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Ревматоидный артрит (РА) характеризуется хрониче-

ским воспалением синовиальной оболочки (СО), приводя-

щим к ее инвазии в хрящ и кость. Это в свою очередь вызы-

вает деформацию и деструкцию суставов, а впоследствии и

раннюю инвалидизацию больных. Изучение СО помогает

расшифровать некоторые звенья патогенеза РА, выявить

потенциальные мишени лекарственного воздействия и, со-

ответственно, открывает перспективы для  поиска новых те-

рапевтических препаратов [1–15]. Современные исследова-

ния должны дать ответ на вопрос, могут ли синовиальные

биомаркеры использоваться для диагностики и определе-

ния прогноза заболевания у больных ранним РА.

За последние 15 лет накопилось много данных о пора-

жении СО. Создание новых лекарственных препаратов –

трудный и длительный процесс, связанный с существенны-

ми финансовыми затратами. Клинические испытания часто

требуют подбора большой когорты больных и их длительно-

го наблюдения для определения эффективности различных

лекарственных препаратов. Однако число подходящих для

исследования больных невелико. Наряду с этим этические

нормы могут ограничивать число пациентов, принимающих

плацебо, а больные, получающие новый препарат в ранних

фазах клинического испытания, подвергаются риску. В свя-

зи с этим можно прогнозировать, что в ближайшие 10 лет мы

столкнемся с новыми проблемами при изучении РА и его те-

рапии. Необходимость поиска альтернативного пути иссле-

дований привела к созданию концепции дизайна клиниче-

ских испытаний, основанной на изучении малых «насыщен-

ных данными» групп больных для определения биомаркеров

СО. Стандартизация получения образцов ткани СО и их об-

работки – одно из условий подбора соответствующих кли-

ническим испытаниям групп больных, позволяющее сопос-

тавлять данные многоцентровых исследований РА. Этот но-

вый подход ускорит получение нужной информации о раз-

витии болезни и ее терапии на ранних стадиях [15].

Биомаркеры как индикаторы нормального или патоло-

гического процесса, а также фармакологического ответа на

терапевтическое воздействие дают возможность объективи-

зации и измерения данных.  Иммуногистохимические осо-

бенности СО при РА, в частности макрофагальная инфильтра-

ция, а также экспрессия фактора некроза опухоли α (ФНО α)

и интерлейкина 6 (ИЛ 6), коррелируют с показателями ак-

тивности заболевания независимо от его давности [16–18].

Использование биомаркеров СО в исследованиях позволяет

сократить время и число пациентов, нуждающихся в скри-

нинге для определения потенциального эффекта новых пре-

паратов. Например, известно, что количество макрофагов в

субсиновиальном слое – важный критерий эффективности

лечения РА, который не зависит от механизма действия ос-

новного лекарственного вещества и положительно коррели-

рует с показателями клинической ремиссии [19–25]. Количе-

ственное определение макрофагов СО – надежный метод

оценки эффективности местного биологического воздейст-

вия на ранних стадиях лечения РА, менее чувствительный к

плацебо [15]. Изучение достаточного количества биоптатов

СО может пролить свет на специфические механизмы воз-

действия различных терапевтических агентов.

Оценка морфологических изменений в СО в клиниче-

ских испытаниях дает богатую информацию о РА и его тера-

пии. Предварительные результаты показывают, что такой

подход может быть использован и при других исследовани-

ях, например при псориатическом артрите [26]. В настоя-

щее время продолжается поиск новых биомаркеров СО пу-

тем  исследования профиля экспрессии генов [27–29]. 

Таким образом, разработка методики стандартизации

получения и обработки биоптатов СО крайне необходима.

Использование такой методики сделает сопоставимыми ре-

зультаты научных исследований и клинических испытаний

в разных центрах.

Биопсия СО
СО легко доступна для биопсии. Известны три чрескож-

ных малоинвазивных метода [30]. Во-первых – слепая иголь-

чатая биопсия СО коленного сустава. Она наиболее безо-

пасна, проста в применении, может проводиться в любом

ревматологическом стационаре, не нуждается в  специаль-

ном техническом оснащении, не затратна. Процедура вы-

полняется под местным обезболиванием иглой

Parker–Pearson или Williamson–Holt в верхнем завороте ко-
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ленного сустава.  Можно получить несколько биоптатов из

различных участков СО, а также из других суставов (плече-

вого, локтевого и голеностопного), а используя модифици-

рованные иглы – и из мелких суставов [26, 31]. 

Биоптаты СО, полученные с помощью этого метода и

артроскопии, сопоставимы, и в большинстве случаев можно

собрать адекватный материал. D.L. Saaibi и H.R. Schumacher

[31] выполнили 800 процедур иглой Parker–Pearson, при

этом авторы не наблюдали ни одного осложнения, в том

числе гемартроза или инфекции, и в 85%  случаев получили

пригодные для изучения образцы. При биопсии неподвиж-

ных суставов не удается получить подходящие для исследо-

вания образцы ткани, что является самым важным недос-

татком метода. Слепую игольчатую биопсию нельзя реко-

мендовать для серийных биопсий в клинических испытани-

ях терапевтических средств, но ее можно широко использо-

вать в диагностических целях или при сравнительных науч-

ных исследованиях [31–33].

Во-вторых – биопсия под контролем УЗИ. Это сравни-

тельно новый метод, который применяется в мелких и

крупных суставах, бурсах и сухожильных влагалищах под

местной анестезией [34, 35]. Сонографическое изображе-

ние, многократно получаемое в ходе одного исследования,

позволяет выбрать лучшие участки для биопсии. В ходе ис-

следования возможно обнаружение участков субсинови-

ального полиморфно-клеточного воспалительного ин-

фильтрата и поверхностно расположенного фибрина, что

указывает на активное воспаление СО. Наряду с этим от-

сутствие положительного сигнала не исключает наличие

синовита [36, 37]. Гипертрофия ворсин и собственно СО

хорошо выявляется в сером диапазоне изображения. УЗИ

более информативно, чем клинический счет поражения,

особенно при множественном вовлечении суставов

[38–40], поэтому оно является важным компонентом об-

следования больных и определения наиболее подходящих

для биопсии суставов и участков СО. 

Этот метод, несомненно, полезен, но не лишен недос-

татков. Так, костные компоненты, например надколенник,

могут создавать ультразвуковые помехи, что ограничивает

доступ к некоторым суставам. В литературе отсутствуют дан-

ные об исследовании клинически неизмененных суставов.

Однако УЗИ позволяет выбрать пораженный сустав и вы-

полнить биопсию СО независимо от использованной техни-

ки при субклиническом поражении. В литературе отсутству-

ют данные о пригодности полученных образцов для лабора-

торного исследования (количественная полимеразная цеп-

ная реакция – ПЦР), получения клеточных культур и др. Хо-

тя метод привлекателен, необходима его валидизация.

В-третьих – артроскопическая биопсия. Метод безопа-

сен, хорошо переносится больными [33, 41–45], но по стои-

мости превосходит слепую биопсию толстой иглой, так как

требует специального обучения персонала и технического

обеспечения. Исследование проводится под местной ане-

стезией. Специалист визуально оценивает воспаление си-

новии, осматривает все отделы сустава и берет несколько

образцов ткани из наиболее измененных участков. В колен-

ном суставе это супрапателлярная сумка, медиальный и ла-

теральный заворот, тибиофеморальное сочленение и пател-

лярный край. Процедуру можно проводить в пораженном и

непораженном коленном, локтевом и метакарпофаланго-

вом суставах [46, 47]. Осложнения артроскопии редки. Поч-

ти треть больных с гонитом отмечают незначительную боль

и дискомфорт во время процедуры, менее 10% – быстро

проходящий отек сустава и сосудистую реакцию.  В иссле-

довании, основанном на  15 682 артроскопиях, гемартроз

развился в 0,9% случаев, тромбоз глубоких вен – в 0,2% и

инфицирование сустава – в 0,1% [43].

Хотя артроскопия является дорогим методом, требую-

щим обучения персонала, на сегодняшний день она рассма-

тривается как «золотой стандарт» обследования и проведе-

ния биопсий, позволяющий получить образцы ткани из

различных отделов суставов. Собранный таким образом ма-

териал пригоден для морфологической диагностики даже

анкилозированных суставов. Активность воспаления в од-

ном суставе коррелирует с поражением других суставов. Ме-

тод позволяет проводить динамическое наблюдение  пора-

женного сустава в клинических испытаниях. 

Получение биоптатов
Морфологическое заключение основывается на сум-

марном описании множества признаков в синовиальной

оболочке, отражающих активность воспаления и коррели-

рующих с системными проявлениями болезни. Предполага-

ют, что медиаторы воспаления и костной деструкции экс-

прессируются в суставе, прежде всего на стыке пан-

нус–хрящ (СПХ) и не-СПХ. В различных исследованиях

получены аналогичные данные о наличии Т-клеток, плаз-

матических клеток и нескольких матричных металлопроте-

иназ и гранзимов в СПХ и не-СПХ. В то же время информа-

ция о количестве макрофагов противоречива [32, 48–50].

Морфологические изменения в синовии гетерогенны,

поэтому изучение маленьких фрагментов ткани может при-

вести к гипер- или гиподиагностике. Чтобы избежать диаг-

ностической ошибки, важно получить множество образцов

из разных отделов сустава. Это позволит составить реальное

представление о количестве Т-клеток в инфильтрате и акти-

вации маркеров с более чем 10% точностью, а также выявить

двукратную разницу экспрессии генов при количественном

определении методом ПЦР [51]. Аналогичные результаты

дает изучение биоптатов, полученных под контролем УЗИ. 

Хотя коленный сустав наиболее удобен для артроско-

пии, он не всегда подходит для биопсии, так как на момент

исследования этот сустав может быть непораженным. В та-

ких случаях рекомендуется получить серию биоптатов из

другого крупного сустава. 

Рекомендации для получения биоптатов 
СО коленного сустава

Рекомендации для получения биоптатов СО коленного

сустава основаны на опыте разных исследователей, участву-

ющих в конценсусном  протоколе группы по изучению си-

новитов EULAR. Эти рекомендации могут быть использо-

ваны для дальнейших клинических исследований. 

Поражение коленного сустава клинически наиболее

выражено, СО в нем наиболее доступна. Образцы ткани не-

обходимы для гистологического, иммуногистохимического,

количественного исследований, ПЦР и др. Для этих целей

используют 6–8 фрагментов ткани из пяти локализаций:

верхнего заворота, медиальной поверхности СО, нижнего

заворота, тибиофеморальной области и, наконец, СПХ ря-

дом с краем надколенника. В соответствии с требованиями

различных методик образцы размещают на влажной марле-

вой салфетке, смоченной физиологическим раствором, и

готовят для дальнейшего хранения. Эти же принципы при-
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менимы для исследования биоптатов разных локализаций

не только при РА, но и при других нозологических формах.

Хранение биоптатов
Для гистологического исследования образцы фиксиру-

ют на 24 ч в 10% нейтральном формалине и заливают в па-

рафиновые блоки по общепринятой методике. Окрашивают

гематоксилином и эозином, а при необходимости и други-

ми рутинными методами. Для иммуногистохимического

исследования помещают в контейнер 8 образцов ткани, за-

ливают Tissue-Tek, 2 мин инкубируют при комнатной тем-

пературе, после этого в течение 1 мин замораживают в жид-

ком азоте, пока гель не побелеет, и в таком виде хранят до

проведения исследования. 

Образцы для ПЦР, исследования генов в ДНК (DNA-

microarray), ELISA или других методов обычно сразу поме-

щают в маркированные контейнеры, замораживают и хра-

нят в жидком азоте. РНК в СО быстро деградирует, поэтому

для ее изучения требуется максимально быстрая заморозка

тканей в жидком азоте. Свежие образцы ткани можно хра-

нить в  специальных контейнерах, содержащих 1,5 мл

RNAlater, при температуре 4 °С в течение 16–24 ч. На следу-

ющий день RNAlater удаляют, не повреждая биоптаты, и кон-

тейнеры оставляют в холодильнике при температуре -80 °С.

Контейнеры нельзя хранить в жидком азоте. Условия обра-

ботки материала для изучения популяции клеток, ПЦР или

DNA-microarray зависят от требований, предъявляемых к

каждой методике [29].

Для выделения клеточной культуры синовиальную

ткань помещают в культуральную среду (Dulbecco's modified

Eagle's medium – DMEM, содержащую сыворотку). Клетки

выращивают в среде вне ткани или выделяют путем обра-

ботки ферментами. Впоследствии синовиальные клетки

выращивают в инкубаторе при температуре 37 °С в 5% СО2. 

Фрагменты СО можно культивировать ex vivo [52, 53].

В этом случае сохраняются архитектоника ткани и меж-

клеточные контакты и более точно отражается окружение

воспаления. Такая культура ткани спонтанно выделяет

провоспалительные цитокины и используется для доказа-

тельства концепции потенциальных терапевтических ми-

шеней. Биоптат помещают в 48- или 96-луночные плошки

со средой, содержащей DMEM или RPVI 1640. Ткань

культивируют при отсутствии доступа провоспалительных

индукторов (ФНО α, ИЛ 1 β) при температуре 37 °С в ин-

кубаторе с 5% СО2. После инкубации супернатантные

клетки отделяют для количественного определения про-

воспалительных медиаторов и устанавливают массу тка-

ни. Образцы мгновенно замораживают и используют для

выделения РНК или подготавливают для гистологическо-

го исследования.

При необходимости в препаратах можно выявлять кри-

сталлы уратов в поляризационном микроскопе в неокра-

шенных парафиновых срезах. При подозрении на бактери-

альную инфекцию СО может быть окрашена по Граму или

изучена при ПЦР [54].

Таким образом, стандартные условия сбора и хранения

биоптатов СО необходимы для достоверного анализа ре-

зультатов в многоцентровых клинических исследованиях.

Хотя акцент сделан на РА, эти условия могут распростра-

няться и на изучение других воспалительных заболеваний

суставов, таких как спондилоартриты, остеоартроз и др.

Для определения исходов терапии можно сравнивать

наличие или уровень экспрессии биомаркеров СО, напри-

мер макрофагов в субсиновиальном слое до и после лече-

ния. Маркеры могут быть использованы для определения

дозы использованных препаратов.

Представленные данные являются первым шагом к

стандартизации инновационных, доказательных клиниче-

ских исследований [55]. Иммуногистохимическое (в том

числе количественное) исследование, экспрессия генов и

экспрессия белков также нуждаются в стандартизации, а

сбор и сохранение материала необходимо проводить в соот-

ветствии с предложенными рекомендациями.
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