
ные структуры, идентифицирован-
ные как гликоген. В цитоплазме хонд-
робластов определяются ХС С и гиа-
луроновая кислота, гранулы СДГ
и НАД-Н-диафоразы. Реакция Грина
интенсивно позитивна в ядрах и ци-
топлазме клеток. Ультраструктурная
организация клеток не изменена.

Зона пролиферирующих хондроб-
ластов широкая, но клетки располага-
ются несколько реже, чем в той же зо-
не ПР тела позвонка при II степени
ИС [6], вместе с тем количество клеток
в лакунах до 10–12. Вокруг клеток
в лакунах, и особенно вокруг самих
лакун, базофилия матрикса более ин-
тенсивная. Здесь же выявляются ХС,
преимущественно С, в меньшей сте-
пени – А, кератансульфаты в следо-

вых количествах. Матрикс в этих зо-
нах гомогенный, обнаруживает ин-
тенсивные реакции на сульфатиро-
ванные ГАГ (S-ГАГ). В некоторых клет-
ках встречаются фигуры митоза. Ин-
декс пролиферации клеток высокий.
Ядерно-цитоплазматические отноше-
ния меньше единицы. В хондроблас-
тах сохраняется высокая фермента-
тивная активность СДГ и НАД-Н-диа-
фораз и незначительная активность
α-глицерофосфатдегидрогеназы
(рис. 2). Ультраструктурная организа-
ция клеток свидетельствует об их ак-
тивном функционировании. Широ-
кая сеть эндоплазматического рети-
кулума, митохондрии с хорошо кон-
турирующимися кристами. Активный
комплекс Гольджи (КГ) расположен
по разным полюсам клетки, много-
численные вакуоли, контактирующие
с эндоплазматической сетью (ЭПС).

Колонковый слой клеток четко
прослеживается (рис. 1). Фигуры ми-
тоза здесь встречаются редко. Индекс
пролиферации значительно ниже -
12 %. Внутри лакун выявляются пре-
имущественно ХС. Реакция Грина ин-
тенсивна в цитоплазме и ядрах. Оби-
лие митохондрий в цитоплазме хоро-
шо согласуется с интенсивными реак-
циями на ферменты цикла Крепса
(СДГ, НАД-Н-диафораза). Щелочная

фосфатаза и α-глицерофосфатдегид-
рогеназа определяются в виде редких
цитоплазматических гранул. Матрикс
без признаков дистрофии, интенсив-
но базофилен. Ядерно-цитоплазмати-
ческие отношения больше единицы.
Высокополимерные ГАГ (Хейл-реак-
ция) концентрируются вокруг лакун.
На некотором расстоянии от лакун
Хейл-реакция несколько слабее,
но усиливается альциан-позитивная
реакция. Ультраструктура клеток
(рис. 3) этой зоны характеризуется
высоким уровнем организации –
эксцентрично расположенное ядро
с преимущественно диффузным хро-
матином, с 1–2 ядрышками. КГ распо-
ложен по всей цитоплазме с хорошо
выраженными цис- и трансполюсами,
с многочисленными вакуолями. ЭПС
широкая, с обилием рибосом. Мито-
хондрии с гомогенным матриксом
и хорошо выраженными кристами.
Вокруг клеток располагаются колла-
геновые волокна с поперечной
исчерченностью, в прослойках хоро-
шо контурируются ПГ.

Гипертрофический слой клеток
представлен преимущественно круп-
ными клетками с вакуолизированной
цитоплазмой. Часть клеток, особенно
в области, граничащей с зоной остео-
генеза, находится в состоянии апоп-
тоза. Несколько выше клетки на грани-
це с колонковым слоем содержат цент-
рально расположенные ядра и базо-
фильную цитоплазму. Об активном
синтезе клетками этой зоны свидетель-
ствует выявляемая цитоплазматическая
РНК (реакция Грина), ХС и значитель-
ное количество гранул гликогена.
В клетках этой зоны определяются ке-
ратансульфаты (реакция с альциано-
вым синим, контроль гиалуронидазой).

Зона остеогенеза узкая, внедрение
сосудов в хрящевую ткань не наблю-
дается. К гипертрофическим клеткам
прилежат костные структуры, кото-
рые перекрывают зону вплоть
до центральных отделов ПР тела
позвонка, до границы с вогнутой
стороной кривизны.

МПД. Наружные отделы диска
представлены пересекающимися
под углом коллагеновыми волокнами,

РРиисс..  22

Гранулы окислительно-восста-

новительных ферментов: вы-

пуклая сторона кривизны; реак-

ция на сукцинатдегидрогеназу,

20 х 20

РРиисс..  33

Ультраструктурная организация

хондробластов колонкового

слоя выпуклой стороны кри-

визны, х1000
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между которыми видны узкие базо-
фильные прослойки основного ве-
щества. Ближе к центральным отде-
лам диска пучки коллагеновых воло-
кон более тесно расположены и теря-
ют присущую им архитектонику. Про-
слойки основного вещества практи-
чески не выявляются. Рыхловолок-
нистая часть диска представлена кол-
лагеновыми волокнами. В прослойках
и цитоплазме хондроцитов и фиб-
робластов выявляется ХС А и С и в не-
значительных количествах кератан-
сульфаты. Реакции Грина интенсивны
как в цитоплазме (РНК), так и в ядре
(ДНК). В этих клетках активны окис-
лительно-восстановительные процес-
сы, о чем свидетельствуют интенсив-
ные реакции на СДГ и НАД-Н-диафо-
разу. Пульпозное ядро и остатки хор-
ды содержат ХС С и гиалуроновую кис-
лоту в высокополимерном состоянии.

Вогнутая сторона кривизны. ПР те-
ла позвонка значительно сужена,
представлена узким герминативным,
пролиферирующим и гипертрофи-
ческими слоями. Матрикс местами
с очагами разволокнения, местами
представлен волокнистым хрящом
(зоны репарации).

Герминативный слой (рис. 4) со-
стоит из 1–2 слоев хондробластов.
Следует отметить отсутствие границ
между замыкательной пластинкой

и герминативным слоем. Фигуры ми-
тоза в хондробластах отсутствуют,
встречаются апоптозные тела. Проли-
феративная активность резко сниже-
на. Индекс пролиферации – 5 %. В ци-
топлазме и вокруг клеток выявляются
ХС и гиалуроновая кислота. Гликоген
в виде редких гранул обнаруживается
в единичных хондробластах. В мат-
риксе встречаются зоны разволокне-
ния. Ультраструктурная организация
хондробластов (рис. 5) – единичный
КГ со спавшимися вакуолями. Мито-
хондрии лишены крист. Эндоплазма-
тическая сеть с широкими каналами,
заполненными электронно-плотным
содержимым. Между тем, в ряде кле-
ток ультраструктурная организация
сохранена. В ядрах выявляются эух-
роматин, хорошо контурирующиеся
ядрышки. В цитоплазме этих клеток
широко представлены КГ и ЭПС.
КГ с расширенными цистернами, ва-
куоли находятся преимущественно
в центре клетки. Лизосомы и редкие
фагосомы расположены в основном
примембранно. Митохондрии с хоро-
шо контурирующимися матриксом
и кристами.

В изогенном слое клеток хондроб-
ласты расположены на значительном
расстоянии друг от друга по 3–4,
а иногда и по 1–2 в лакуне. Вокруг ла-
кун матрикс слабо базофилен. Внутри
лакун между хондробластами, как
и в цитоплазме клеток, обнаружива-
ются следовые реакции на низкопо-
лимерные ХС. В этих зонах, особенно
вокруг лакун, определяются кератан-
сульфаты (рис. 6). СДГ и НАД-Н-диа-
фараза выявляются в виде редких гра-
нул только в цитоплазме редких хон-
дробластов. Цитоплазматическая ре-
акция Грина резко снижена. Реакции
на кислую фосфатазу и α-глицеро-
фосфатдегидрогеназу интенсивны.
Пролиферативный индекс резко сни-
жен – 5 %. Реакция на апоптоз интен-
сивна. В матриксе этой зоны наблю-
даются зоны кальцификации, рас-
пространяющиеся вплоть до герми-
нативного слоя. Выявляются очаги
пролиферации клеток и формирова-
ние волокнистого хряща – зоны реге-
нерации. Сосудистые элементы про-
никают в зону пролиферирующих
клеток. В цитоплазме эндотелиаль-
ных клеток интенсивны реакции
на СДГ и НАД-Н-диафаразу. Ультра-
структура хондроцитов значительно
изменена: в редких клетках выявляют-

РРиисс..  44

Герминативный слой пластин-

ки роста тела позвонка: вогну-

тая сторона кривизны; окраска

альциановым синим, 20 х 10

РРиисс..  55

Ультраструктурная организация

хондробластов герминативно-

го слоя вогнутой стороны кри-

визны, х1000

РРиисс..  66

Кератансульфат в клетках

и матриксе изогенного слоя

клеток пластинки роста тела

позвонка вогнутой стороны

кривизны; окраска альциано-

вым синим, 20 х 10
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ся КГ, в других клетках этой зоны –
глубокие дистрофические изменения,
отсутствуют ядра. Цитоплазма запол-
нена некротическими массами
или кальцификатами. Органоиды от-
сутствуют или находятся в состоянии
глубокой дистрофии. Гликоген выяв-
ляется в виде крупных глыбок.

Костная ткань. Костная ткань
с признаками продолжающегося ос-
теогенеза (рис. 7) – неравномерно
расположенные широкие костные
балки, окруженные остеоидом и це-
почками остеобластов. Многие кост-
ные балки склерозированы, со следа-
ми перестроек. На поверхности мно-
гих костных балок видны лакуны Гау-
шипта с остеокластами. Костный мозг
миелоидно-жировой.

МПД. Структура межпозвонкового
диска резко изменена. Пучки коллаге-
новых волокон наружных отделов
диска (фиброзное кольцо) теряют
присущую им фигуру «елочка» и фор-
мируют плотные сухожильно-подоб-
ные структуры. Основное вещество
морфологически не выявляется. Мес-
тами видны очаги дистрофии. Клетки
вытянутой формы и по морфологи-
ческим характеристикам могут быть
отнесены к фиброцитам. Во внутрен-
них отделах диска также наблюдается
фибротизация пульпозного ядра.
Здесь иммуногистохимическими ме-
тодами выявляется коллаген II типа.

Хондроциты крупные, округлой фор-
мы, с четко очерченными границами,
с мелким центрально расположен-
ным ядром и концентрическими
структурами, которые заполняют всю
цитоплазму. Как и в наружных отде-
лах диска, здесь выявляются очаги
дистрофии: разволокнение, распад
коллагеновых волокон. В этих участ-
ках интенсивны реакции на ХС и ке-
ратансульфаты. Иммуногистохими-
ческими методами установлен высо-
кий индекс апоптоза. Индекс проли-
ферации равен нулю. Ферментные
системы в клетках этой зоны не выяв-
ляются. Реакция Грина сохраняется
только в ядрах. В некоторых участках
интенсивна реакция Косса.

Биохимические исследования

При исследовании качественного со-
става препаратов ГАГ ПР тел позвон-
ков больных ИС выявлялись кератан-
сульфат, ХС и кератансульфатзависи-
мая фракция. При рестрикции натив-
ных образцов ГАГ ПР тел позвонков
больных ИС и последующем электро-

форезе в геле агарозы было установ-
лено, что количество кератансульфат-
связанной фракции возрастает по ме-
ре увеличения деформации (рис. 8,
9б, 9в). С увеличением деформации
позвоночника увеличивается кера-
тансульфатная и уменьшается хонд-
роитинсульфатная составляющие
хрящевой ткани ПР тел позвонков
и МПД. В образцах ГАГ вогнутой сто-
роны деформации регистрируется
значительно большее количество ке-
ратансульфатсвязанной фракции
и меньшее количество ХС, чем в об-
разцах ГАГ с выпуклой стороны де-
формации (рис. 10). При исследова-
нии качественного и количественно-
го состава препаратов ГАГ, выделен-
ных из МПД, была установлена следу-
ющая закономерность в ряду: ГАГ
пульпозного ядра (ПЯ), ГАГ ПР, ГАГ
фиброзного кольца (ФК). Наблюдает-
ся уменьшение количества ХС и уве-
личение количества кератансуль-
фатов, увеличивается количество
кератансульфатсвязанной фракции
(рис. 9). Были обнаружены отличия
образцов ГАГ, выделенных из ПР, ФК,
ПЯ выше и ниже высоты деформации
и на высоте деформации; на высоте
деформации было обнаружено наи-
большее количество кератансульфат-
связанной фракции, наименьшее –
выше деформации.

Полученные данные хорошо согла-
суются с морфологическими данными.

Молекулярно-генетические
исследования

Для изучения изменения спектра ПГ
в матриксе и клетках ПР тела позвон-
ка при ИС было предпринято молеку-
лярно-генетическое исследование
следующих генов: агрекана, люмини-
кана и бигликана в хондробластах
15 больных ИС III-IV степени. Из ПР
тел позвонков были выделены и куль-
тивированы in vitro хондробласты
(операционный материал). Методом
РТ-ПЦР в клетках и культуральных
средах исследовались гены ПГ: бигли-
кан, агрекан, люминикан и др.
(рис. 11–13). По сравнению с нормой
(0, 1, 2, 3 пассажи эмбриональных

РРиисс..  77

Костная ткань выпуклой сторо-

ны кривизны; окраска гематок-

силин-эозином, 20 х 10

РРиисс..  88

Фореграмма образцов гликоза-

миногликанов пластинки роста

(ГАГ ПР) тела позвонка и меж-

позвонкового диска больного

с III степенью идиопатического

сколиоза: 1 – стандарт; 2 – на-

тивный образец ГАГ ПР; 3, 4, 5 –

образцы ГАГ ПР, фиброзного

кольца (ФК) и пульпозного яд-

ра (ПЯ) соответственно, обра-

ботанные хондроитиназой АС;

6, 7, 8, 9 – образцы ГАГ ПР, ФК

и ПЯ соответственно, обрабо-

танные кератаназой
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хондробластов) экспрессия гена агре-
кана (рис. 12) в клетках и в культу-
ральных средах была резко снижена.
На этом фоне (рис. 13) регистрирует-

ся повышенная экспрессия гена лю-
миникана. Методом вестенр-блот бы-
ли исследованы белковые продукты
этих ПГ. В результате было установле-

но, что коровый белок агрекана ре-
гистрируется в следовых количествах.
Полученные результаты хорошо со-
гласуются с морфологическими

РРиисс..  1100

Фореграмма образцов гликоза-

миногликанов пластинки роста

(ГАГ ПР) тела позвонка с вогну-

той и выпуклой сторон дефор-

мации больного идиопатичес-

ким сколиозом:

1 – стандарт; 2 – нативный об-

разец ГАГ ПР; 3 – образец ГАГ

ПР тела позвонка с вогнутой

стороны деформации, обрабо-

танный кератаназой; 4 – обра-

зец ГАГ ПР тела позвонка с вы-

пуклой стороны деформации,

обработанный кератаназой

РРиисс..  1111

Результат мультиплексной ПЦР

с праймерами для генов дека-

рина (2–9), гликана (10–17)

и GAPDH (доместес-ген): 1 –

маркер; 2, 3, 4, 5 – 0, 1, 2, 3 соот-

ветственно пассажи культиви-

рованных эмбриональных хон-

дробластов; 6, 7, 8, 9 – хондроб-

ласты больных идиопатичес-

ким сколиозом; 10, 11, 12, 13 –

0, 1, 2, 3 соответственно пасса-

жи культивированных эмбрио-

нальных хондробластов; 14, 15,

16, 17 – хондробласты больных

идиопатическим сколиозом

РРиисс..  1122

Результат мультиплексной ПЦР

с праймерами для генов люми-

кана (2–9), синдекана (10–17):

1 – маркер; 2, 3, 4, 5 – 0, 1, 2, 3 со-

ответственно пассажи культи-

вированных эмбриональных

хондробластов; 6, 7, 8, 9 – хонд-

робласты больных идиопати-

ческим сколиозом; 10, 11, 12,

13 – 0, 1, 2, 3 соответственно

пассажи культивированных эм-

бриональных хондробластов;

14, 15, 16, 17 – хондробласты

больных идиопатическим ско-

лиозом

РРиисс..  99

Фореграмма образцов гликозаминогликанов пластинки роста (ГАГ ПР) тела позвонка и межпозвонкового диска больного с IV

степенью идиопатического сколиоза (1 – стандарт; 2 – нативный образец ГАГ ПР; 3, 4, 5 – образцы ГАГ ПР, фиброзного коль-

ца (ФК) и пульпозного ядра (ПЯ) соответственно, обработанные кератаназой; 6, 7, 8 – образцы ГАГ ПР, ФК и ПЯ соответст-

венно, обработанные хондроитиназой АС; 9 – стандарт):

аа – выше деформации;

бб – на высоте деформации;

вв – ниже деформации

аа бб вв
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и биохимическими данными и допол-
няют общую картину возникновения
и развития ИС.

ООббссуужжддееннииее

При обсуждении полученных данных
следует выделить следующие осново-
полагающие положения:
– этиологический фактор развития

ИС;
– патогенетические механизмы

формирования деформаций по-
звоночника;

– концепция ИС.
Этиологический фактор развития

ИС. Морфогистохимическими мето-
дами показано, что в хондробластах
ПР вогнутой стороны деформации
на фоне снижения количества суль-
фатированных ГАГ увеличивается ко-
личество кератансульфата, это под-
тверждает резко сниженная в цитоп-
лазме хондробластов реакция на РНК.
Ферментативная идентификация ПГ

с последующим методом электрофо-
реза в агарозном геле не только под-
твердила нарастание кератансульфа-
та в матриксе ПР тел позвонков боль-
ных ИС, но и позволила выявить
фракцию, которая ранее не фигури-
ровала в литературе, – кератансуль-
фатсвязанную [7, 8]. Возникает во-
прос, за счет каких процессов проис-
ходит конверсия синтетических про-
цессов в сторону кератансульфата.
Причем эти изменения наибо-
лее выражены в самом активно синте-
зирующем слое – зоне пролифера-
ции. Можно было предположить,
что изменения касаются структуры
агрекана (самого представительного
ПГ в хрящевой ПР тела позвонка) –
уменьшение цепей ХС и увеличение
количества цепей кератансульфатов.
Подобная ситуация наблюдается
при возрастных изменениях в МПД
[27]. Антиаргументом может быть сле-
дующее положение: ПР представлена
провизорным хрящом, и инволютив-
ные процессы для такого типа ткани
мало вероятны. Следует подчеркнуть,
что закономерности изменений, вы-
явленные ранее при II степени ИС
[12], сохраняются и при поздних
III–IV степенях, что свидетельствует
о патогмоничности этих изменений
при ИС.

В таком случае наиболее вероят-
ным представляется изменение спек-
тра ПГ в матриксе и клетках ПР тела
позвонка при ИС. С целью проверки
высказанной гипотезы было пред-
принято исследование агрекана, лю-
миникана, бигликана и других генов
ПГ в хондробластах 15 больных ИС
III–IV степени. Из ПР тел позвонков
были выделены и культивированы in
vitro хондробласты (операционный
материал). Методом РТ-ПЦР в клетках
и культуральных средах исследова-
лись гены ПГ: бигликан, агрекан, лю-
миникан и др. Экспрессия гена агре-
кана была резко снижена как в клет-
ках, так и в культуральных средах.
На этом фоне регистрируется повы-
шенная экспрессия гена люминикана.
Методом вестенр-блот были исследо-
ваны белковые продукты этих ПГ. Ко-
ровый белок агрекана также выявлял-

ся в незначительных количествах. Из-
менения гена агрекана на уровне
транскрипции и трансляции свиде-
тельствуют о причастности гена агре-
кана к развитию ИС. Вместе с тем вы-
явленный высокий уровень экспрес-
сии гена люминикана объясняет уве-
личение количества кератансульфата
и нарастание количества кератан-
сульфатсвязанной фракции. Извест-
но, что люминикан содержит три це-
пи кератансульфата, ХС в нем отсут-
ствует [23]. В связи с этим кератан-
сульфатсвязанная фракция может яв-
ляться маркером развития ИС. Следу-
ющим этапом исследования является
секвинирование последовательности
гена агрекана для выяснения точной
локализации мутации в этом гене.

Патогенетические механизмы раз-
вития ИС. В основе развития дефор-
мации позвоночника лежит асиммет-
ричное нарушение роста. Рост - про-
долженный во времени процесс, ко-
торый заключается в интенсивном
синтезе, репродукции матрикса
и клеток ПР. Параллельно происходит
дифференцировка хондробластов
и подготовка к остеогенезу. Этот про-
цесс сопровождается экспрессией
разных генов. Во всех зонах ПР экс-
прессируется ген агрекана, в зонах
гипертрофических клеток и остеоге-
неза – ген люминикана [17]. Измене-
ние экспрессии гена агрекана приво-
дит к нарушению основных функций
ПГ – диффузии метаболитов, барьер-
ной [6] и рецепторной функций (осу-
ществление связи с гормональной сис-
темой и трансдукции сигналов), кон-
тактных взаимодействий хондроблас-
тов, а также регуляции репродукции
клеток и матрикса по типу контактно-
го ингибирования или стимуляции
пролиферативной активности [3, 11].

На морфологическом уровне эти
нарушения проявляются резким паде-
нием реакций на ХС в клетках и мат-
риксе, изменением архитектоники
хондробластов и разволокнением
матрикса, нарушением ультраструк-
турной организации клеток. На этом
фоне увеличивается количество кера-
тансульфата как в матриксе, так
и в цитоплазме клеток. Пролифера-

РРиисс..  1133

Результат мультиплексной ПЦР

с праймерами для гена GAPDH

(нижняя полоса) и гена агрека-

на (верхняя полоса): 1 – мар-

кер; 2, 3, 4, 5, 6 – хондроблосты

больных идиопатическим ско-

лиозом
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тивная активность хондробластов
резко снижена. Процесс остеогенеза
на фоне нарушения репродукции кле-
ток и матрикса не только не изменен,
но и активизируется. Сосуды прони-
кают в зону пролиферации, где фор-
мируется костная ткань, что объясня-
ется, с одной стороны, отсутствием
барьерной функции, нарушением
синтеза антиинвазивного фактора,
с другой стороны, повышенной экс-
прессией люминикана – фактора ос-
теогенеза в глубоких слоях ПР. Прог-
рессирование процесса приводит
к асимметрии роста и сколиотичес-
кой деформации позвоночника. Во-
прос об асимметрии роста может
быть объяснен следующим образом:
каждый из зачатков тел позвонков
формируется автономно, генная регу-
ляция также осуществляется автоном-
но [25]. В зависимости от локализа-
ции экспрессии мутантного гена
формируются право- или левосто-
ронние сколиотические деформации.

Один из сложных вопросов пато-
генеза сколиотической болезни – ма-
нифестация деформации позвоноч-
ника в периоды интенсивного роста,
то есть временные параметры вклю-
чения мутантного гена. Известно,
что в процессе развития существует
многоуровневая система клеточной
специализации [9, 10]. На ранних ста-
диях хондрогенной дифференциров-
ки тел позвонков в хондробластах
транскрибируются сходные последо-
вательности ДНК. В результате созда-
ется общая метаболическая основа
для последующей специфической
дифференцировки клеток. В этот пе-
риод синтезируются рецепторные
белки, распознающие индуцирующие
субстанции. Во втором периоде
транскрибируются участки генома,
кодирующие белки, специфичные для
определенных органов и клеток.
На данном этапе формируются раз-
личные клеточные клоны и складыва-
ется сложная система пролиферации
и взаимодействия. Каскадная, много-
уровневая система генетического
контроля клеточной специализации
требует специальных механизмов для
инициации процессов транскрипции

[10]. Применительно к процессу фор-
мирования структурных ансамблей
в ПР – это прежде всего вторичные
посредники (малые РНК, ц-АМФ), ко-
торые включаются под влиянием вза-
имодействия гормона роста и мемб-
ранных рецепторов хондробластов.

Концепция ИС. Исходя из концеп-
ции многоуровневого включения ге-
нов, можно предположить, что нару-
шение транскрипции гена агрекана
происходит в периоды интенсивного
роста, в связи с чем нарушается ре-
продукция клеток и матрикса.
На этом фоне, в связи с повышенной
экспрессией гена люминикана, ин-
тенсифицируется остеогенез. Если
ген агрекана не экспрессируется
и в других структурных компонентах
позвоночника, то почему структур-
ные изменения в диске и в костной
ткани выражены в меньшей степени?
Следующая трактовка нам кажется
убедительной: диск и ПР несут разные
функциональные нагрузки. МПД (ФК
и пульпозное кольцо) выполняет
амортизирующую и биомеханичес-

кую функции. Для него характерны
следующие структурные особеннос-
ти: эластин, большое количество кол-
лагена и связанные с ним малые ПГ
(бигликан, фибронектин и др.), агре-
кан же обеспечивает диффузию мета-
болитов. Нарушение диффузии мета-
болитов результирует фибротизацию
и дистрофические изменения в диске,
характерные для ИС.

ЗЗааккллююччееннииее

Результаты исследования позволили
сформулировать следующее опреде-
ление: ИС – это генетически зависи-
мая деформация позвоночника, на-
следуемая по аутосомно-доминантно-
му типу, с неполной пенетрантностью
генотипа, зависящей от пола и воз-
раста. Патогенетическим механиз-
мом (рис. 14) формирования дефор-
мации позвоночника является мута-
ция в гене агрекана, программирую-
щего синтез и модификацию лате-
ральных отделов ПР тел позвонков.

РРиисс..  1144

Концепция формирования сколиотической деформации
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