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Вступ. Кісткова тканина безперервно оновлю-
ється шляхом узгоджених дій кісткових клітин, які 
включають резорбцію кісток остеокластами та фор-
мування кісток остеобластами. При цьому остеоцити 
діють як механосенсори та регулятори процесу ре-
конструкції кістки. Дисбаланс між резорбцією кістки 
(під впливом остеокластів) та її формуванням (під 
впливом остеобластів) призводить до втрати кістко-
вої маси [1, 2].

Процеси кісткового ремоделювання відіграють 
важливу роль у пацієнтів з онкологічними захворю-
ваннями. Адже відомо, що розвиток злоякісних пух-
лин в організмі спричиняє виникнення у переважної 
більшості пацієнтів кісткових ускладнень у вигляді 
остеопорозу, метастатичного ураженням кісток та 
виникненням патологічних переломів [3, 4].

Відомо, що одним із основних методів лікування 
онкологічних захворювань на сьогодні є протипух-
линна хіміотерапія. Цитотоксичні препарати призна-
чаються курсами на значний проміжок часу у вели-
ких дозах. Тривале застосування протипухлинних 
хіміопрепаратів впливає на процеси фізіологічної та 
репаративної регенерації кісток [5, 6].

Процеси кісткового ремоделювання можна оці-
нити завдяки аналізу маркерів кісткової резорбції та 
маркерів синтезу кісткової тканини [7, 8, 9].

Одним із ферментів, що відіграють важливу роль 
у резорбції кісткового матриксу, є катепсин К. Він 
виділяється із зрілого остеокласту в «зону гермети-
зації», багату актином. Це визначає зону резорбції 
кістки, де підкислене середовище здатне розчини-
ти мінералізований компонент кістки [10]. Катепсин 
К – це єдина протеоза, яка здатна розщеплювати як 
потрійну спіраль, так і телопептиди колагенових во-
локон I типу, який становить приблизно 90% органіч-
ного матриксу кісток [11]. Він також може розщеплю-
вати колаген типу II, переважний матриксний білок 
у хрящі та активувати матрикс-металлопротеїназу-9, 
яка необхідна для деградації кісткового матриксу 
[12, 13]. Окрім цього, катепсин К приймає участь у 
дефосфорилюванні остеопонтіна за рахунок актива-
ції остеокластів тартратрезистентною кислою фосфа-
тазою. Це  викликає пригнічення кісткової резорбції. 
Таким чином, катепсин К здійснює ауторегуляцію 
своєї активності через кислу фосфатазу. У сукупності 
можна зробити висновок, що катепсин К необхідний 
для резорбції кісток, опосередкованої остеобласта-
ми [14, 15, 16].

Наступний маркер кісткового ремоделювання 
синтезується остеобластами. Це остеопонтін – неко-
лагеновий білок, який бере участь в структурі та ор-
ганізації органічного і мінерального матриксу в кіст-
ці [17]. Він регулює зародження та ріст мінеральних 
кристалів кісток та є пізнім маркером мінералізації 
кісток [18].

Остеопонтін також є структурним елементом 
кісткового матриксу. Діючи як “клей” на межі розді-
лу мінерал-колаген, він утворює міцні зв’язки, які мо-
жуть протистояти відокремленню мінералізованих 
колагенових фібрил і підвищувати в’язкість кісток. 
Тому зниження рівня цього маркеру може призвести 
до виникнення тріщин у кістковій тканині та їх поши-
рення, що погіршить в’язкість кісток [19].

Відомо, що остеопонтін в кістках регулює ди-
ференціацію, міграцію та активацію остеокластів, 
оскільки вважається, що він відіграє ключову роль у 
прилипанні остеокластів до кістки та утворенню по-
шкодженої  зони під час процесу активної резорбції.

Результати останніх досліджень встановили, що 
остеопонтін діє як пригнічувач мінералізації у сво-
єму фосфорильованому стані. Холлінг Ліндер та ін. 
показали, що фосфорильований остеопонтін змен-
шує мінералізацію, тоді як дефосфорильований – ні. 
Згідно із цими дослідженнями, остеопонтін повинен 
дефосфорилюватися TRAcP під час резорбції, щоб за-
безпечити нову мінералізацію кісткової тканини ос-
теобластами [20].

Отже, остеопонтін є маркером мінералізації 
кісток та приймає участь у формуванні колагенових 
волокон, тому він може свідчити про формування 
або оновлення кісткової тканини.

Таким чином, вивчення імуногістохімічних марке-
рів кісткового ремоделювання в звичайній клінічній 
практиці дасть можливість для кращого визначення 
прогнозу та ризику розвитку кісткових ускладнень у 
пацієнтів з онкологічними захворюваннями.

Мета дослідження: на основі імуногістохімічно-
го дослідження визначити експресію катепсину К та 
остеопонтіну в травмованій стегновій кістці в умовах 
впливу протипухлинних хіміопрепаратів.

Об’єкт і методи дослідження. Для проведення 
експерименту було використано 96 білих лаборатор-
них щурів-самців 7-місячного віку вагою 230±10 гр 
при дотриманні всіх правил гуманного відношення 
до тварин згідно вимог «Європейської конвенції за-
хисту хребетних тварин, які використовуються для 
експериментів та інших наукових цілей»(Страсбург, 
1986), «Загальних етичних принципів експериментів 
на тваринах», ухвалених Першим національним кон-
гресом з біоетики (Київ, 2001), Гельсінської деклара-
ції Генеральної асамблеї Всесвітньої медичної асоці-
ації (Гельсінки, 2000) [21, 22].
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Усім тваринам в умовах стерильної опе-

раційної під кетаміновим наркозом (50мг/
кг) наносився дірчастий дефект діаметром 
2мм шароподібною фрезою стоматологіч-
ного бору до кістковомозкового каналу під 
охолодженням в ділянці середньої трети-
ни діафізу стегнової кістки. Тварини були 
поділені на контрольну (n=24) та три експе-
риментальні (I, II, III, n=72) групи. Тваринам  
експериментальних груп після нанесення 
травми вводили внутрішньоочеревинно протипух-
линні хіміопрепарати: I-й експериментальній групі 
вводили доксорубіцин (60мг/м²), II-й-5 – фторура-
цил (600мг/м²), III-й – метотрексат (40мг/м²). Через 
кожну 21-у добу тваринам експериментальних груп 
повторювали введення відповідного хіміопрепарату 
на протязі усього експерименту. На 15-ту, 30-ту, 45-
ту, 60-ту добу після травми тварин контрольної та 
експериментальних груп  виводили з експерименту 
шляхом декапітації під  глибоким кетаміновим нар-
козом (100мг/кг). 

Імуногістохімічне дослідження проводили на па-
рафінових зрізах (4×10-6м) декальцинованої ткани-
ни стегнових кісток щурів, які підлягали стандартній 
депарафінації та зневодненню у ксилолі та спиртах у 
знижуючих концентраціях. Демаскування антигенів 
проводили у водяній бані «ВБ-4» при температурі 97-
980С у цитратному буфері (рН-7,0). Реакція антиген-
антитіло була візуалізована з використанням систе-
ми детекції «UltraVision Quanto Detection System HRP 
DAB Chromogen» («Thermo scientific», США), що вклю-
чала блокування ендогенної активності пероксида-
зи перекиснем водню, блокування неспецифічного 
фонового забарвлення з використанням «Ultra 55 
block», посилення реакції «Primary Antibody Amplifier 
Quanto» та кінцеву візуалізацію діамінобензидином 
(ДАБ) з дозабарвленням ядер гематоксиліном 
Маєра. У дослідженнях використана така панель 
антитіл («Thermo scientific», США) (табл. 1):

Таблиця 1 – Панель антитіл для ІГХ дослідження
Антитіло Імунізована тварина Клон Розведення

Остеопонтін  Кролик Поліклон 1:200 
Катепсін К Миша Поліклон 1:200

Дослідження забарвленого імуногістохімічно-
го препарату  проводили за допомогою мікроскопа 
«Carl Zeiss Primo Star» (Німеччина) при збільшенні 50, 

100 та 200. Отримання та зберігання знімків прово-
дили за допомогою цифрової камери « Zeiss AxioCfm 
ERc 5s» (Німеччина) з цифровим виходом зображен-
ня «ZEN 2 (blue edition) (Німеччина).

Оцінювали експресію вказаних маркерів за кіль-
кістю забарвлених  клітин у кістковій тканині реге-
нерату. Мікроскопічно визначалося коричневе за-
барвлення цитоплазми остеогенних клітин. Оцінка 
експресії вказаних маркерів проводилася за допо-
могою шкали Allred [23]. Це напівкількісна систе-
ма оцінки показників в балах за двома ознаками 
(табл.  2): співвідношення позитивно забарвлених 
клітин (за шкалою 0-5) та інтенсивність забарвлення 
(за шкалою 0-3). Ці обидва показники підсумовували 
для отримання загальних балів експресії катепсину К 
та остеопонтіну в кістковому регенераті травмованої 
стегнової кістки та материнській кістці, що до нього 
прилягала.

Статистичний аналіз отриманих показників (бали) 
проводили з використанням  программного пакету 
Statisticav.10 («StatSoftInc.», США) з використанням 
t-тест Ст’юдента. Достовірною вважали різницю при 
значенні р˂0,05.

Результати досліджень та їх обговорення. У тва-
рин контрольної групи на 15-ту добу експерименту в 
ділянці кісткового регенерату відмічалась виражена 
експресія катепсину К. Встановлено, що позитивна 
імунореактивність клітинних елементів була вира-
жена в міжтрабекулярному просторі та ретикуло-
фіброзній стромі. Маркер катепсину К виявлявся у 
31,00±1,26% клітин, що свідчить про помірну пролі-
феративну активність клітин (+++). Інтенсивність за-
барвлення цитоплазми – висока (+++).

Клітини в ділянці материнської кістки експресува-
ли катепсин К лише в поодиноких клітинах (5%), що 
свідчить про низьку проліферативну активність у цій 
ділянці. Інтенсивність забарвлення цитоплазми клі-
тин оцінювалась як помірна (++) (рис. 1а).

Таблиця 2 – Загальна оцінка імунореактивності клітин
Забарвлення 

(А), бали
Частка позитивно 

забарвлених клітин
Інтенсивність 

(Б), бали
Інтенсивність позитивно 

забарвлених клітин
0 Відсутність 0 відсутність
1 ˂1/100(˂1%) 1 слабке
2 1/100-1/10(1-10%) 2 помірне/середнє
3 1/10-1/3(11-33%) 3 сильне
4 1/3-2/3(34-66%)
5 ˃2/3(67-100%)

Рисунок 1 – Експресія катепсину К в ділянці кісткового регенерату: (а) в контрольній групі, (б) у тварин III експериментальної групи, 
яким вводили метотрексат на 15-ту добу есперименту. Зб.: 50.
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На 30-ту добу експерименту експресія катепсину 
К була виявлена у 28,50±1,87% остеогенних клітин 
регенерату, що говорить про помірну проліфератив-
ну активність клітин. Це на 8,06% (р=0,02) менше, ніж 
у попередній термін експерименту. Інтенсивність за-
барвлення цитоплазми була помірна (++). Отримані 
дані вказують на зниження інтенсивності процесів 
резорбції в кістковому регенераті та подальше фор-
мування остеогенних елементів у вигляді збільшен-
ня площі грубоволокнистої кісткової тканини та появі 
пластинчастої кісткової тканини. Підвищена експре-
сія катепсин К була зафіксована переважно на пери-
ферії регенерату та в ділянках материнської кістки, 
що прилягали до регенерату. 

На 45-ту добу експерименту в контрольній групі 
відмічалося подальше зниження експресії катепсину 
К. Він виявлявся у 25,17±1,47% клітин, що на 18,81% 
(р˂0,005) менше, ніж на початку експерименту. Ін-
тенсивність забарвлення цитоплазми клітин оціню-
валась як низька (+). Зниження активності експресії 
катепсину К та її інтенсивності вказує на переважен-
ня процесів формування кісткової тканини в ділянці 
дефекту стегнової кістки над процесами резорбції. 

На 60-ту добу експерименту експресія катепси-
ну К спостерігалась  у 22,67±1,63% клітин кісткового 
регенерату, що на 9,93% менше (р=0,02), ніж у по-
передній термін експерименту та на 26,84% менше 
(р˂0,005), ніж на 15 добу після перелому. Інтенсив-
ність забарвлення цитоплазми клітин оцінювалась 
як низька (+). Це свідчить про активацію процесів 
проліферації в  новоутвореному регенераті.

У тварин експериментальних груп на 15-ту добу 
експерименту експресія катепсину К була вираже-
на наступним чином: у I групі маркер виявлявся у 
33,17±1,94% клітин, у II-32,67±1,63% клітин, у III – 
33,83±1,47% клітин. Це свідчить про високу проліфе-

ративну активність остеогенних клітин та активацію 
процесів резорбції в ділянці регенерату (рис. 1б). Ін-
тенсивність забарвлення цитоплазми – висока (+++).

На 30-ту добу експерименту експресія катепсину 
К у I групі становила 31,17±1,47%, у II – 30,67±1,37%, у 
III – 31,67±1,75%, що на 6,03% (p=0,12), 6,12% (p=0,12) 
та 6,38% (p=0,08) відповідно менше, ніж у попередній 
термін експерименту. Однак, рівень експресії катеп-
сину К у I, II та III групах у порівнянні з контролем був 
вищим на 9,37% (p=0,02), 7,61% (p=0,04) та 11,12% 
(p=0,01) відповідно. Інтенсивність забарвлення цито-
плазми остеоцитів залишалась високою (+++).

На 45-ту добу спостереження маркер катепсину 
К виявлявся в I групі у 29,50±1,87% клітин, у II групі 
– у 28,50±1,05%, у III – 29,83±1,47%. Кількість імуно-
позитивних клітин в регенераті знизилась на 14,67% 
(p=0,38), 11,68% (p=0,04), 15,62% (p=0,03) відповідно 
у порівнянні з 30-ю добою, але вона є вищею, ніж у 
контролі на 17,20% (p=0,0012), 13,23% (p=0,0011) та 
18,50% (p=0,0002) відповідно. Інтенсивність забарв-
лення цитоплазми остеоцитів була помірною (++).

На 60-ту добу експерименту експресія катепсину 
К виявлялась у I групі у 28,50±1,87% клітин, у II групі 
– у 26,67±1,63%, у III – 27,83±1,17%. Інтенсивність 
забарвлення цитоплазми була помірною (++), як і в 
попередньому терміні експерименті (рис. 2. а, б). 
Відмічалося зменшення активності досліджувано-
го маркеру у тварин усіх експериментальних груп, 
але даний показник був вищим на 25,72% (p˂0,005), 
17,64% (p˂0,005) та 22,76% (p˂0,005) відповідно у по-
рівнянні з контрольною групою. 

Підвищений рівень катепсину К у тварин усіх екс-
периментальних груп вказує на посилену резорбцію 
кісткової тканини регенерату при проведенні проти-
пухлинної хіміотерапії та сприяє розвитку крихкості 
кісток (рис. 3). 

Згідно останніх літературних даних, високі рівні 
активатору рецептора ліганду ядерного фактора 
κ-(RANKL), необхідного для остеокластогенезу, по-
силюють експресію катепсину К. Це призводить не 
лише до втрати ендостальної кістки, але й обмежує 
формування окістя, викликаючи деградацію періос-
тину, та  ще більше сприяє крихкості кісток [24]. 

У свою чергу, дослідження наступного показни-
ка кісткового ре моделювання – остеопонтіну по-
казало, що у контрольній групі на 15-ту добу рівень 
його експресії в ділянці кісткового дефекту становив 
18,17±1,47%, інтенсивність забарвлення імунопози-
тивних клітин була низькою. За даними літератури, 
остеопонтін відіграє важливу роль на  ранніх стадіях 

Рисунок 2 – Експресія катепсину К в ділянці кісткового регенерату на 60-ту добу експерименту: (а) у тварин II експериментальної 
групи, яким вводили 5-фторурацил, (б) у тварин III експериментальної групи, яким вводили метотрексат. Зб.: 100.

Рисунок 3 – Динаміка змін рівня катепсіну К у ділянці дефекту 
стегнової кістки в контрольній та експериментальних групах:  

I – доксорубіцин, II – 5-фторурацил, III – метотрексат.
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репаративної регенерації шляхом регуляції ангіоге-
незу, необхідного для нормального раннього фор-
мування кісткової мозолі [25].

На 30-ту добу дослідження відмічалось збіль-
шення кількості імунопозитивних клітин в межах 
20,83±1,17%, що розташовані були переважно по 
краям регенерату. Інтенсивність забарвлення ци-
топлазми була низькою. За нашими даними, це 
свідчить про початок мінералізації новоутвореного 
кісткового матриксу в ділянці дефекту. Отримані ре-
зультати підтверджують роботи Bailey S. et. al., в яких 
саме некалогеновим білкам (остеопонтіну, остео-
кальцину) клітинного матриксу належить провідна 
роль у біомінералізації кісткового матриксу та фор-
муванні мікроархітектури кістки, що в подальшому 
знизить ризик виникнення переломів при лікуванні 
протипухлинними хіміопрепаратами [26].

На 45-ту добу показник експресії остеопонти-
ну виявлявся у 24,00±1,41% клітин, що на 13,21% 
(р=0,002) більше, ніж у попередній термін експери-
менту. Інтенсивність забарвлення цитоплазми була 
помірною. Отримані дані можуть свідчити про зрос-
тання процесів мінералізації в регенераті. 

60-та доба експерименту характеризувалась ви-
сокою інтенсивністю забарвлення цитоплазми іму-
ноактивних остеобластів, які рівномірно були роз-
поділені у новоутвореному кістковому регенераті. 
Маркер остеопонтіну був виявлений у цитоплазмі 
26,67±1,21% клітин, що на 11,12% (р=0,006) більше, 
ніж у попередній термін експерименту та на 46,78% 
(р˂0,005) більшим, ніж на початку експерименту. За-
значені зміни є підтвердженням подальшої активної 
мінералізації у кістковій мозолі.

У тварин експериментальних груп були вияв-
лені наступні значення показників експресії остео-
понтину. Так, на 15-ту добу експерименту експресія 
цього маркеру була слабо виражена в ділянці ре-
генерату і становила у I групі 14,17±1,17%, у II групі 
– 15,83±1,17%, у III – 14,83±1,17% (рис. 4). Інтенсив-
ність забарвлення цитоплазми імунопозитивних клі-
тин була низькою.

На 30-ту добу експерименту в усіх експеримен-
тальних групах лише окремі кісткові клітини, роз-
ташовані переважно на периферії регенерату, вияв-
ляли імунореактивність. При цьому рівень експресії 

Рисунок 4 – Експресія остеопонтіну в ділянці кісткового 
регенерату на 15-ту добу експерименту у тварин I 

експериментальної групи, яким вводили доксорубіцин. Зб.: 100.

остеопонтіну клітинами в ділянці регенерату стано-
вив у I групі 17,33±1,21%, у II групі – 18,50±1,05%, у 
III – 17,50±1,05%, що на 16,80% (р˂0,005), 11,19% 
(р˂0,005) та 18,15% (р˂0,005) відповідно нижче, ніж у 
тварин контрольної групи. Інтенсивність забарвлен-
ня їх цитоплазми була низька (рис. 5).

На 45-ту добу відмічалось незначне збільшення 
показника експресії остеопонтіну, який у I групі ви-
являвся у 19,17±1,47% клітин, у II групі – 21,67±1,21%, 
у III – 19,33±1,63%, що на 14,81% (p=0,003), 13,74% 
(p=0,002) та 12,93% (p=0,019) більше, ніж на 30-ту 
добу після перелому та на 20,13% (p=0,0001), 13,87% 
(p=0,0001) та 19,46% (p=0,0003) менше, ніж у контр-
ольній групі. Імунопозитивні клітини зосереджені 
були переважно по краям кісткового дефекту. Інтен-
сивність забарвлення цитоплазми позитивно забарв-
лених клітин залишалась низькою. 

60-та доба дослідження характеризувалась не-
значним зростанням рівня експресії остеопонтіну у 
всіх експериментальних групах (рис. 6). 

Так, експресія остеопонтіну у I групі становила 
21,17±1,47% (рис.  7а), у II групі – 22,17±1,47% (рис. 
7б), у III – 20,83±1,17%. При цьому відмічалось зна-
чне його зниження на 20,62% (p˂0,005), 18,87% 
(p˂0,005) та 21,89% (p˂0,005) відповідно у порівнянні 
з контролем. Інтенсивність забарвлення цитоплазми 
імуноактивних клітин була помірна. 

За останніми даними літератури, злоякісні епі-
теліальні клітини (нирки, молочна залоза та шкіра) 
здатні активно секретувати остеопонтін. Адже, цей 
некалогеновий білок регулює взаємодію клітин-ма-

Рисунок 5 – Експресія остеопонтину в ділянці кісткового 
регенерату на 30-ту добу експерименту у тварин II 

експериментальної групи, яким вводили 5-фторурацил.  
Зб.: 100.

Рисунок 6 – Динаміка змін рівня остеопонтіну у ділянці дефекту 
стегнової кістки в контрольній та експериментальних групах: 

 I – доксорубіцин, II – 5-фторурацил, III – метотрексат.
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триксу та передачу сигналів клітин через зв’язування 
з інтегринами та рецепторами CD44  і, отже, бере 
активну участь у зростанні та розвитку пухлини [27]. 
Тому визначення його рівня є важливим біомарке-
ром в оцінці ефективності терапії онкологічного за-
хворювання.

Висновки. На основі імуногістохімічного дослі-
дження встановлено, що застосування протипухлин-
них хіміопрепаратів викликає підвищення експресії 
катепсину К в ділянці кісткового регенерату та при-
лягаючих ділянках материнської кістки, що свідчить 
про активацію остеокластогенезу та посилення про-
цесів резорбції в кістковій тканині. Також відміча-
ється зменшення рівня та активності остеопонтіну 
в процесі репаративної регенерації, що призводить 

до сповільнення формування кісткового регенерату 
в ділянці травми та низької його мінералізації. Три-
вале застосування протипухлинних хіміопрепаратів 
внаслідок активації остеокластогенезу та зниження 
функціональної активності остеобластів зумовлює 
посилену втрату кісткової маси. Це підвищує ризик 
виникнення переломів у пацієнтів з онкологічними 
захворюваннями при проведенні протипухлинної хі-
міотерапії. 

Перспективою подальших досліджень буде ви-
вчення морфологічних особливостей репаратив-
ної регенерації в умовах дії протипухлинних хімі-
опрепаратів за допомогою растрової електронної  
мікроскопії.

Рисунок 7 – Експресія остеопонтіну в ділянці кісткового регенерату на 60-ту добу експерименту: (а) у тварин I експериментальної 
групи, яким вводили доксорубіцин, (б) у тварин II експериментальної групи, яким вводили 5-фторурацил. Зб.: 100.
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ІМУНОГІСТОХІМІЧНИЙ АНАЛІЗ ЕКСПРЕСІЇ КАТЕПСИНУ К ТА ОСТЕОПОНТІНУ КЛІТИННИМИ ЕЛЕМЕНТАМИ 
КІСТКОВОЇ ТКАНИНИ РЕГЕНЕРАТУ В УМОВАХ ВПЛИВУ ПРОТИПУХЛИННИХ ХІМІОПРЕПАРАТІВ

Рябенко Т. В., Кореньков О. В., Понирко А. О., Теслик Т. П., Гула В. І.
Резюме. У пацієнтів з онкологічними захворюваннями відмічається високий відсоток виникнення переломів 

кісток, обумовлений розвитком порушень кісткового метаболізму у вигляді метастатичного ураження кісток, 
остеопорозу та виникнення патологічних переломів. У зв’язку з необхідністю призначення тривалих курсів про-
типухлинних хіміопрепаратів для лікування раку загоєння переломів у таких пацієнтів часто відбувається на 
фоні застосування цитотоксичної терапії. Тому метою нашого дослідження було вивчення активності маркерів 
резорбції та кісткоутворення в ділянці кісткового регенерату в умовах впливу протипухлинних хіміопрепара-
тів. Дослідження було проведене на лабораторних щурах, яким  наносився дірчастий дефект діаметром 2мм 
в ділянці середньої третини діафізу стегнової кістки. Тварини були поділені на контрольну, а  також три екс-
периментальні групи, яким після нанесення травми вводили внутрішньоочеревинно протипухлинні хіміопре-
парати: I – доксорубіцин (60мг/м²), II – 5-фторурацил (600мг/м²), III—метотрексат (40мг/м²). Через кожну 21-у 
добу тваринам експериментальних груп повторювали введення відповідного хіміопрепарату на протязі усього 
експерименту. На 15-ту, 30-ту, 45-ту, 60-ту добу після травми тварин виводили з експерименту. Застосовуючи 
імуногістохімічне дослідження визначали експресію катепсину К та остеопонтіну клітинними елементами реге-
нерату. Було встановлено, що протипухлинні хіміопрепарати посилюють експресію катепсину К в ділянці кіст-
кового регенерату: доксорубіцин – на 25,72% (p˂0,005), 5-фторурацилу – на 17,64% (p˂0,005), метотрексат – на 
22,76% (p˂0,005) у порівнянні з контрольною групою на 60-ту добу експерименту. Поряд із цим, протипухлинні 
хіміопрепарати викликали зниження активності остеопонтіну в кістковому регенераті: доксорубіцин – на 20,62% 
(p˂0,005), 5-фторурацилу – на 18,87% (p˂0,005) та метотрексат – на 21,89% (p˂0,005) у порівнянні з контролем 
на 60-ту добу після травми. Найбільш виражений негативний вплив на формування кісткової мозолі відмічався 
при застосуванні метотрексату та доксорубіцину. Призначення протипухлинних хіміопрепаратів призводить до 
посилення процесів резорбції в кістковому регенераті внаслідок активації остеокластогенезу та зниження функ-
ціональної активності остеобластів, що сповільнює мінералізацію в ділянці перелому.

Ключові слова: кістковий регенерат, катепсин К, остеопонтін, протипухлинні хіміопрепарати.

IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS OF CATHEPSIN K AND OSTEOPONTIN EXPRESSION BY CELLULAR ELEMENTS 
OF REGENERATED BONE TISSUE UNDER THE INFLUENCE OF ANTITUMOR CHEMOTHERAPEUTICS

Riabenko T. V., Korenkov O. V., Ponyrko A. A., Teslyk T. P., Hula V. I.
Abstract. Patients with oncological diseases have a high percentage of bone fractures due to the development of 

disorders of bone metabolism in the form of metastatic bone lesions, osteoporosis and pathological fractures. Due to 
the need for long-term courses of anticancer chemotherapy to treat cancer, fracture healing in such patients often 
occurs with cytotoxic therapy. Therefore, the aim of our study was to study the activity of markers of resorption and 
bone formation in the area of bone regeneration under the influence of antitumor chemotherapeutics. The study was 
performed on laboratory rats, which were inflicted a perforated defect with a diameter of 2 mm in the middle third of 
the femoral shaft. Animals were divided into control and three experimental groups, which after injury were injected 
intraperitoneally with anticancer chemotherapeutics: I – doxorubicin (60 mg / m²), II-5 – fluorouracil (600 mg/m²), III 
– methotrexate (40 mg / m²). Every 21 days, the animals of the experimental groups were repeated administration of 
the appropriate chemotherapy throughout the experiment. On the 15th, 30th, 45th, 60th day after injury, the animals 
were removed from the experiment. Using immunohistochemistry, the expression of cathepsin K and osteopontin 
was determined by the cellular elements of the regenerate. It was found that antitumor chemotherapeutics increase 
the expression of cathepsin K in the area of bone regenerate: doxorubicin – 25.72% (p˂0.005), 5-fluorouracil – 17.64% 
(p˂0.005), methotrexate – 22.76% (p˂0,005) compared with the control group on the 60th day of the experiment. In 
addition, antitumor chemotherapeutics caused a decrease in osteopontin activity in bone regenerate: doxorubicin-by 
20.62% (p˂0.005), 5-fluorouracil-by 18.87% (p˂0.005) and methotrexate-by 21.89% ( p˂0,005) compared with the 
control on the 60th day after injury. The most pronounced negative effect on the formation of callus was observed 
with the use of methotrexate and doxorubicin. The appointment of antitumor chemotherapeutics leads to increased 
resorption processes in bone regenerate due to the activation of osteoclastogenesis and reduced functional activity of 
osteoblasts, which slows mineralization in the fracture site.
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