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У статті наведено результати вивчення впливу оригінального рекомбі натного антагоніста 
рецепторів ІЛ-1 (АРІЛ-1) на процеси апоптозу на моделі системного стероїдного остеоартриту 
(ССО) у щурів. Підтверджено, що моделювання ССО демонструє роль апоптозу хон дроцитів у па-
тогенезі дегенеративно-дистро фічного ураження суглобного хряща. Уведення дексаметазону сря-
мовує баланс синтетичних процесів у бік катаболізму, сприяє дегенерації хондроцитів, індукує їх 
інтенсивний апоптоз та може вважатися віддзеркаленням патологічних змін суглобного хряща 
при старінні організму. Застосування АРІЛ-1 виявляє позитивний вплив на процеси апоптозу 
в умовах ССО, що  доводить важливу роль антиапоптотичної складової в механізмі впливу АРІЛ-1 
на дистрофічно змінену хрящову тканину. В умовах розвитку модельної патології даний препа-
рат інгібує проапоптотичний ефект дексаметазону та не поступається за рівнем антиапопто-
тичної активності референс-препарату ГА. Аналіз отриманих даних на тлі експериментального 
остеоартриту дозволяє зробити висновок про високий хондропротекторний потенціал АРІЛ-1.

ВСТУП 
Остеоартрит є одним з найбільш розповсю-

джених захворювань, являє собою медичну та 
соціально-економічну проблему та посідає одно 
з пер ших місць серед причин тривалої непрацез-
датності населення в світі. Захворюваність на ос-
теоартрит невпинно прогресує [5, 8]. За даними 
ВООЗ, на остеоартрит страждають 6,4-12 % на-
селення планети. Загальна кількість хворих на 
остеоартрит в Україні перевищує 1 203 000 осіб. 
У віці понад 60 ро ків різні  прояви остеоартри-
ту  спостерігаються практично у кожної людини, 
тому пошук нових хондро про текторів є актуаль-
ним завданням фарма кології та медицини [4, 10].

Дедалі більше привертають увагу цитокі-
нові механізми розвитку остеоартиту. Відомо, 
що прозапальний інтерлейкін-1 (ІЛ-1) у кліти-
нах кісткової та хрящової тканини стимулює 
продукцію хондроцитами протеаз, збільшує 
продукцію простагландину Е

2
, посилює про-

ліферацію синовіальних фібробластів і хондро-
цитів. У м’язовій тканині під впливом ІЛ-1 від-
бувається протеоліз м’язів, стимуляція синтезу 
простагландину Е

2
. Під впливом ІЛ-1 клітини 

сполучної тканини збільшують синтез одночас-
но колагену та колагенази, а також нейтральної 
протеази і металопротеїнази [14]. За рахунок 
стимуляції проліферації та функціональної ак-
тивності як остеобластів, так і остеокластів ІЛ-1 
може, з одного боку, посилювати процеси утво-
рення сполучної та кісткової тканини, а з іншого 
– сприяти резорбції хряща та кістки [15]. Імовір-
но, ІЛ-1 здатний також втручатися в обмін глі-
козаміногліканів [14, 16]. Тобто можна припус-
тити, що антагоніст рецепторів ІЛ-1 має володіти 
хондропротекторними властивостями.

Мета роботи – визначення впливу оригіналь-
ного рекомбінантного антаго ніста рецепторів 
ІЛ-1 (АРІЛ-1), який отримано в НДІ особливо 
чистих біопрепаратів (Санкт-Петербург, Росія), 
на процеси апоптозу в умовах модельного систем-
ного стероїдного остеоартриту (ССО) у щурів, що 
дозволить експериментально обгрун тувати до-
цільність його застосування у хворих з дегенера-
тивно-дистрофічними захворюваннями суглобів.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ 
З метою поглибленого вивчення хондропро-

тектор ної активності АРІЛ-1 було проведено ви-
вчення його впливу на процеси апоптозу в су-
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глобному хрящі колінних суглобів щурів на тлі 
розвитку ССО за станом на 56-ту добу експеримен-
ту. Дослідження проводили на 50 щурах масою 
250-300 г. За препарат порівняння обрано еталон-
ний хондропротектор глюкозаміну гідро хлорид 
(ГА) [3]. АРІЛ-1 вводили підшкірно в умовно-
ефективній дозі за протизапальною активністю 
3 мг/кг, ГА перорально – в дозі 50 мг/кг [3].

Модель ССО [12] відтво рювали у модифікації 
[6] шляхом внутріш ньо м’язо вого трикратного 
введення дексаметазону у дозі 7 мг/кг з інтер-
валом в один тиждень. Починаючи з 28 дня до-
слідження і на протязі 4 тижнів вводили дослі-
джувані препарати відповідним шляхом 1 раз на 
добу. На 56 добу експерименту тварин виводили 
з експерименту та відбирали біоматеріал для гіс-
тохімічних досліджень.

Дослідження ультраструктури суглобового 
хряща проводили за допомогою стандартних ме-
тодів електронної мікроскопії [1, 2]. Ідентифіка-
цію апоптозних клітин у тканинах суглобового 
хряща проводили імуногісто хімічно на напівтон-
ких парафінових зрізах методом TUNEL-реакції 
(TdT-mediated X-dUTP nick end labeling) за допо-
могою наборів «In Situ Cell Death Detection Kit, 
АР» виробництва «Roche Diag nostics» (Німеччи-
на) [2, 7]. Мікропрепарати вивчали за допомогою 
електронного мікроскопа «ЕМ-125» (Сумське 
ВО «Електрон», Україна) при збільшенні 8 000-
20 000 крат, при цьому проводили морфометрич-
ну оцінку специфічно маркованих за допомогою 
TUNEL-методу апоптозних клітин у хрящовій 
тканині [7]. Для фотографування мікропрепа-
ратів використовували висококонтрастну фото-
технічну плівку «Maco EM Films» («Maco Photo 
Products», Німеччина). 

Для статистичної обробки результатів, на-
ведених у вигляді середнє ± стандартна по-
милка середнього, використовували t-критерій 
Ст’юдента [11].

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 
У ході дослідження проводили кількісно уза-

гальнену морфометричну оцінку стану суглобно-
го хряща щурів за резуль татами TUNEL-реакції 
під дією досліджуваних препаратів. При цьому 
визначали процент апоптотично змінених клі-
тин при вивченні мікропрепаратів у полі зору 
світлового микроскопу зі збільшенням 250 крат. 
Результати наведено в таблиці.

В процесі дослідження були виготовлені мі-
кропрепарати із відсутньою та наявною апоп-
тотичною маркировкою клітин (негативний і 
позитивний контроль – рис. 1а та 1б відповід-
но). Клітини, які мають темне забарвлення по 
периметру ядра (відтінки від базофільного до ін-

тенсивно чорного) та містять ядерні фрагменти в 
цитоплазмі або апоптотичні тільця в лакуні, реє-
струвались як позитивні (рис. 1б). У негативному 
контролі подібні клітини відсутні (рис. 1а).

Таблиця

МОРФОМЕТРИЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА 
СУГЛОБНОГО ХРЯЩА ЩУРІВ 

ЗА РЕЗУЛЬТАТАМИ TUNEL-РЕАКЦІЇ 
ПІД ВПЛИВОМ АРІЛ-1, 3 МГ/КГ  

Группа тварин
TUNEL-позитивні 

(апоптотично змінені) 
клітини, %

Інтактний контроль (n=10) 1,6±0,6

Контрольна патологія 
(n=10)

42,3±2,1*

АРІЛ-1, 3 мг/кг (n=10) 15,9±1,9*#

Глюкозаміну г/х, 50 мг/кг 
(n=10)

12,1±2,0*#

Примітки: статистично значущі відмінності 
(p0,05): * з групою інтактних тварин; # з гру-
пою контрольної патології.

При аналізі отриманих результатів видно, що 
рівень апоптозу був більш значущим для артроз-
ного хряща, ніж для нормального. Апоптотичні  
клітини траплялися нечасто в препаратах інтак-
тних тварин: лише поодинокі  екземпляри були 
визначені в декількох полях зору.

Основна частина хондроцитів відрізнялась 
позиціонною специфічністю та класичною цито-
архитектонікою (рис. 2а, 2б). Клітини на ранніх 
стадіях апоптозу присутні в поодиноких кіль-
костях і характеризовались забарвленням по 
периметру ядра (рис. 2б). У середньому по гру-
пі рівень апоптозу становив 1,6 % (табл.). Апо-
птотичні клітини розташовувалися виключно в 
глибоких зонах суглобного хряща. 

Після впливу дексаметазону від 30 до 60 % 
клітин знаходились на тій або іншій стадії апоп-
тотичної загибелі (рис. 3а, 3б). 

TUNEL-позитивні клітини виявлялись в 
усіх шарах хряща в кожному мікро препараті, 
в кожному полі зору. Особливо густо вони були 
розташовані в проміжній і поверхневій зонах 
(якщо ці зони були збережені), чого не спосте-
рігалося в морфологічно нормальному хрящі 
(рис. 3а). При цьому в глибокій зоні хондроци-
ти були більш життездатні порівняно з іншими, 
що принципово відрізняє їх від клітин інтактної 
групи (рис. 3б). Більшість хондроцитів містили 
темнозабарвлені ядра, по периметру яких чіт-
ко пробарвлювався фрагментований хроматин. 
У ча сти ні клітин фрагменти ДНК визначались 
у цитоплазмі у вигляді темних грудок ядерно-
го матеріалу. На окремих ділянках виявилися 
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а б

Рис. 1. а – негативний контроль. Відсутність апоптотичної маркировки клітин. x 400;  
б – позитивний контроль.  Апоптотична маркировка клітин. TUNEL-реакція. × 250

а б

Рис. 3. Суглобний хрящ колінного суглоба щурів із ССО: а – висока щіль ність клітин з апоптотичними 
мітками в поверхневому та проміжному шарах (стрілки); б – глибока зона, висока щільність 

TUNEL-позитивних клітин на початкових стадіях апоптозу (стрілки). TUNEL-реакція. × 400.

а б

Рис. 2. Суглобний хрящ колінного суглоба інтактних тварин: а – відсутність апоптотичних 
міток. TUNEL-реакція. × 250; б – проміжна зона, одинична апоптотична клітина. 

TUNEL-реакція. × 400
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групи хондроцитів у стані апоптозу (рис. 3а). 
При морфометричному аналізі спостерігалась 
структурна гете рогенність клітин хряща. Часто 
зустрічалися порожні лакуни, клітини яких, во-
чевидь, загинули ще раніше. Іноді з двух клітин, 
які знаходяться в одній лакуні, одна перебува-
ла в стані апоптозу, а інша залишалася в межах 
норми. Незважаючи на відсутність специфічного 
забарвлення ядерними та цитоплазматичними 
барвниками, в багатьох мікропрепаратах спо-
стерігались характерні для ССО зміни морфоло-
гічної картини: нерівність поверхні або повна 
відсутність поверхневого шару хряща, порушен-
ня зональності розташування клітин, наявність 
безклітинних ділянок, поява ізогенних груп 
тощо [9, 13] (рис. 3а, 3б). В середньому по групі 
рівень апоптотично змінених клітин досягав 42,3 
% (табл.), що перевищує показники групи інтакт-
ного контролю в 26 разів. 

Таким чином, моделювання ССО яскраво де-
монструє роль апоптозу хон дроцитів в патогенезі 
дегенеративно-дистрофічного ураження суглоб-
ного хряща. Введення дексаметазону срямовує 
баланс синтетичних процесів у бік катаболізму, 
сприяє дегенерації хондроцитів, індукує їх ін-
тенсивний апоптоз та може вважатися віддзер-
каленням патологічних змін суглобного хряща 
при старінні організму.

При використанні АРІЛ-1 у дозі 3 мг/кг (рис. 
4а, 4б) кількіть TUNEL-пози тив них клітин, які 
містять чітко забарвлені ядра та цитоплазматич-
ні мітки, знижувалось до 15,9 %, що в 2,7 разу 
менше, ніж у тварин групи контрольної патоло-
гії (табл.). В ряді мікропрепаратів дані клітини 
спостерігалися в усіх шарах суглобного хряща, 

а в деяких – тільки в проміжному. В полі зору 
мікро скопу, як правило, знаходилось від 4 до 
7 апоптотичних клітин. 

Більшість випадків апоптозу характеризу-
вались поліморфізмом. Значна частина TUNEL-
позитивних клітин знаходилась на початковій 
стадії процесу, що візуалізувалося забарвлен-
ням по периметру ядра (рис. 4а). В багатьох ви-
падках апоптотичні мітки були виражені вкрай 
слабо, що свідчить про низький ступінь дефраг-
ментації ядерного матеріалу. Лише поодинокі 
апоптотичні клітини були на стадії завершення 
процесу, що характеризувалось повним сдавлен-
ням ДНК ядра в щільну пікнотичну грудку з ін-
тенсивним чорним забарленням. 

При цьому структура тканини в мікропрепа-
ратах характеризувалась слабо вираженими па-
тологічними змінами. В багатьох зразках щіль-
ність клітин зали шалась високою, зональність 
їх розташування відповідала нормі (рис. 4б). 
В окремих випадках були визначені незначні 
безклітинні поля. Кількість ізогенних груп клі-
тин і їх кількість слабо відрізнялись від таких 
в інтактній групі, але в той самий час в них спо-
стерігались явища апоптозу. 

Лікування тварин ГА в дозі 50 мг/кг призво-
дило до зниження частки апоптотичних хондро-
цитів до 12,1 %, що в 3,5 разу мен ше, ніж в групі 
конт рольної патології (табл.). В ході долсіджен-
ня TUNEL-по зитивні клітини виявлялись не 
тільки в глибоких і проміжних зонах (рис. 5а), 
але й в поверхневому шарі. 

У полі зору визначалось не більше ніж 4-5 
TUNEL-позитивних клітин, однак в рідких ви-
падках на малоклітинних ділянках до 7-8 клітин 

а б

Рис. 4. Суглобний хрящ колінного суглоба щурів із ССО під впливом АРІЛ-1, 3 мг/кг: а – ізогенні 
групи хондроцитів у стані апоптозу; б – нормальна ци тоархитектоніка та позиційна специфич-

ність хондроцитів. TUNEL-позитивні клітини в глибоких шарах хряща TUNEL-реакція. × 250
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мали ядерні та цито плаз матичні апоптотичні 
мітки, їх забарвлення варіювало від синього до 
темно-фіоле то вого. В деяких мікропрепаратах 
випадки апоптозу хондроцитів мали одиничний 
характер і визначались також у поверхневій та 
проміжній зонах хряща.

Як і в попередніх групах, більшість випад-
ків апоптозу хондроцитів характеризувались 
поліморфізмом. Близько половини виявлених 
апоптотичних клітин зна ходилось у початковій 
стадії процесу, яка візуально характеризується 
забарвленням периметра ядра. Решта хондро-
цитів мала ознаки завершення про цесу, а саме 
повне стиснення ДНК ядра в щільну пікнотичну 
грудку з інтенсивним темним забарвленням. У 
цитоплазмі таких клітин спостерігались апоп-
тотичні мітки, що свідчить про деструкцію кон-
денсованого ядерного матеріалу. 

Цитоархитектоніка мікропрепаратів суглоб-
ного хряща щурів, лікова них ГА, була набли-
жена до інтактної. Порожні лакуни виявлялись 
рідко. Щільність клітин залишалась високою, 
як у інтактних тварин. В окремих випадках були 
визначені незначні без- та малоклітинні поля. 
Кількість ізогенних груп клітин і їх кількість 
у кожній групі мало відрізнялися від інтактно-
го контроля. У випадках виявлення високого 
ступеню завершеності апоптозу, що візуально 
виявлялось у наявності ма сової пікнотизації 
цитоплазми хондроцитів, також спостерігалось 
більш ак тивне утворення ізогенних груп. Таким 
чином, під впливом ГА гідрохлориду відбуваєть-

ся достовірне зменшення інтенсивності процесів 
апоптозу в суглобному хрящі. 

ВИСНОВКИ
Результати проведених досліджень підтвер-

дили вагому роль антиапо птотичної складо-
вої у механізмі впливу АРІЛ-1 на дистрофічно 
змінену хрящову тканину. В умовах розвитку 
модельної патології даний препарат інгібує про-
апоптотичний ефект дексаметазону та не посту-
пається за рівнем антиапоптотичної активності 
референс-препарату ГА. Таким чином, можна 
зробити висновок, що АРІЛ-1 є перспективним 
хондропротектором.
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УДК 615.015.23:615.21/26:577.175.14
Е. Г. Щекина
ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ РЕКОМБИНАНТНОГО АНТАГОНИСТА 
РЕЦЕПТОРОВ ИНТЕРЛЕЙКИНА-1 НА ПРОЦЕССЫ АПОПТОЗА 
НА МОДЕЛИ СТЕРОИДНОГО ОСТЕОАРТРИТА У КРЫС

В статье  представлены  результаты изучения влияния оригинального рекомбинатно-
го антагониста рецепторов ИЛ-1 (АРИЛ-1) на процессы апоптоза на модели системного 
стероидного остеоартрита (ССО) у крыс. Подтверджено, что моделирование ССО демон-
стрирует роль апоптоза хон дроцитов в патогенезе дегенеративно-дистрофического по-
ражения суставного хряща. Введение дексаметазона направляет баланс синтетических 
процессов в сторону катаболизма, способствует дегенерации хондроцитов, индуцирует 
их интенсивный апоптоз и может считаться отражением патологических изменений 
суставного хряща при старении организма.  Применение АРИЛ-1 проявляет пози-
тивное влияние на процессы апоптоза в условиях ССО, что доказывает важную роль 
антиапоптотической составляющей в механизме влияния АРИЛ-1 на дистрофически 
измененную хрящевую ткань. В условиях развития модельной патологии данный пре-
парат ингибирует проапоптотический эффект дексаметазона и не уступает по уровню 
антиапоптотической активности референс-препарату ГА. Анализ полученных данных 
на фоне экспериментального остеоартрита позволяет сделать вывод про високом хон-
дропротекторном потенциале АРИЛ-1.
Ключевые слова: АРИЛ-1, остеоартрит, апоптоз, хондропротекторное действие.

UDK 615.015.23:615.21/26:577.175.14
Е. G. Shokina
STUDY OF THE INFLUENCE OF REKOMBІNANT ANTAGONIST 
RECEPTORS INTERLEUKIN-1 ON APOPTOSIS ON THE MODEL 
OF STEROID OSTEOARTHRITIS AT RATS

The article presents the results of the study of influence of the original recombinant receptors 
of antagonist IL-1 (ARIL-1) on apoptosis on the model of systemic steroid osteoarthritis (SSO) 
at rats. It is proved that the simulation demonstrates the role of SSO apoptosis of chondro-
cytes in the pathogenesis of degenerative lesions of the articular cartilage. Dexamethasone 
directs the balance of synthetic processes toward catabolism, contributes to degeneration 
of chondrocytes, induces apoptosis in their intensive and can be considered a reflection of 
pathological changes of articular cartilage during aging body. The use of ARIL-1 exhibits a 
positive effect on apoptosis in SSO, which proves important component in the mechanism of 
the anti-apoptotic effect of ARIL-1 on dystrophic changes cartilage. With the development 
of a model disease the drug inhibits proapoptoticeffect of dexamethasone, and not inferior 
to the level of the anti-apoptotic activity of reference drug glucosamine hydrochloride. The 
analysis of biochemical and morphological data complex against SSO suggests a high hondropro-
tective  potential of ARIL-1. 
Key words: ARIL-1, osteoarthritis, osteoarthritis, hondroprotetive action.
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