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На моделі аліментарно о остеопороз дослідили вплив інд овано о нітрозативно о стрес на
метаболізм іст ової т анини щ рів. Я інд тор нітрозативно о стрес ви ористов вали ва цин
БЦЖ. По азано, що вітамін D

3
-дефіцитний остеопороз за введення ва цини БЦЖ призводить до

о сидативно-нітрозативно о стрес в щ рів, розвито я о о реєстр вали за на опиченням NO в
лей оцитах, зміною вміст альде ідів, прод тів перо сидно о о иснення ліпідів, SH- р п
низь омоле лярних спол та арбонільних р п протеїнів. Встановлено, що інтенсифі ація синтез
NO на тлі остеопороз ви ли ає зміни інтенсивності мінерально о обмін іст ової т анини.
Стабіліз ється рівень альцію та зниж ється а тивність л жної фосфатази. Отримані рез льтати
свідчать про те, що висо і онцентрації NO впливають на ф н ціон вання літин іст ової т анини та
альм ють процес резорбції іст и.

КЛЮЧОВІ СЛОВА: остеопороз, вітамін D
3
, БЦЖ, нітрозативний стрес, іст ова т анина.

ВСТУП. На сьо одні відомо, що NO має
поліф н ціональн фізіоло ічн дію [11]. Цей
вільний ради ал здатен проявляти я а тив -
юч , та і ін іб юч дії різних метаболічних
процесів, що перебі ають в ор анізмі [8].
Генерація NO з мовлюється різними типами
NO-синтаз: нейрональною (nNOS, тип I),
інд цибельною (іNOS, тип II) та ендотеліальною
(еNOS, тип III). Ензими я с бстрат ви орис-
тов ють L-ар інін та моле лярний исень [2].

В останні ро и стало очевидним, що NO
ре лює ф н ціон вання літин іст ової т а-
нини [20]. Ізоформа eNOS постійно е спре-
с ється в іст овій т анині, й невели і онцен-
трації NO, що творюються при цьом , є не-
обхідними для нормально о ф н ціон вання
остео ластів. Ізоформа іNOS е спрес ється в
літинах іст ової т анини відповідь на розви-
то патоло ічних процесів, зо рема запалення.
Прозапальні цито іни, та і, я IL-1 та TNF (фа -
тор не роз п хлини), інтерферони [18] або
введення ба теріально о ліпополісахарид
(ва цинаБЦЖ) [10] з мовлюють а тивацію ена
іNOS,що призводить до іперпрод ванняNO
і розвит нітрозативно о стрес . Утворений
NO може мати я прямий вплив на літини
ор анізм , та і опосеред ований, я ий реалі-
з ється через дію прод тів реа ції NO з

іншими моле лами, та ими, я исень чи
с перо сид, віді раючи, та им чином, провідн
роль патофізіоло ії запалення та о сидатив-
но-нітрозативно о стрес [15]. О сид азот ,що
творюється в рез льтаті інд ції іNOS, сприяє
ядерній трансло ації фа тора транс рипції
NFκB попередни ах остео ластів та є при-
чиноюNO-інд овано о апоптоз останніх [18].
Висо і онцентрації NO здатні безпосередньо
ін іб вати форм вання та а тивність літин
іст ової т анини [14, 23].

Незважаючи на численні дослідження,
значення NO в системній ре ляції омеостаз
іст ової т анини за мов різних патоло ій,
том числі й остеопороз , не ціл ом зроз міле.
Том метоюданої роботи б лодослідити вплив
інд овано о нітрозативно о стрес на змін
основних по азни ів мінерально о обмін
іст ової т анини при аліментарном (віта-
мін D

3
-дефіцитном ) остеопорозі.

МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ. Дослідження
проводили на білихщ рах-самицях лінії Вістар
масою 80 . Е спериментальн модель D-
іповітаміноз ви ли али, трим ючи тварин на
синтетичном раціоні без вітамін D

3
зі збалан-

сованим вмістом альцію (1,2 %) та фосфор
(0,7%) протя ом 45 діб.Щ рів поділили на три
р пи по п’ять тварин ожній. Контрольних© О. В. Зайцева, С. Г. Шандрен о, М. М. Вели ий, 2015.
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тварин протя ом місяця трим вали на віта-
мін D

3
-збалансованій дієті.Щ рів 2-ї та 3-ї р п

протя ом 45 діб трим вали на D
3
- іповітамі-

нозном раціоні. Додат ово тваринам 3-ї р пи
на 30 день е сперимент для інд ції нітроза-
тивно о стрес інтраперитонеально ввели
0,5 м / мі оба терій ва цинно о штам
БЦЖ-1. Встановленимфа том є те,що ін’є ція
щ рам ва цини БЦЖ с ттєво посилює ендо-
енний синтез NO. Це посилення досить с т-
тєве вже через 6 од та ма симальне на 10-й
день після введення БЦЖ, далі воно пост пово
зменш ється і до 20- о дня зни ає [10]. Том
тварин виводили з е сперимент на 15 день
після введення ва цини БЦЖ.

Для аналіз ви ористов вали ров, печін
та сте нов іст піддослідних тварин.

Остеометричні дослідження сте нової іст-
и щ рів проводили з ідно з В. П. Оле сієвим
[1]. Рівень альцію, фосфат та за альн а -
тивність л жної фосфатази визначали плазмі
рові за допомо оюстандартних наборівфірми
“Філісіт-Діа ности а” (У раїна).

Рівень NO в лей оцитах щ рів визначали з
ви ористанням діамінофл оресцеїн діацетат
(DAF-2DA) (“Sigma”, США). До 1 мл виділеної
с спензії лей оцитів додавали 2 м л DAF-2DA
(5 mM) та ін б вали 30 хв при 37 °С темряві.
Прод цію NO оцінювали на прото овом
цитометрі COULTER EPICS XL (“Beckman
Coulter”, США).

За альнийвміст альде ідів зраз ах печін и
та рові визначали п рпалдним методом [19].
Осадження протеїнів проводилишляхом дода-
вання насичено о розчин Ba(OH)

2
та 20 %

розчин ZnSO
4
. Після цьо о центриф вали

10 хв при 4000 g, 4 °С. До 1 мл с пернатант
додавали 0,5 мл розчин 0,1 % п рпалд
(“Sigma”, США) в 2 N NaOH. Через 15 хв дода-
вали 0,5 мл 0,07% перйодат натрію (“Альфа-
р с”, У раїна). Оптичн стин забарвлено о
розчин визначали при довжині хвилі 550 нм
за допомо ою спе трофотометра “µQuant”
(“Biotek”, США). Я стандарт ви ористов вали
розчин формальде ід .

Інтенсивність процесів перо сидно о о ис-
нення ліпідів (ПОЛ) плазмі рові визначали
за на опиченням тіобарбіт ратреа ючих (ТБК-
реа ючих) прод тів [17]. Протеїни плазми
осадж вали 20 % трихлороцтовою ислотою
(ТХО). Центриф вали зраз и 15 хв при
2200 g, 4 °С.До200м лс пернатант додавали
250м л0,67%розчин тіобарбіт рової ислоти
(ТБК) (“Альфар с”, У раїна). Зраз и витрим -
вали 20 хв на водяній бані, що ипить, охоло-
дж вали та вимірювали оптичн стин при

довжині хвилі 532 нм за допомо ою спе тро-
фотометра “µQuant” (“Biotek”, США).

Вміст SH- р п низь омоле лярних спол
визначали в печінці за реа цією з о-фталевим
альде ідом [13]. Протеїни осадж вали 6 %
розчином ТХО. Центриф вали 10 хв при
2200 g, 4 °С. До 10 м л надосад додавали
180 м л натрій-фосфатно о б фера та 10 м л
1%розчин о-фталево оальде ід (“Fluka”, Ав-
стрія). Ін б вали 15 хв при 37 °С темряві.
Вимірювання проводили при λ

ex
360 нм та λ

em

420 нм за допомо ою фл ориметра FLx800
(“Biotek”, США).

Вміст арбонільних р п, модифі ованих
2,4-динітрофеніл ідразином, протеїнах плаз-
ми рові визначали специфічними антитілами
Rabbit Anti-DNP (2,4-динітрофеніл ідразон)
Antibody (“Sigma”, США) твердофазном
ім ноферментном аналізі (т-ІФА) за стандарт-
ною методи ою [12]. Оптичн стин визна-
чали при довжині хвилі 490 нм за допомо ою
спе трофотометра “µQuant” (“Biotek”, США).

А тивність с перо сиддисм тази (СОД)
дете т вали хемілюмінесцентнимметодом за
ін іб ваннямшвид ості творення с перо сид-
но о ради ала системою сантин– сантио си-
даза в бі арбонатном б фері (рН 10,2). За
одиницю а тивності ензим брали ін іб вання
швид ості творення О

2

·
на 50 %.

А тивність аталази визначали за швид-
істю роз ладання перо сид ідро ен та ви-
ражали м молях роз ладено о перо сид за
1 хв на 1 м протеїн .

Вміст протеїнів визначали методом Бред-
форд.

Усі маніп ляції з тваринами проводили,
дотрим ючись вимо Європейсь ої онвенції
про захист хребетних тварин, що ви ористо-
в ються для дослідних та інших на ових цілей
(Страсб р , 1986) та За альних етичних прин-
ципів е спериментів на тваринах (Київ, 2001).

Е спериментальні дані обробляли мето-
дами варіаційної статисти и з ви ористанням
t- ритерію Стьюдента про рамі Excel (віро-
ідними вважали відмінності за р<0,05).

РЕЗУЛЬТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ. Я же
б ло по азано в попередніх роботах, за мов
аліментарної форми остеопороз зниж ється
вміст 25ОНD

3
сироватці рові, пор ш ються

метаболічні процеси в іст овій т анині [7].
Розвито остеопороз підтверджено рез ль-
татами остеометричних та біохімічних дослі-
джень [3, 5].

У проведеній е спериментальній роботі в
щ рів, я их трим вали наD- іповітамінозном
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раціоні протя омдвохмісяців длямоделювання
остеопороз , відб лися зниження за альної
маси тіла на 57 %, зменшення маси і верти-
ально о діаметра олов и сте нової іст и на
47 та 14 % відповідно, а та ож с орочення
довжини сте нової іст и на 32 % відносно
онтрольних тварин. Дефіцит вітамін D

3
або

пор шення йо о обмін з мовили розвито
іпо альціємії, я а с проводж валася яс раво
вираженою іпофосфатемією. Та , плазмі
ровіщ рів з розвиненим аліментарнимостео-
порозом за альний вміст альцію знизився на
23%, а вміст неор анічно офосфат – на 79%.
Важливо та ож відмітити,що а тивність л жної
фосфатази в щ рів з аліментарним остеопо-
розом підвищилася більше ніж 2 рази. Отри-
мані дані підтвердж ють аде ватність обраної
моделі для розвит остеопороз .

Відомо, що NO, залежно від йо о онцен-
трації, може я стим лювати, та і ін іб вати
метаболізм іст ової т анини [18, 23]. Том
оловним завданням дано о дослідження б ло
визначити вплив іперпрод вання NO в ре-
з льтаті посиленої е спресії ена іNOS на змін
основних по азни ів мінерально о обмін
іст ової т анини.

Висо і (понад 1 м моль [21]) онцентрації
NO сприяють розвит о сидативно-нітроза-
тивно о стрес , за я о о виснаж ються анти-
о сидантні й репар ючі ДНК системи та поси-
люється реалізація дії NO [11]. На сьо одні без-
посереднє визначення рівня NO в біоло ічних
зраз ах є проблемним. Це пов’язано з мето-
дичнимитр днощами,щовини аютьпридослі-
дженні обмін NO і йо о властивостей, зо рема:
ради альна природа, обмежений термін життя
(де іль а се нд) та раді с дії, взаємодія із
залізом, О

2
, а особливо із с перо сидом (О

2

·
)

[16]. Том для більш точно о визначення NO
б ло обрано ч ттєвий метод з ви ористанням
барвни а DAF-2DA. Прони аючи через мем-
бран літини, DAF-2DA деацилюється неспе-
цифічними цитозольними естеразами до
DAF-2, я ий вст пає в реа цію з N

2
O

3
(прод т

реа ції NO з иснем) та творює висо о-
фл оресцентне похідне триазолофл оресцеїн
[22]. Аналіз цитофл оро рам (рис. 1, А І, ІІ, ІІІ;
Б) по азав, що в щ рів із розвиненим остео-
порозом відб лося достовірне підвищення
рівня NO в лей оцитах 2,5 раза відповідно до
онтрольно о значення.

Отримані рез льтати можна пояснити тим,
що недостатнє забезпечення ор анізм віта-
міном D

3
с проводж ється розвит ом о сида-

тивно о стрес , за я о о проо сидантні проце-
си переважають над а тивністю антио сидант-
них систем із посиленим творенням а тивних

форм исню та азот [7]. Інд ція нітрозатив-
но о стрес після введення ва цини БЦЖпри-
звела до зростання рівня NO майже в 2 рази
порівняно з р пою щ рів із розвиненим D- і-
повітамінозом (рис. 1, В), що підтвердило
посиленняпрод ванняNOвор анізмі тварин.

Додат ово визначали мар ери, я і хара -
териз ють розвито о сидативно-нітрозатив-
них процесів в ор анізмі щ рів з аліментарним
остеопорозом та інд ованим нітрозативним
стресом. А тивні форми исню та азот мож ть
проявляти в ор анізмі ре ляторн або по-
ш одж вальн дію. То сичнадія а тивнихформ
исню та азот реаліз ється при станах о си-
дативно-нітрозативно о стрес , я і с прово-
дж ються значною інтенсифі ацієювільноради-
альних процесів та зниженням а тивності
антио сидантних систем. За мов аліментар-
но о остеопороз розвито о сидативно-нітро-
зативно о стрес підтвердж ється значними
змінами вміст прод тів о исної модифі ації
протеїнів [4] та ПОЛ. За різних патоло ічних
станів, зо рема остеопороз , о исна моди-
фі ація протеїнів є одним із мар ерів о си-
дативно-нітрозативно о стрес [6]. О исній
модифі ації піддаються майже всі аміно ис-
лотні залиш и, що може ви ли ати творення
додат ових вн трішньо- та міжмоле лярних
зшиво , а ре ацію і фра ментацію протеїнів,
змін їх властивостей тощо [4, 7]. Рез льтати,
наведені в таблиці 1, в аз ють на те, що за
мов D- іповітаміноз вміст арбонільних р п
протеїнів плазмі рові щ рів збільшився на
36% порівняно з онтрольними тваринами.

Спостері али підвищення за ально о рівня
альде ідів плазмі рові та печінці тварин на
33 і 37 % відповідно (табл. 1), а та ож збіль-
шення рівня ТБК-реа ючих прод тів плазмі
рові на 60 %, що свідчило про с ттєве поси-
ленняпроцесівПОЛ. Та ожвідб лося зниження
на 77 % вміст SH- р п низь омоле лярних
спол печінці щ рів із розвиненим алімен-
тарним остеопорозом. А тивність основних
ензимів антио сидантно о захист , та их, я
СОД і аталаза, зросла за мов аліментарно о
остеопороз в 4 та 1,6 раза відповідно (табл. 1),
що в аз вало на розвито о сидативно-нітро-
зативно о стрес .

У щ рів із додат ово інд ованим нітроза-
тивним стресом дослідж вані по азни и
залишилисямайжена том жрівні,щой щ рів
з аліментарним остеопорозом. Отримані ре-
з льтати можна пояснити тим, що висо і он-
центрації NO, я і творюються в рез льтаті
інд ції нітрозативно о стрес , здатні при-
ніч вати подальш е спресію іNOS. У роботі
[9] по азано, щоNO ендо енно о походження,
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розвиненим аліментарним остеопорозом
(табл. 2).

Незміненими залишилисямаса іст и, най-
більша довжина та верти альний діаметр
олов и сте нової іст и. Але відб лися досить
с ттєві зміни рівня по азни ів мінерально о
обмін після інд ції нітрозативно о стрес
(табл. 3). За альний рівень альцію та неор а-
нічно о фосфат , порівняно зі значеннями за
аліментарно о остеопороз , підвищився на 22
та 25 % відповідно. Зростання по азни ів
мінерально о обмін під дією ендо енно о
синтез NO на тлі остеопороз орелювало зі
зниженням за альної а тивності л жноїфосфа-
тази (на 40%). Одна це значення залишилося
вищим порівняно з онтролем (табл. 3).

Отримані рез льтати свідчать про позитив-
ний вплив NO на мінеральний обмін іст ової
т анини за мов аліментарно о остеопороз в
щ рів. Я же зазначалося, висо і онцентрації
NO мож ть призводити до NO-інд овано о

апоптоз попередни ів остео ластів або ін іб -
вати їх форм вання та а тивність [18]. Одним
із механізмів ін іб вання остео ластної а тив-
ності о сидомазот ємодифі ація атепсин К,
я ий е спрес ється остео ластами вели ій
іль ості та віді рає лючов роль іст овій
резорбції, бер чи безпосередню часть в
де радації ола ен іст ової т анини. О сид
азот та дея і йо о донори ін іб ють а тивність
атепсин К за рах но о иснення тіолових
залиш ів цьо о протеїн , що, свою чер ,
призводить до ін іб вання процесів резорбції
іст и [23]. Та ож, за нашими прип щеннями,
позитивний ефе т NO може б ти пов’язаний
зі стабілізацією ола ен іст ової т анини, ос-
іль и нітрозативний стрес, я ий вини ає після
введення ва цини БЦЖ, може посилювати
творення постсинтетичних зшиво за рах но
творення додат ових вн трішньо- таміжмоле-
лярних зшиво моле лі ола ен і, та им

чином, стабіліз вати стр т р остеона.

Таблиця 1 – Вміст омпонентів о сидативно-нітрозативно о стрес в плазмі рові та печінці
щ рів за е спериментально о остеопороз і при ін’є ції ва цини БЦЖ (M±m, n=5)

Приміт и. Т т і в таблиці 3:
1. * – рез льтати, що достовірно відрізняються від 1-ї р пи ( онтроль) (p(t)<0,05).
2. # – рез льтати, що достовірно відрізняються від 2-ї р пи (D- іповітаміноз) (p(t)<0,05).

Таблиця 2 –Остеометричні по азни и сте нової іст и щ рів за аліментарної форми
остеопороз і при ін’є ції ва цини БЦЖ (M±m, n=5)

Таблиця 3 –Мінеральний обмін та а тивність л жної фосфатази в плазмі рові щ рів
за аліментарної форми остеопороз і при ін’є ції ва цини БЦЖ (M±m, n=5)

Приміт а. * – рез льтати, що достовірно відрізняються від 1-ї р пи ( онтроль) (p(t)<0,05).

По азни  Контроль D- іповітаміноз D- іповітаміноз+БЦЖ
Протеїнові арбонільні р пи, 
м.од.

плазма 1,0±0,04 1,36±0,07* 1,28±0,04*

плазма 0,6±0,1 0,8±0,1* 0,9±0,1*За альнийвмістальде ідів, 
нмоль/м протеїн  печін а 0,8±0,2 1,1±0,2* 0,7±0,1
ТБК-реа ючіпрод ти, 
нмоль/м протеїн 

плазма 0,5±0,1 0,8±0,1* 0,7±0,2*

SH- р пинизь омоле лярних 
спол ,м моль/ т анини

печін а 9,0±2,0 6,9±1,3* 7,6±1,0*

С перо сиддисм таза,
Од/м протеїн 

ров 70±11 273±44* 199±45*

Каталаза,
м мольН2О2/хв·м протеїн 

ров 160±13 263±26* 337±14*#

Гр патварин


Маса 
тварини, 

Маса 
іст и, 

Найбільшадовжина 
сте нової іст и,мм

Верти альнийдіаметр 
олов исте нової 

іст и,мм
Контроль 231±29 0,68±0,06 30,4±0,3 3,6±0,3
D- іповітаміноз 99±14* 0,36±0,02* 20,6±0,6* 3,1±0,0*
D- іповітаміноз+БЦЖ 97±21* 0,36±0,04* 20,7±0,1* 3,5±0,4

Гр патварин
За альнал жна 
фосфатаза,Од/л

За альний альцій,
ммоль/л

Неор анічнийфосфат,
ммоль/л

Контроль 134±22 3,0±0,3 1,9±0,2
D- іповітаміноз 291±50* 2,3±0,2* 0,4±0,1*
D- іповітаміноз+БЦЖ 173±17*# 2,8±0,1# 0,5±0,1*
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