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ПОЄДНАНА ДІЯ ПІРАЗОЛОВМІСНИХ БІСФОСФОНАТІВ І ВІТАМІНУ D3  
У КОРЕКЦІЇ ПОРУШЕНЬ МІНЕРАЛЬНОГО ОБМІНУ ЗА АЛІМЕНТАРНОГО 
ОСТЕОПОРОЗУ В ЩУРІВ

Вступ. За даними ВООЗ, остеопороз займає чільне місце серед усіх відомих захворювань як причина 
передчасної інвалідності та смертності у світі, а тому розробка ефективної стратегії лікування цього 
захворювання є одним із пріоритетних напрямків досліджень для наукових та медичних інституцій. До 
таких підходів належать розробка нових сучасних нітрогеновмісних бісфосфонатів та дослідження їх 
терапевтичних ефектів на тваринних моделях.

Мета дослідження – вивчити ефективність поєднаної дії синтезованих нітрогеновмісних бісфосфо-
натів (піразоловмісних аналогів), які пригнічують активність остеокластів та зменшують резорбцію 
кісткової тканини, і вітаміну D3, що є основним регулятором процесу ремоделювання кісткової тканини 
й активатором остеогенезу, в корекції порушень мінерального обміну за остеопорозу. 

Методи дослідження. Біологічну ефективність синтезованих піразоловмісних бісфосфонатів дослі­
джували на щурах­самицях лінії Вістар (вік – 1 місяць, вихідна маса – (90±5) г). Аліментарний остеопороз 
викликали шляхом утримування тварин протягом 30­ти діб на D­гіповітамінозному раціоні відповідно до 
ДСТУ 11222­65, збалансованому за вмістом кальцію та фосфору. Як коригувальні сполуки  використовували 
per os піразоловмісні бісфосфонати (1,7 мг/кг) та холекальциферол (400 МО/кг маси тіла). 25­Гідро ксиві­
тамін D у сироватці крові досліджували методом ELISA. Кількісний аналіз компонентів мінерального  обміну 
в сироватці крові та кістковій тканині проводили за допомогою загальноприйнятих біохімічних методів. 

Результати й обговорення. Досліджувані піразоловмісні бісфосфонати з різною ефективністю 
гальмували процес демінералізації (резорбції) кісткової тканини та посилювали мінеральний обмін у щурів 
з аліментарною формою остеопорозу. За дії препаратів зростав вміст кальцію, неорганічного фосфату 
і знижувалась активність лужної фосфатази та її ізоензимів у сироватці крові. Підвищувались зольність 
і вміст кальцію та фосфору в золі великогомілкової кістки. Найефективнішим у корекції порушень міне-
рального обміну за остеопорозу виявилось поєднання піразоловмісних бісфосфонатів і вітаміну D3, який 
нормалізує вміст 25­гідроксивітаміну D у сироватці крові та забезпечує синтез біологічно активних, гід­
ро ксильованих форм холекальциферолу. 

Висновок. Перспективним для подальших досліджень є вивчення сумісної дії вітаміну D3 і бісфосфо-
нату І­12 як препарату з найвищою біологічною ефективністю щодо посилення процесу ремоделювання 
кісткової тканини завдяки поєднанню процесів резорбції та формування кістки. 

КЛЮЧОВІ СЛОВА: піразоловмісні бісфосфонати; аліментарний остеопороз; мінеральний обмін; 
вітамін d3; 25-гідроксивітамін d.
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ВСТУП. Процес ремоделювання кісткової 
тканини за нормальних фізіологічних умов за-
безпечує узгодження інтенсивності резорбції та 
формування кістки, а при патологічних станах – 
відновлення її ушкоджень і підтримання гомео-
стазу мінеральних компонентів. Під час ремоде-
лювання стара кісткова тканина видаляється 
остеокластами (завершально диференційова-
ними поліядерними мієлоїдними клітинами, які 
унікально адаптовані до видалення мінераль-
ного матриксу кістки) і заміщається новою з 

участю остеобластів (клітин, що формують 
кістку), які розвиваються з плюрипотентних ме-
зенхімальних стовбурових клітин, експресують 
остеокластогенні фактори, протеїни матриксу та 
здійснюють мінералізацію [1, 2].

Втрата маси кісткової тканини є основною 
причиною більшості захворювань скелета. Ос-
теопороз, як метаболічне захворювання кісткової 
тканини, супроводжується порушенням узгодже-
ності ремоделювання, переважанням остео-
кластозалежної резорбції кістки над її остео-
бластопосередкованим формуванням і мінера-
лізацією, що призводить до втрати щільності, 
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порушень мікро- та макроструктури кісток і, 
зрештою, до зростання ризику переломів [3]. 
Засобами, які здатні загальмувати втрату кістко-
вої маси за рахунок пригнічення резорбції кіст-
кової тканини, вважають кальцій, естрогени, 
кальцитонін, бісфосфонати і вітамін D3 [4]. 

Препаратами першої ланки захисту за остео-
порозу є бісфосфонати – синтетичні стабільні 
аналоги неорганічного пірофосфату. Їх широко 
застосовують у терапії метаболічних порушень 
кісткової тканини, таких, як постменопаузальний 
і глюкокортикоїдіндукований остеопороз, хворо-
ба Педжета, асоційована із запаленням втрата 
кісткової тканини, а також для прискорення ре-
парацій переломів [5, 6]. У пацієнтів зі злоякіс-
ними новоутвореннями бісфосфонати зменшу-
ють метастазування кісток, гальмуючи ріст пух-
лин та проникнення пухлинних клітин у позаклі-
тинний матрикс [7–9]. Бісфосфонати селективно 
поглинаються остеокластами кісткового матрик-
су і викликають їх морфологічні зміни (втрача-
ється гофрована навколишня кайма і руйнуєть-
ся актин), що призводить до пригнічення резорб-
тивної активності та зменшення розпаду гідроксі-
апатиту. В кістковому мозку вони індукують 
апоптоз макрофагів та пригнічують залучення і 
диференціювання попередників остеокластів 
завдяки посиленому продукуванню остеобласта-
ми протеїнових інгібіторних факторів, що галь-
мують остеокластогенез [10, 11].

Розрізняють 2 великі групи бісфосфонатів 
відповідно до їх хімічної структури та молекуляр-
них механізмів дії на клітини кісткової тканини. 
Бісфосфонати, що не містять у своєму складі 
нітрогену (етидронат, клодронат, тилудронат), 
завдяки структурній подібності до неорганічного 
пірофосфату, приєднуючись до аденозинмоно-
фосфату, утворюють не здатні до гідролізу ана-
логи АТФ та інгібують численні АТФ-залежні 
процеси в клітинах, що призводить до апоптозу 
остеокластів. Нітрогеновмісні бісфосфонати 
(алендронат, ризедронат, ібандронат, золедро-
нат), завдяки структурній подібності до субстра-
ту, інгібують активність пренілтрансфераз – ге-
ранілпірофосфат-синтази і фарнезилпірофос-
фат-синтази, що значно зменшує утворення 
фарнезилпірофосфату та геранілгеранілпіро-
фосфату – сполук, необхідних для пренілюван-
ня (ізопентенілювання) малих сигнальних G-про-
теїнів (Rho, Ras, Rac, cdc 42). Така посттрансля-
ційна ковалентна модифікація сигнальних 
G-протеїнів є передумовою нормального функ-
ціонування та міжклітинних взаємодій остеоклас-
тів. Зокрема, приєднання ліпідних (ізопреноїд-
них) хвостів до сигнальних молекул забезпечує 
їх участь у регулюванні специфічних функцій 
остеокластів, таких, як кінцеві стадії диферен-

ціювання, приєднання, ендоцитоз, підтримання 
форми клітин та апоптоз [12, 13]. Бісфосфонати 
ефективно пригнічують процес демінералізації 
кісткової тканини, нормалізують мінеральний 
обмін, але суттєво не впливають на заміщення 
кісткової тканини. 

У процесі ремоделювання важливими медіа-
торами активності остеокластів є протеїни остео-
цитокінової системи: остеопротегерин (OPG), 
рецептор-активатор ядерного фактора транскрип-
ції κB – NF-κB (RANK) та його ліганд (RANKL). 
Процес резорбції кістки стимулюється завдяки 
посиленому утворенню RANKL клітинами остео-
бластного ряду. Зв’язування RANKL з його 
 рецептором RANK активує NF-κB-залежний 
внутрішньоклітинний сигнальний шлях індукції 
генів остеокластогенезу та посилює резорбцію. 
Остеопротегерин діє як рецептор-пастка, що не 
дає ліганду RANKL зв’язуватись із RANK [14]. 
Найбільш потужними медіаторами активності 
остеобластів є: протеїни LRP 5/6 (подібні до 
рецепторів ліпопротеїнів низької щільності), 
склеростин та остеокальцин, залучені в каноніч-
ний Wnt(wingless-type)/β-катеніновий сигнальний 
шлях диференціювання остеобластів. Фактори, 
що активують LRP 5/6, стимулюють формування 
кістки та гальмують її резорбцію. Склеростин – 
глікопротеїн, що синтезується остеоцитами, є 
негативним регулятором формування кістки, 
оскільки, зв’язуючись із LRP5, блокує Wnt-сиг-
нальний шлях та гальмує диференціювання 
остеобластів. Гормони (паратиреоїдний гормон, 
естрогени, глюкокортикоїди), фактори росту 
(TGF-β, IGF-1, BMP2), цитокіни (IL-1, IL-6, TNF-α, 
простагландини Е2) та лікарські засоби здатні 
впливати на експресію протеїнів остеоцитокіно-
вої системи RANKL/RANK/OPG і, тим самим, на 
оновлюваність кістки [15, 16]. 

Ключову роль у процесі остеогенезу відіграє 
гормонально активна форма вітаміну D3 – 
1,25(OH)2D3 [17]. Біологічні ефекти 1,25(ОН)2D3 
опосередковуються рецепторами вітаміну D3 
(VDR), що належать до родини ядерних рецеп-
торів стероїдних гормонів та мають класич -
ну доменну структуру. Утворений комплекс 
1,25(ОН)2D3 – VDR проникає в ядро клітини та 
зв’язується з X-рецептором ретиноєвої кислоти 
(RXR). Конформаційні зміни VDR при зв’язуван-
ні з лігандом забезпечують гетеродимеризацію 
з ретиноїдними Х-рецепторами, і комплекс 
1,25(ОН)2D3 – VDR/RXR взаємодіє з консенсус-
ною послідовністю промоторної ділянки гена-мі-
шені, відомою як елементи відповіді на вітамін D3 
(vitamin D-responsive elements) (VDRE). Приєд-
нання комплексу 1,25(ОН)2D3 – VDR/RXR до 
VDRE індукує утворення значної кількості про-
теїнів-коактиваторів, які формують мультипро-
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теїновий коактиваторний комплекс. Коактивато-
ри індукують ремоделювання хроматину та ре-
гулюють активність промоторів з участю компо-
нентів ініціації транскрипції. Таким чином, VDR 
функціонують як лігандактивовані транскрипцій-
ні фактори, що, зв’язуючись зі специфічними 
послідовностями ДНК у вітамін D3-регульованих 
генах, змінюють швидкість їх транскрипції 
РНК-полімеразою II та синтез протеїнів остео-
цитокінової системи RANKL/RANK/OPG [18, 19]. 

Мета дослідження – вивчити ефективність 
поєднаної дії синтезованих нітрогеновмісних 
бісфосфонатів (піразоловмісних аналогів), які 
пригнічують активність остеокластів та зменшу-
ють резорбцію кісткової тканини, і вітаміну D3, 
що є основним регулятором процесу ремоделю-
вання кісткової тканини й активатором остеоге-
незу, в корекції порушень мінерального обміну 
за остеопорозу. 

МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. Розробкою підхо-
дів, дизайном і синтезом нітрогеновмісних 
бісфосфонатів (піразоловмісних аналогів) зай-
малися співробітники Інституту органічної хімії 
НАН України, які є співавторами цієї статті.

Біологічну ефективність синтезованих піра-
золовмісних бісфосфонатів досліджували на 
щурах-самицях лінії Вістар (вік – 1 місяць, вихід-
на маса – (90±5) г). Аліментарний остеопороз 
викликали шляхом утримування тварин протя-
гом 30-ти діб на D-гіповітамінозному раціоні 
відповідно до ДСТУ 11222-65, збалансованому 
за вмістом кальцію та фосфору (вміст кальцію – 
1,2 %, фосфору – 0,8 %, співвідношення Са2+/Р – 
1,5). Піддослідним тваринам через 30 діб пере-
бування на D-гіповітамінозному раціоні вводили 
препарати протягом наступних 30-ти діб один 
раз на добу внутрішньошлунково об’ємом 0,1 мл 
за допомогою зонда. Контрольні тварини одер-
жували повноцінний раціон віварію. Усі маніпу-
ляції зі щурами виконували під легким ефірним 
наркозом. Досліджувані бісфосфонати І-12, І-40 
та І-42 вводили per os із розрахунку 1,7 мг/кг маси 
тіла у вигляді водної суспензії, вітамін D3 (холе-
кальциферол, “Sigma”) – у вигляді масляної 
суспензії (400 МО/кг маси тіла).

Забезпеченість організму вітаміном D3 оціню-
вали за вмістом 25-гідроксивітаміну D (25ОНD) 
у сироватці крові, який визначали методом іму-
ноензимного аналізу згідно з протоколом для 
використання набору 25-Hydroxy Vitamin D EIA 
(IDS, США). Реєстрували сигнал на автоматич-
ному мікропланшетному рідері (Sinnowa ER-500 
(BiORad)) при довжині хвилі 450 нм. Рівень 
кальцію у сироватці крові визначали за допомо-
гою біотест-набору (ЛАХЕМА, Чехія), стандарт-
ний розчин містив 25 мМ СаСО3, розчиненого в 

1,7 % HCl. Вміст неорганічного фосфату визна-
чали після осадження протеїнів 12 % розчином 
трихлороцтової кислоти за методом Dyce [20]. 
Загальну активність лужної фосфатази визна-
чали за допомогою біотест-наборів (ЛАХЕМА, 
Чехія). Визначали активність ізоензимів лужної 
фосфатази, а саме: кісткової термолабільної 
ізоформи – після інкубації проб при 55 °С, киш-
кової ізоформи – з використанням L-фенілала-
ніну як інгібітора [21, 22]. 

Зольність кісткової тканини визначали мето-
дом сухої мінералізації при температурі 500–
600 °С після її обезжирювання гексаном протя-
гом 7-ми діб і розраховували відносно маси 
кіст кової тканини. Вміст мінеральних компонен-
тів у золі визначали вищеописаними методами 
після розчинення золи в 0,5 мл 1 NHCl. В отри-
маний розчин солей додавали 9,5 мл бідисти-
льованної води з подальшим розведенням 
розчину бідистильованною водою у співвідно-
шенні 1:40. Отримані результати піддавали 
статистичній обробці за допомогою програми 
Microsoft Excel. Статистичну значимість оціню-
вали з використанням t-критерію Стьюдента, 
достовірними вважали відмінності при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. Проведе-
ний аналіз бази даних MDDR засвідчив відсут-
ність похідних піразолу серед відомих нітроге-
новмісних бісфосфонатів [23]. Тому, враховуючи 
ймовірність існування 6-ти топологічно можливих 
ізомерів піразоловмісних бісфосфонатів (фор-
мули 2–7 на рис. 1) загальної формули Маркуша 
(формула 1 на рис. 1), співробітники Інституту 
органічної хімії НАН України на основі експери-
ментальних досліджень розробили нові підходи 
і препаративні методи синтезу 4-R-1,3-діалкілпі-
разолів та піразоловмісних гідроксибісфосфо-
натів, які складаються з послідовних перетво-
рень відповідних піразоловмісних карбонових 
кислот в їх хлорангідриди з подальшою взаємо-
дією з трис(триметилсиліл)фосфітом і гідрокси-
ловмісними аліфатичними сполуками [24]. 
Згідно з останніми тенденціями лід-орієнтова-
ного синтезу, віртуальна бібліотека бісфосфона-
тів складається з 1777 представників. Подаль-
ший віртуальний скринінг отриманої віртуальної 
бібліотеки передбачав порівняння амінокислот-
них послідовностей та ідентичності сайтів зв’я-
зування протеїнів-ензимів FPPS людини, миші 
й щура. На основі результатів докінг-досліджень 
виокремлено групу найбільш перспективних 
представників з різною довжиною лінкера, що 
зв’язує бісфосфонатний фрагмент з піразольним 
ядром (лінкер приєднувався до атома нітрогену 
або карбону піразолу). В результаті було синте-
зовано бісфосфонати І-12, І-40 та І-42 і вивчено 
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їх біологічну ефективність як потенційних лікар-
ських засобів, що нормалізують мінеральний 
обмін та гальмують розвиток експерименталь-
ного аліментарного остеопорозу.

Біологічну ефективність синтезованих піра-
золовмісних бісфосфонатів досліджували на 
моделі аліментарного остеопорозу в щурів, для 
якої характерні системні патологічні зміни, зок-
рема спостерігають виражену гіпокальціємію, 
гіпофосфатемію і зростання у сироватці крові 
загальної активності лужної фосфатази – біо-
маркера стану мінералізації кісткової тканини 
[21]. Як раніше було продемонстровано, розви-
ток остеопорозу в молодих щурів зумовлював 
сповільнення росту кісток, порушення структури 
компактної кісткової тканини й епіфізарного 
хряща, зменшення маси і зольності великогоміл-
кової кістки, зниження вмісту в ній мінеральних 
компонентів та послаблення клітинної ланки 
імунітету (зменшення кількості й гальмування 
фагоцитарної активності гранулоцитів і моноци-
тів) [21, 25].

Підтримання сталої позаклітинної та внут-
рішньоклітинної концентрації кальцію у вузьких 
фізіологічних межах (гомеостаз кальцію в орга-
нізмі) забезпечується узгодженим функціонуван-
ням ряду контролювальних механізмів. Так, 
позаклітинний іонізований кальцій є первинним 

месенджером, оскільки слугує лігандом для 
мембранних кальцієвих рецепторів, спряжених 
з G-протеїном (GPCR – G-protein-coupled re-
ceptor). Ці рецептори називають кальцієвими, 
вони містять центр зв’язування Са2+ (CaSR – 
calcium-sensing receptor) [26]. Головна функція 
CaSR полягає в підтриманні гомеостазу Са2+ 

через узгодженість процесів абсорбції кальцію 
з гастроінтестинального тракту, екскреції нирка-
ми, вивільнення та акумулювання кістковою 
тканиною. На молекулярному рівні CaSR разом 
із метаботропними глутаматними рецепторами 
та іншими кальцієзв’язувальними протеїнами 
мембрани через G-протеїни (після зв’язування 
Са2+) запускають ефекторний внутрішньоклітин-
ний сигнальний каскад [27]. Критичну роль у 
внутрішньоклітинній трансдукції молекулярного 
сигналу відіграють цитоплазматичні кальцієзв’я-
зувальні протеїни, особливо кальмодулін. Реа-
гуючи на мінімальні зміни концентрації кальцію 
в цитоплазмі, кальмодулін регулює функціональ-
ну активність понад 300 різних ензимів, рецеп-
торів та іонних каналів, включаючи ріанодинові 
рецептори й IP3-рецептор ендоплазматичного 
ретикулума [28]. Іони внутрішньоклітинного пулу 
кальцію, які беруть участь у реалізації сигналь-
них функцій зазначених кальцієзв’язувальних 
регуляторних протеїнів, виконують функцію 

16 
Conclusions. The study of the combined action of vitamin D3 and bisphosphonate I-12, as the 

substance with the highest biological efficiency in enhancing the bone remodeling through a balanced 

combination of bone resorption and formation, is most promising for further research. 
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Рис. 1. Топологічно можливі ізомери піразоловмісних бісфосфонатів (формули 2–7) загальної 

формули Маркуша (1). 

Таблиця 1 – Вміст мінеральних компонентів у сироватці крові щурів за аліментарного 

остеопорозу та введення досліджуваних бісфосфонатів і вітаміну D3 (М±m, n=9) 

Дослідна група Кальцій, ммоль·л-1 Неорганічний

Рис. 1. Топологічно можливі ізомери піразоловмісних бісфосфонатів (формули 2–7) загальної формули Маркуша (1).
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вторинного месенджера. Злагоджена робота 
CaSR та кальмодуліноподібних протеїнів зумов-
лює послідовність передачі кальцієвого сигна-
лінгу від змін концентрації позаклітинного Са2+ 
на внутрішньоклітинні системи сигналінгу, що є 
дуже важливим для забезпечення фізіологічної 
відповіді. Безпосереднє регулювання рівня по-
заклітинного кальцію здійснюють паратиреоїд-
ний гормон, вітамін D3 і кальцитонін [29], що 
можуть слугувати дієвими важелями впливу на 
мінеральний обмін у кістковому матриксі за умов 
патології. 

Введення щурам на тлі остеопорозу дослі-
джуваних синтезованих піразоловмісних бісфос-
фонатів суттєво покращувало стан мінерально-
го обміну. Рівень загального кальцію як інте-
грального показника забезпеченості організму 
мінеральними компонентами, який знижувався 
у сироватці крові на 29,5 % за аліментарного 
остеопорозу, зростав при введенні експеримен-
тальним тваринам досліджуваних бісфосфона-
тів. Зокрема, при застосуванні бісфосфона-
ту І-12 вміст кальцію збільшувався на 22,8 %, 
бісфосфонату І-40 – на 7,6 %, бісфосфона-
ту І-42 – на 8,2 % порівняно з остеопорозом 
(табл. 1). Необхідно зазначити, що виявлені 
зміни рівня кальцію у сироватці крові відбува-
лися в основному за рахунок фракції іонізова-
ного (ультрафільтрувального) кальцію, віднос-
ний вміст якого у контрольній групі становив 
91,0 %. Рівень іонізованого кальцію підвищував-
ся за дії бісфосфонату І-12 на 27,1 %, бісфос-
фонату І-40 – на 10,1 %, бісфосфонату І-42 – на 
10,7 % порівняно з остеопорозом (табл. 1). 

Досліджувані бісфосфонати суттєво не вплива-
ли на вміст фракції протеїнозв’язаного кальцію. 
Відомо, що кальцій у сироватці крові представ-
лений декількома функціональними формами. 
Зокрема, невелика його частина зв’язана з 
протеїнами (альбуміном і глобулінами), тоді як 
більшість кальцію перебуває в ультрафільтру-
вальній формі, що об’єднує іонізований (до 
85,0 %) та хелатований (до 15,0 %) із цитратом, 
фосфатами і бі карбонатом кальцій. Співвідно-
шення між фор мами кальцію змінюється за 
різних фізіологічних станів організму та є показ-
ником розвитку певної патології [4]. Виявлене 
зниження співвідношення ультрафільтрувальної 
форми до протеїнозв’язаної з 10,2 у контрольній 
групі до 7,8 за остеопорозу свідчить про вира-
жене порушення мінерального обміну. Дослі-
джувані бісфосфонати певною мірою нормалі-
зували мінеральний обмін, однак вміст кальцію 
та його функціональних форм у сироватці крові 
не досягав значень, характерних для контроль-
них тварин. 

Гіпокальціємія за остеопорозу супроводжу-
валася слабко вираженою гіпофосфатемією, 
вміст фосфатів у сироватці крові знижувався на 
25,2 %. Введення досліджуваних препаратів 
викликало помірне підвищення рівня неорганіч-
ного фосфату, зокрема за дії бісфосфонату 
І-12 – на 21,9 %, інші бісфосфонати не мали 
суттєвого впливу на вміст фосфату (табл. 1). 
Виявлені зміни вмісту кальцію та неорганічного 
фосфату забезпечували підтримання сталості 
співвідношення Са2+/Pi в межах 1,5, що є конс-
тантною величиною для організму.

Таблиця 1 – Вміст мінеральних компонентів у сироватці крові щурів за аліментарного остеопорозу 
та введення досліджуваних бісфосфонатів і вітаміну d3 (М±m, n=9)

Дослідна група

Кальцій, ммоль∙л-1

Неорганічний 
фосфат,
ммоль∙л-1

кальцій 
загальний

кальцій протеїно-
зв’язаний 

кальцій
 ультрафільтру-

вальний
Контрольна 2,24±0,12 0,20±0,01 2,04±0,10 1,95±0,09
Аліментарний остеопороз 1,58±0,08* 0,18±0,02 1,40±0,08* 1,46±0,07*
Остеопороз+вітамін D3 2,10±0,12# 0,19±0,02 1,92±0,13# 1,78±0,11#

Остеопороз+алендронат 1,71±0,09 0,17±0,03 1,53±0,07# 1,50±0,06 

Остеопороз+алендронат+ 
вітамін D3

2,00±0,15# 0,20±0,02 1,80±0,09# 1,65±0,08#

Остеопороз+бісфосфонат І-12 1,94±0,14# 0,17±0,09 1,78±0,11# 1,76±0,08#

Остеопороз+бісфосфонат І-12+ 
вітамін D3

2,36±0,17# 0,26±0,02# 2,10±0,12# 1,94±0,06#

Остеопороз+бісфосфонат І-40 1,70±0,90 0,19±0,03 1,54±0,60   1,52±0,07
Остеопороз+бісфосфонат І-40+ 
вітамін D3

2,27±0,11# 0,22±0,01# 2,05±0,10# 2,12±0,09#

Остеопороз+бісфосфонат І-42 1,71±0,60 0,16±0,03 1,55±0,06 1,49±0,60
Остеопороз+бісфосфонат І-42+ 
вітамін D3

2,04±0,12# 0,19±0,01 1,85±0,10# 2,31±0,14#

Примітки. Тут і в таблицях 2, 3 та на рисунку 2: 
1. * – різниця, порівняно з контролем, вірогідна (р<0,05). 
2. # – різниця, порівняно з остеопорозом, вірогідна (р<0,05).
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Результати дослідження загальної активнос-
ті лужної фосфатази – біомаркерного ензиму, 
що характеризує інтенсивність процесу мінера-
лізації кісткової тканини, засвідчили її суттєве 
зростання у сироватці крові (на 67,6 %) за алі-
ментарного остеопорозу. В основному збільшен-
ню загальної активності ензиму сприяла кістко-
ва ізоформа, що становила 82,9 % від загальної 
активності лужної фосфатази у сироватці крові 
та активність якої підвищувалась за остеопорозу 
на 78,2 % (табл. 2). Нормалізація обміну кальцію 
та фосфату під впливом досліджуваних бісфос-
фонатів супроводжувалася зниженням і набли-
женням до значень контролю активності загальної 
лужної фосфатази та її кісткової ізоформи у си-
роватці крові. Так, загальна активність лужної 
фосфатази зменшувалась під впливом бісфос-
фонату І-12 на 27,4 %, бісфосфонату І-40 – на 
22,1 %, бісфосфонату І-42 – на 14,5 %. Активність 
кісткового ізоензиму знижувалась під впливом 
бісфосфонату І-12 на 32,3 %, бісфосфонату І-40 – 
на 28,9 %, бісфосфонату І-42 – на 26,5 %.

Гальмування процесу фізіологічної мінера-
лізації зазвичай призводить до втрати мінераль-
них компонентів, зниження щільності кісткової 
тканини та, зрештою, розвитку остеопорозу. Стан 

кісткової тканини піддослідних тварин, яким 
вводили препарати, характеризували за зольніс-
тю, вмістом кальцію та фосфору в золі велико-
гомілкової кістки. Результати, наведені в табли-
ці 3, свідчать про те, що за остеопорозу зольність 
великогомілкової кістки щурів знижувалась на 
25,6 %, вміст кальцію зменшувався на 34,3 %, 
неорганічного фосфору – на 33,8 % відносно 
контролю. Введення експериментального пре-
парату бісфосфонату І-12 призводило до збіль-
шення зольності великогомілкової кістки на 
18,4 %, вмісту кальцію – на 31,9 %, неорганічно-
го фосфору – на 36,1 %. Експериментальні 
препарати бісфосфонатів І-40 та І-42 підвищу-
вали зольність великогомілкової кістки тварин 
на 6,8 і 5,2 %, вміст кальцію – на 8,2 та 12,0 %, 
фосфору – на 18,5 і 10,2 % відповідно.

Аліментарний остеопороз викликали в моло-
дих щурів шляхом їх утримування протягом 2-х мі-
сяців на D-гіповітамінозному раціоні, що зумов-
лювало значне (майже в 3 рази) зниження вміс - 
ту 25OHD у сироватці крові ((34,0±3,7) нмоль·л-1 
за остеопорозу проти (97,5±4,3) нмоль·л-1 у 
 контрольній групі). Вміст гідроксильованої фор-
ми вітаміну D3 – 25OHD у сироватці (плазмі) 
крові вважають найбільш адекватним показни-

Таблиця 2 – Активність лужної фосфатази та її ізоензимів у сироватці крові щурів за аліментарного 
остеопорозу та введення досліджуваних бісфосфонатів і вітаміну d3 (М±m, n=9)

Дослідна група
Активність лужної фосфатази, Од/л

загальна  
активність

кишковий 
ізоензим

кістковий 
ізоензим

Контрольна 230,2±11,7 48,9±2,2 190,9±12,3
Аліментарний остеопороз 386,0±14,0* 73,0±3,7* 320,2±20,9*
Остеопороз+вітамін D3 281,1±7,8# 61,9±4,1# 223,3±11,6#

Остеопороз+алендронат 301,6±16,4# 64,3±3,8 280,7±13,6#

Остеопороз+алендронат+вітамін D3 263,2±5,4# 59,9±4,2# 199,2±10,4#

Остеопороз+бісфосфонат І-12 280,3±12,6# 68,7±3,2 230,3±11,5#

Остеопороз+бісфосфонат І-12+вітамін D3 223,3±10,8# 57,5±2,9# 208,7±12,3#

Остеопороз+бісфосфонат І-40 300,7±17,3# 66,4±3,9 241,9±15,7#

Остеопороз+бісфосфонат І-40+вітамін D3 253,2±11,2# 64,3±3,1 211,6±9,8#

Остеопороз+бісфосфонат І-42 330,4±13,4# 70,1±5,2 252,1±16,8#

Остеопороз+бісфосфонат І-42+вітамін D3 261,4±12,8# 58,4±2,6# 232,8±11,7#

Таблиця 3 – Вміст мінеральних компонентів у великогомілковій кістці щурів за аліментарного 
остеопорозу та введення досліджуваних бісфосфонатів і вітаміну d3 (М±m, n=9)

Дослідна група Зольність, 
% від сухої маси

Вміст кальцію,
 % у золі

Вміст фосфору,
% у золі

Контрольна 56,8±2,5 38,3±2,3 16,3±0,6
Аліментарний остеопороз 42,3±1,8* 23,2±1,6* 10,8±0,4*
Остеопороз+вітамін D3 51,7±3,2# 37,3±4,3# 15,4±0,8#

Остеопороз+алендронат 45,0±1,7 27,5±1,2# 11,8±0,3#

Остеопороз+алендронат+вітамін D3 49,3±2,7# 31,4±2,0# 13,5±0,5#

Остеопороз+бісфосфонат І-12 50,1±3,2# 30,6±1,7# 14,7±0,8#

Остеопороз+бісфосфонат І-12+вітамін D3 58,1±2,4# 40,1±2,7# 16,7±0,6#

Остеопороз+бісфосфонат І-40 45,2± 2,9 25,1±1,4 12,8±0,7#

Остеопороз+бісфосфонат І-40+вітамін D3 55,7±3,1# 39,4±3,0# 17,1±0,9#

Остеопороз+бісфосфонат І-42 44,5±2,8 26,0±1,4 11,9±0,4#

Остеопороз+бісфосфонат І-42+вітамін D3 52,9±2,8# 37,5±2,6# 15,6±0,8#
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ком забезпеченості організму вітаміном, у нормі 
він становить 75–150 нмоль·л-1 [17]. Виявлений 
низький рівень 25OHD у сироватці крові тварин 
з аліментарним остеопорозом, відповідно до 
сучасної класифікації забезпеченості організму 
вітаміном D3, можна охарактеризувати як стан 
глибокого D-вітамінного дефіциту [4, 30]. 

Як свідчить велика кількість досліджень, 
фізіологічна та фармакологічна дія 1,25(ОН)2D3 
із залученням рецепторів вітаміну D3, притаман-
них більшості клітин-мішеней, зумовлює значний 
терапевтичний потенціал вітаміну D3 при ліку-
ванні великої кількості захворювань, включаючи 
серцево-судинні, автоімунні, онкологічні та, 
особливо, захворювання скелета [18, 19]. Відпо-
відно, дефіцит вітаміну D3 розглядають як уні-
версальний чинник ризику розвитку мульти-
факторних захворювань, і він підвищує вірогід-
ність смерті від них [30]. 

Наявність рецепторів вітаміну D3 (VDR) та 
експресія 25-гідроксивітамін D3 1α-гідроксилази 
(CYP27B1), ензиму, що перетворює 25OHD у 
гормонально активний метаболіт 1,25(OH)2D3 у 
3-х основних типах клітин кістки (остеобластах, 
остеокластах, остеоцитах), свідчить про авто-
кринну та паракринну дію вітаміну D3 у клітинах 
кісткової тканини [31, 32]. In vivo вітамін D забез-
печує високу швидкість і ефективність диферен-
ціювання клітин-попередників (мезенхімальні 
стовбурові клітини) у зрілі остеобласти, які 
здатні продукувати екстрацелюлярний матрикс, 
що містить колаген типу 1 та неколагенові регу-
ляторні протеїни, включаючи остеокальцин, 
остеонектин, остеопонтин та інші, а також здійс-
нювати мінералізацію, використовуючи кальцій 
і неорганічний фосфат для синтезу гідроксіапа-
титів [33]. Не лише клітини, що формують кістку, 
але й остеокласти здатні метаболізувати 25OHD, 
що може зумовлювати супресію їх резорбтивної 
функції через гальмування міграції і зменшення 
адгезивних властивостей преостеокластів [34]. 
З іншого боку, на культурі клітин преостеокластів 
лінії RAW264.7 та моноцитів крові продемонстро-
вано здатність як 25OHD, так і 1,25(OH)2D3 до-
зозалежно посилювати їх диференціювання, 
 дозрівання та перетворення в остеокласти з 
високою активністю. У механізм активації остео-
кластів залучені щонайменше 2 цитокіни: коло-
нієстимулювальний фактор макрофагів (M-CSF) 
та RANKL. Спільна дія гормонально активних 
форм вітаміну D3 та остеотропних цитокінів за-
безпечує ефективне регулювання швидкості 
дозрівання остеокластів з їх попередників, ви-
значає адгезивні властивості й резорбтивну 
активність дозрілих мультиядерних клітин, опти-
мізуючи тим самим процеси ремоделювання 
кісткової тканини [35, 36]. 

З огляду на ключову роль вітаміну D3 в опти-
мізації процесу ремоделювання кісткової ткани-
ни та достатньо ефективну антирезорбтивну дію 
досліджуваних піразоловмісних бісфосфонатів, 
актуальним завданням було дослідити їх спіль-
ну коригувальну дію щодо порушень мінераль-
ного обміну на моделі аліментарного остеопо-
розу в щурів. 

Індивідуальне терапевтичне введення до-
сліджуваних бісфосфонатів щурам з експери-
ментальним остеопорозом практично не впли-
вало на рівень 25OHD у сироватці крові. Водно-
час щоденне введення піддослідним тваринам 
40 МО вітаміну D3 забезпечувало достатню 
нормалізацію рівня 25OHD ((89,7±5,2) нмоль·л-1) 
(рис. 2). Особливо ефективним у нормалізації 
вмісту 25OHD у сироватці крові щурів з алімен-
тарним остеопорозом виявилось сумісне вве-
дення вітаміну D3 і досліджуваних бісфосфона-
тів. Так, за введення вітаміну D3 з бісфосфона-
том І-12 рівень 25OHD у сироватці крові тварин 
зростав до (115,7±7,1) нмоль·л-1, з бісфосфона-
том I-40 – до (108,3±8,4) нмоль·л-1, а з бісфос-
фонатом І-42 – до (98,1±4,3) нмоль·л-1. Важливо 
відзначити, що сумісне застосування вітаміну D3 
і бісфосфонатів було більш ефективним порів-
няно з дією лише холекальциферолу, що може 
свідчити про взаємну посилювальну дію цих 
речовин в остеогенезі. 

На тлі сумісного терапевтичного введення 
бісфосфонатів і холекальциферолу спостеріга-
ли більш виражену нормалізацію вмісту міне-
ральних компонентів у сироватці крові щурів з 
аліментарним остеопорозом. Зокрема, загаль-
ний рівень кальцію у крові тварин, які отримува-
ли вітамін D3 разом із бісфосфонатами І-12, І-40 
та І-42, зростав, відповідно, на 49,4, 43,7 і 21,9 %. 
Вказане підвищення забезпечувалось в основ-
ному за рахунок фракції ультрафільтрувального 
кальцію і становило 49,8, 46,4 і 32,1 %  відповідно. 

Комплексна дія бісфосфонатів та холекаль-
циферолу мала нормалізувальний вплив також 
на вміст у сироватці крові неорганічного фосфа-
ту. В разі спільної дії бісфосфонату I-12 і вітамі-
ну D3 рівень неорганічного фосфату зростав на 
32,8 % порівняно з остеопорозом, відповідаючи 
контрольним значенням, а використання бісфос-
фонатів I-40 та I-42 разом із вітаміном D3 призво-
дило до його збільшення на 45,2 і 58,2 % відпо-
відно, що навіть перевищувало вміст PO4

3- у 
сироватці крові контрольних тварин. 

Регуляторна дія піразоловмісних бісфосфо-
натів у поєднанні з вітаміном D3 на вміст компо-
нентів мінерального обміну в сироватці крові 
тісно корелювала зі змінами ензиматичної ак-
тивності лужної фосфатази, включаючи її ізо-
ензими. Терапевтичне введення щурам з остео-
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порозом бісфосфонату І-42 з вітаміном D3 за-
свідчило достовірне зниження ензиматичної 
активності лужної фосфатази на 42,2 %, тоді як 
застосування бісфосфонатів І-40 та І-42 з віта-
міном D3 викликало зменшення активності на 
35,1 і 32,3 % відповідно. Важливо, що досліджу-
вані бісфосфонати в поєднанні з холекальцифе-
ролом також мали ефективний коригувальний 
вплив і на ензиматичну активність ізоформ 
лужної фосфатази – кишкову та кісткову порів-
няно з остеопорозом. В основному змінювалась 
активність кісткового ізоензиму (табл. 2). 

Компенсація остеопорозасоційованої гіпо-
кальціємії та гіпофосфатемії у сироватці крові 
під дією бісфосфонатів і вітамін D3-терапії су-
проводжувалася нормалізацією вмісту мінераль-
них компонентів у кістковій тканині. Високу 
ефективність поєднаної дії у коригуванні вмісту 
мінеральних компонентів у великогомілковій 
кістці встановлено для спільної дії бісфосфона-
ту І-12 і вітаміну D3. Зольність кістки збільшува-
лась на 37,4 %, вміст кальцію в золі зростав на 
74,3 %, фосфору – на 16,7 % (табл. 3). За спіль-
ної дії бісфосфонату І-40 і вітаміну D3 зольність, 
вміст кальцію і фосфору збільшувались на 32,1, 
70,2 та 58,3 %, а при введенні бісфосфонату І-42 
з вітаміном D3 – на 25,2, 62,3 і 44,1 % відповідно. 

Слід зауважити, що в усіх групах сумісного 
введення синтезованих піразоловмісних бісфос-
фонатів та холекальциферолу ефективність 
нормалізувальної дії на мінеральний обмін як у 
сироватці крові, так і в тканині кістки була більш 
вираженою, ніж у групі поєднаного введення 
вітаміну D3 та препарату порівняння – алендро-
нату. Це свідчить про високу ефективність до-

сліджуваних нітрогеновмісних бісфосфонатів 
третього покоління, а їх остеопротекторний те-
рапевтичний вплив у складі комплексу з холе-
кальциферолом є однією з потенційно ефектив-
них стратегій коригування надмірної кісткової 
резорбції та лікування остеопорозу [10]. 

ВИСНОВКИ. Результати проведених дослі-
джень вказують на те, що розвиток аліментар-
ного остеопорозу, який викликали шляхом 
утримування щурів на D-гіповітамінозному раціо-
ні, супроводжувався вираженою гіпокальціємією, 
гіпофосфатемією, зростанням активності лужної 
фосфататази та її кісткового ізоензиму, а також 
значними порушеннями вмісту мінеральних 
компонентів у кістковій тканині. Введення тва-
ринам на тлі остеопорозу досліджуваних піра-
золовмісних бісфосфонатів з різною ефектив-
ністю гальмувало процес демінералізації (ре-
зорбції) кісткової тканини і посилювало міне-
ральний обмін у щурів за маркерними показ- 
никами крові та кісткової тканини. Поєднана 
терапія остеопорозу піразоловмісними бісфос-
фонатами і холекальциферолом продемонстру-
вала ефективніші нормалізувальні ефекти як на 
мінеральний обмін у сироватці крові, так і на 
вміст мінеральних компонентів у кістковій тка-
нині порівняно з індивідуальним введенням цих 
сполук. Найбільш виражені коригувальні ефекти 
спостерігали у групі сумісного введення бісфос-
фонату І-12 і вітаміну D3, що свідчить про висо-
кий остеотропний потенціал досліджуваного 
бісфосфонату та спонукає до подальших дослі-
джень його терапевтичної дії. Отримані резуль-
тати підтверджують регуляторну роль вітаміну D3 

Рис. 2. Вміст 25-гідроксивітаміну D у сироватці крові щурів за аліментарного остеопорозу та введення досліджуваних 
бісфосфонатів і вітаміну D3 (М±m, n=9). 
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у процесах мінерального обміну з участю остео-
бластів та остеокластів, а його застосування у 
комбінованій терапії з піразоловмісними бісфос-
фонатами посилює остеотропні й протирезорб-
тивні ефекти останніх. 

Роботу виконано в рамках цільової комп-
лексної програми фундаментальних досліджень 
НАН України “Фундаментальні проблеми ство-
рення нових речовин і матеріалів хімічного 
виробництва” на 2014–2016 роки.
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ИНСТИТУТ БИОХИМИИ ИМ. А. В. ПАЛЛАДИНА НАН УКРАИНы1, КИеВ
ИНСТИТУТ ОРГАНИЧеСКОй ХИМИИ НАН УКРАИНы2, КИеВ

СОЧЕТАННОЕ ДЕЙСТВИЕ ПИРАЗОЛСОДЕРЖАЩИХ БИСФОСФОНАТОВ  
И ВИТАМИНА D3 В КОРРЕКЦИИ НАРУШЕНИЙ МИНЕРАЛЬНОГО ОБМЕНА  
ПРИ АЛИМЕНТАРНОМ ОСТЕОПОРОЗЕ У КРЫС

               
Резюме

Вступление. По данным ВОЗ, остеопороз занимает ведущее место среди всех известных заболе-
ваний как причина преждевременной инвалидности и смертности в мире, а поэтому разработка эф-
фективной стратегии лечения этого заболевания является одним из приоритетных направлений 
исследований для научных и медицинских учреждений. К таким подходам относятся разработка новых 
современных азотсодержащих бисфосфонатов и исследование их терапевтических эффектов на 
животных моделях.

Цель исследования – изучить эффективность сочетанного действия синтезированных азотсо-
держащих бисфосфонатов (пиразолсодержащих аналогов), которые подавляют активность остео-
кластов и уменьшают резорбцию костной ткани, и витамина D3, который является основным регу-
лятором процесса ремоделирования костной ткани и активатором остеогенеза, в коррекции наруше-
ний минерального обмена при остеопорозе. 

Методы исследования. Биологическую эффективность синтезированных пиразолсодержащих 
бисфосфонатов исследовали на крысах­самках линии Вистар (возраст – 1 месяц, исходная масса – 
(90±5) г). Алиментарный остеопороз вызывали путем содержания животных в течение 30­ти дней на 
D­гиповитаминозном рационе согласно ГОСТу 11222­65, сбалансированном по содержанию кальция и 
фосфора. В качестве корректирующих соединений использовали per os пиразолсодержащие бисфосфо-
наты (1,7 мг/кг) и холекальциферол (400 Ме/кг массы тела). 25­Гидроксивитамин D в сыворотке крови 
исследовали методом ELISA. Количественный анализ компонентов минерального обмена в сыворотке 
крови и костной ткани проводили с помощью общепринятых биохимических   методов.
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Результаты и обсуждение. Исследуемые пиразолсодержащие бисфосфонаты с разной эффек-
тивностью ингибировали процесс деминерализации (резорбции) костной ткани и интенсифицировали 
минеральный обмен у крыс с алиментарной формой остеопороза. При действии препаратов возрас-
тало содержание кальция, неорганического фосфата и снижалась активность щелочной фосфатазы 
и ее изоэнзимов в сыворотке крови. Повышались зольность и содержание кальция и фосфора в золе 
большеберцовой кости. Наиболее эффективным в коррекции нарушений минерального обмена при 
остеопорозе оказалось сочетание пиразолсодержащих бисфосфонатов и витамина D3, который нор-
мализует содержание 25­гидроксивитамина D в сыворотке крови и обеспечивает синтез биологически 
активных, гидроксилированных форм холекальциферола. 

Вывод. Перспективным для дальнейших исследований является изучение совместного действия 
витамина D3 и бисфосфоната I­12 как препарата с наиболее высокой биологической эффективностью 
по усилению процесса ремоделирования костной ткани благодаря согласованности процессов резорб-
ции и формирования кости.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: пиразолсодержащие бисфосфонаты; алиментарный остеопороз; минераль-
ный обмен; витамин d3; 25-гидроксивитамин d.
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COMBINED EFFECT OF PYRAZOLE-CONTAINING BISPHOSPHONATES  
AND VITAMIN D3 IN THE CORRECTION OF MINERAL METABOLISM  
IN ALIMENTARY OSTEOPOROSIS IN RATS

                  
Summary

Introduction. According to the WHO, osteoporosis ranks central position among all known diseases as a cause 
of premature disability and mortality, and therefore the development of effective treatment strategies for this disease 
is one of the priority research areas for scientific and medical institutions. One of these areas is the development of 
new modern bisphosphonates and the study of their therapeutic effects in animal models.

The aim of the study – to explore the effectiveness of combined action of synthesized nitrogen­containing 
bisphosphonates (pyrazole­containing analogs), which inhibit osteoclast activity and bone resorption, and vitamin 
D3 – the main regulator of bone remodeling and osteogenesis, in the correction of mineral metabolism disturbances 
accompanying the development of osteoporosis. 

Research Methods. The study of the biological effectiveness of the synthesized pyrazole­containing 
bisphosphonates was carried out on female Wistar rats (1 month old, initial weight (90±5) g). Alimentary osteoporosis 
was induced by keeping the rats for 30 days on a D­hypovitaminosis diet according to GOST 11222­65, balanced 
in calcium and phosphorus. Pyrazole­containing bisphosphonates (1.7 mg/kg) and cholecalciferol (400 IU/kg body 
weight) were used per os as corrective compounds. Serum 25OHD was tested by ELISA. The quantitative analysis 
of the components of mineral metabolism in the blood serum and bone tissue was determined by routine biochemical 
methods.

Results and Discussion. Our pyrazole­containing bisphosphonates inhibited the process of bone tissue 
demineralization (resorption) and enhanced mineral metabolism in rats with alimentary osteoporosis with various 
efficiency. After bisphosphonate supplementation, the content of calcium and inorganic phosphate increased, while 
the activity of alkaline phosphatase and its isoenzymes in blood serum decreased. The ash content and the levels 
of calcium and phosphorus in the ash of the tibia have been increased. The combination of pyrazole­containing 
bisphosphonates with vitamin D3, which normalizes the serum 25OHD content and provides the synthesis of 
biologically active hydroxylated forms of cholecalciferol, has been effective in the correction of mineral metabolism 
abnormalities in osteoporotic rats.

Conclusions. The study of the combined action of vitamin D3 and bisphosphonate I­12, as the substance with 
the highest biological efficiency in enhancing the bone remodeling through a balanced combination of bone resorption 
and formation, is most promising for further research.

KEY WORDS: pyrazole-containing bisphosphonates; alimentary osteoporosis; mineral metabolism; 
vitamin d3; 25oHd.
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