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С точки зрения рассматриваемых механизмов реализации патогенетических звеньев развития стероид-
индуцированного остеопороза особый интерес представляет повышенный риск окислительного стресса в 
остеобластах, а также развитие эндотелиальной дисфункции сосудов микроциркуляторного русла костной ткани, 
приводящее к нарушению трофики костной ткани и прогрессированию остеопороза.
Цель. Изучить остеопротекторные эффекты композиции производных 3-оксипиридина на модели стероид-
индуцированного остеопороза.
Материалы и методы. Для моделирования патологии остеопороза животным (самцы крыс линии Wistar) 
внутрибрюшинно в течение 5 недель вводили метилпреднизолон (МП) в дозе 5 мг/кг каждые 5 дней. В качестве 
неселективного блокатора NO-синтазы в работе использовали L-NAME в дозе 25 мг/кг, внутрибрюшинно. Производные 
3-оксипиридина (в дальнейшем по тексту как композиция № 1), вводились в дозе 50 мг/кг перорально. Во всех 
экспериментальных группах проводилась оценка уровня микроциркуляции и минеральной плотности костной ткани, 
анализ гистоморфологических и биохимических проб.
Результаты. Результаты показали, что композиция № 1 (50 мг/кг) оказывала остеопротекторное действие, эффективно 
предотвращала снижение уровня регионарной микроциркуляции в костной ткани и развитие эндотелиальной 
дисфункции, что позволило увеличить минеральную плотность костей и замедлить истончение костных трабекул. Кроме 
того, композиция № 1 (50 мг/кг) снижала выработку активных форм кислорода и увеличивала биодоступность NO.
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о том, что изучаемая композиция производных 3-оксипиридина, 
считается перспективным соединениям для профилактики и лечения стероид-индуцированного остеопороза.
Ключевые слова: производные 3-оксипиридина; остеопороз; активные формы кислорода; оксидативный стресс; 
оксид азота; эндотелий
Список сокращений: АФК – активные формы кислорода; МП – метилпреднизолон; L-NAME –  
L-нитро-L-аргининметиловый эфир; NO – оксид азота; ГК – глюкокортикоид; NF-κB – ядерный фактор-κB; RANK – 
активатор рецептора NF-κB; RANKL – активатор рецептора лиганда NF-κB; OPG – остеопротегерин; NOS – NO-синтаза; 
СОД – супероксиддисмутаза; МДА – малоновый диальдегид; КЭД – коэффициент эндотелиальной дисфункции; 
ПОЛ – перекисное окисление липидов; ГП – глутатионпероксидаза; CSF – колониестимулирующий фактор; eNOS – 
эндотелиальная NO-синтаза; NOX – никотинамидадениндинуклеотидфосфатоксидаза. 
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From the point of view of the mechanisms for the implementation of pathogenetic links in the development of steroid-induced 
osteoporosis considered in the paper, the increased risk of the oxidative stress in osteoblasts, as well as the development of 
the vessels endothelial dysfunction of the microcirculatory bloodstream in the bone tissue, are of particular interest. They 
lead to the impaired bone tissue trophism and progression of osteoporosis.
The aim of the study was research of the osteoprotective effects of a 3-hydroxypyridine derivatives composition on the 
model of steroid-induced osteoporosis.
Materials and methods. To model osteoporosis pathology, the animals (male Wistar rats) were injected with 
methylprednisolone (MP) at the dose of 5 mg/kg (intraperitoneally) every 5th day for 5 weeks. Аs a non-selective blocker of 
NO synthase, L-NAME was used at the dose of 25 mg/kg (intraperitoneally). Derivatives of 3-hydroxypyridine (hereinafter 
referred to as composition No. 1) were administrated at the dose of 50 mg/kg (per os) In all experimental groups, the level of 
microcirculation and the bone mineral density, as well as the analysis of histomorphological and biochemical samples, were 
assessed.
Results. The study results showed that composition No. 1 (50 mg/kg) has an osteoprotective activity, effectively prevents 
a decrease in the level of the regional bone tissue microcirculation and in the development of an endothelial dysfunction. 
That makes it possible to increase the bone mineral density and to slow down the thinning of bone trabeculae. In addition, 
composition No. 1 (50 mg/kg) reduces the production of reactive oxygen species and increases the NO bioavailability.
Conclusion. The data obtained indicate that the studied composition of 3-hydroxypyridine derivatives is considered a 
promising compound for the prevention and treatment of steroid-induced osteoporosis.
Keywords: 3-hydroxypyridine derivatives; osteoporosis; reactive oxygen species; oxidative stress; nitric oxide; endothelium 
Abbreviations: ROS ‒ reactive oxygen species; MP ‒ methylprednisolone; L-NAME ‒ L-Nitro-arginine methyl ester; NO ‒ nitric 
oxide; GC ‒ glucocorticoid; NFκB ‒ nuclear factor-κB; RANK ‒ receptor activator for nuclear factor kappa B; RANKL ‒ ligand of 
receptor activator for nuclear factor kappa B; OPG ‒ osteoprotegerin; NOS ‒ NO-synthase; SOD ‒ superoxide dismutase; MDA ‒  
malondialdehyde; EDC – endothelial dysfunction coefficient; LPO ‒ lipid peroxidation; GP ‒ glutathione peroxidase; CSF ‒ 
colony-stimulating factor; eNOS ‒ endothelial NO-synthase; NOX ‒ nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase.

ВВЕДЕНИЕ
Глюкокортикоиды (ГК) остаются одним 

из эффективных способов терапии многих 
воспалительных и аутоиммунных заболеваний, 
находя широкое применение в различных областях 
медицины (ревматологии, пульмонологии, 
гематологии, гастроэнтерологии, дерматологии, 
трансплантологии) [1]. Однако длительная 
терапия ГК имеют ряд побочных эффектов, среди 
которых одним из значимых является стероид-
индуцированный остеопороз, который является 

наиболее распространенной формой ятрогенного 
и вторичного остеопороза [2], вызывающего 
снижение минерализации костной ткани и, как 
следствие, переломы у 30–50% пациентов. По 
распространенности стероид-индуцированный 
остеопороз занимает второе место среди всех форм 
остеопороза, уступая только постменопаузальному 
и старческому [3]. Патофизиология остеопороза, 
вызванного ГК, обусловлена различными факторами 
[4–8], в том числе значительная роль отводится 
рецептору-активатору ядерного фактора-κB (RANK), 
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его лиганду (RANKL), и остеопротегерину (OPG). 
RANKL, как член надсемейства фактора некроза 
опухоли (TNF), регулирует дифференцировку, 
активацию и выживание остеокластов посредством 
связывания с родственным ему рецептором RANK, 
который может взаимодействовать с несколькими 
факторами, ассоциированными с рецептором 
TNF (TRAF), активируя сигнальные молекулы [9]. 
Активные формы кислорода (АФК) считаются 
основными факторами в RANKL-индуцированном 
влиянии на костную ткань, в том числе и при стероид-
индуцированном остеопорозе [10–12], что позволяет 
определить одну из важнейших терапевтических 
стратегий для коррекции данной патологии. 

Еще одной потенциальной мишенью для 
лечения остеопороза может являться оксид азота 
(NO). Эндогенный NO образуется из L-аргинина в 
результате реакции, катализируемой ферментом 
семейства кальмодулин-зависимых NO-синтаз (NOS). 
Из трех изоформ NOS наибольший вклад в развитие 
остеопороза вносит эндотелиальная NOS (eNOS). 
Убедительные подтверждения роли NO в функции 
остеобластов получены в исследованиях на животных 
с нокаутом eNOS, где сообщается о серьезных 
дефектах формирования кости и активности 
остеобластов в исследованиях in vivo и in vitro. [13]. 
Кроме того, превентивное введение донаторов 
NO (нитроглицирина и L-аргинина) предотвращает 
потерю костной массы, увеличивает прочность 
костей путем снижения развития остеопороза  
[14, 15].

Рекомендации по лечению остеопороза, 
вызванного ГК, включают рутинные добавки 
кальция и витамина D, терапию бисфосфонатами, 
селективными модуляторами рецептора эстрогена, 
применение моноклональных человеческих антител 
к RANKL и его внутриклеточному фактору, а также 
рекомбинантный паратиреоидный гормон [16–18]. 
Все фармакологические подходы до сих пор носят 
спорный характер и показывают противоречивые и 
изменчивые результаты, которые могут зависеть от 
возраста, пола, дозы и продолжительности лечения. 
Кроме того, длительное применение ряда препаратов 
может привести к серьезным осложнениям, 
включая повреждение почек, венозный тромбоз и 
повышенный риск развития опухолей.

В связи с этим поиск новых эффективных 
подходов для коррекции стероид-индуцированного 
остеопороза представляется весьма перспективным 
направлением в фармакологии.

Производные 3-гидроксипиридина относятся 
к простейшим гетероциклическим аналогам 
ароматических фенолов и имеют широкий спектр 
действия, который включает антиоксидантную, 
антигипоксическую, противовоспалительную, 
противоишемическую [19], кардио- и 

эндотелиопротекторную активность [20]. 
Огромный перечень видов фармакологического 
воздействия позволяет предположить, что 
новый комплекс производных 3-оксипиридина, 
состоящий из одной молекулы 2-этил-6-метил-3-
гидроксипиридиния 3-пиридинокарбоноата и трех 
молекул 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния 
N-ацетил-6-аминогексаноата (в дальнейшем по 
тексту – композиция № 1), полученный путем 
топохимического синтеза (АО «Всесоюзный научный 
центр по безопасности биологически активных 
веществ», г. Старая Купавна, Россия) может стать 
перспективным соединением для профилактики и 
лечения стероид-индуцированного остеопороза.

ЦЕЛЬ. Изучить остеопротекторные эффекты 
композиции производных 3-оксипиридина на 
модели стероид-индуцированного остеопороза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Методика получения и анализ
Химические реактивы необходимые для 

получения соединения были приобретены у 
коммерческих поставщиков, которые имеют 
сертификат на химическую продукцию (Sigma-Aldrich, 
СШA). Путь синтеза композиции № 1 заключался в 
следующих этапах: в гомогенизатор загружали 26,0 г  
(0,1 г/моль) 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния 
3-пиридинокарбоноата, при перемешивании 
постепенно добавляли 93,2 г (0,3 г/моль) 2-этил-
6-метил-3-гидроксипиридиния N-ацетил-6-
аминогексаноата. Массу гомогенизировали 
в течение 10–15 мин при 300–400 об/мин. 
Далее проверяли размер частиц полученного 
порошка, который должен составлять не более 
10 мкм, при необходимости дополнительно 
гомогенизировали. На выходе получали 119,0 г  
белого мелкокристаллического порошка с  
Тпл.=139–143°С. Полученное соединение растворимо 
в воде с легкой опалесценцией. Найдено, %:  
С 62,48; Н 7,98; N 9,39 С62 Н94 N8О15; м.м. 1191,46. 
Вычислено, %: С 62,50; Н 7,95; N 9,41; O 20,14. 
Химическая формула соединения (композиция № 1) 
представлена на рисунке 1.

Дизайн исследования
Все экспериментальные исследования проведены  

в соответствии с Правилами лабораторной практики, 
утвержденными приказом Минздрава России 
от 23.08.2010 № 708н, при строгом соблюдении 
Европейской конвенции по защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментов или 
других научных целей (Директива 2010/63/ЕС).  
Экспериментальные исследования одобрены 
Биоэтической комиссией ФГБОУ ВО «Белгородский 
государственный национальный исследовательский 
университет» Минздрава России (протокол  
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№ 11/9 от 12.02.2022). Вивисекцию проводили в 
соответствии с этическими принципами обращения 
с лабораторными животными, изложенными в 
Европейской конвенции по защите позвоночных 
животных, используемых для экспериментальных и 
других научных целей (CETS No. 123).

Эксперименты выполнены на 60 здоровых 
неморбидных крысах-самцах линии Wistar 
массой 220–300 г. Животные были получены из 
питомника «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
(Московская область), содержались в стандартных 
условиях, соответствующих санитарным правилам 
по устройству, оборудованию и содержанию 
экспериментально-биологических клиник (вивариев) 
№ 1045-73. 

На первом этапе лабораторные животные 
случайным образом были разделены на 6 
экспериментальных групп: I группа – интактные 
животные, внутрибрюшинно (в/б) вводили 
физраствор; II группа – в/б метилпреднизолон (МП) 
в дозе 5 мг/кг в течение 5 недель каждые 5 дней;  
III группа – L-NAME в/б в дозе 25 мг/кг в течение  
35 сут; IV группа – метилпреднизолон (МП) в дозе  
5 мг/кг + L-NAME 25 мг/кг в/б в течение 35 сут; V 
группа – МП + «композиция № 1» внутрижелудочно 
в дозе 50 мг/кг 1 р/сут в течение 35 дней; VI группа – 
МП + L-NAME + «композиция № 1» внутрижелудочно 
в дозе 50 мг/кг 1 р/сут в течение 35 дней.

На 36 день животные выводились из 
эксперимента с дальнейшей оценкой показателей 
денситометрии, функциональных, биохимических и 
гистоморфометрических проб. Дизайн эксперимента 
представлен на рисунке 2.

Исследование плотности костной ткани
Денситометрию у животных проводили после 

предварительного введения животных в состояние 
наркоза раствором тилетамина, золазепама  
(60 мг/кг) и хлоралгидрата (300 мг/кг). 
Показатель выражали в г/см3, он определялся 
для проксимального метафиза, диафиза и 
дистального метафиза бедренной кости. Оценка 
плотности костной ткани (Bone Density, BD) была 
проведена с помощью мультифункциональной 
лабораторной рентгеновской установки IN-VIVO 
MS FX PRO производства компании Bruker (США) с 
системой молекулярной визуализации при помощи 
лицензированного программного обеспечения Bone 
Density Software.

Проведение сосудистых проб
Воздействие на микроциркуляторное русло 

костной ткани является одним из перспективных 
подходов в коррекции остеопороза, в связи 
с чем во всех экспериментальных группах 
проводили оценку микроциркуляции в губчатой 

костной ткани проксимального метафиза правой 
бедренной кости. Для получения данных о костной 
микроциркуляции использовали оборудование 
BIOPAC Systems (США): полиграф MP100-150 с 
модулем лазерной допплеровской флоуметрии 
LDF100C и датчиком TSD144. Результаты лазерной 
допплеровской флоуметрии (ЛДФ) записывали 
с помощью программы Acq Knowledge (версии 
3.8–4.2). Показатели микроциркуляции выражали 
в перфузионных единицах (п.е.). После измерения 
внутрикостного уровня микроциркуляции, 
проводилась проба на эндотелий-зависимую 
вазодилатацию (ацетилхолин внутривенно (в/в)  
40 мкг/кг) и эндотелий-независимую вазодилатацию 
(натрия нитропруссид в/в 30 мкг/кг), с дальнейшим 
определением коэффициента эндотелиальной 
дисфункции (КЭД) [21].

Биохимический анализ крови
Для оценки биохимических показателей 

после проведения сосудистых проб у животных 
экспериментальных групп проводился забор крови с 
помощью шприца из хвостовой вены с последующим 
определением содержания общего кальция 
(ммоль/л) в плазме крови методом колориметрии с 
о-крезолфталеином и щелочной фосфатазы (Ед/л) в 
сыворотке крови (колориметрический, кинетический 
метод), на спектрофотометре СФ-46 (ОАО «ЛОМО», 
Россия). Уровни супероксиддисмутазы (СОД), 
глутатионпероксидазы (GSH-Px) и малонового 
диальдегида (МДА) (Nanjing Jiancheng Biological 
Engineering Research Institute, Китай) в сыворотке 
крови определяли в соответствии с инструкциями 
производителя [22].

Морфофункциональная оценка 
состояния костной ткани
Объектом исследования для гистологического 

анализа были выбраны большеберцовые кости, 
которые изначально фиксировали в 10% формалине. 
Из фиксированных костей иссекали проксимальный 
отрезок на протяжении 1 см от суставной поверхности 
мыщелков. Материал декальцинировали 
в жидкости «Surgipath Decalcifier II»  
(Leica, Германия) по рекомендуемому протоколу1. 
Декальцинированные фрагменты автоматическим 
способом заливали в парафин с последующей 
окраской срезов толщиной 7 мкм гематоксилином 
и эозином по Маллори. Микропрепараты изучали 
сканирующим способом под микроскопом 
«Микмед» с видеокамерой «DV1000». С помощью 
программы «McrAView 7.3.1.7» (АО «ЛОМО», Россия) 
производили измерение толщины костных трабекул 
и кортикальной кости диафиза.
1 Decalcification. Cardiovascular Pathology (5th Edition), 2022. – 
[Электронный ресурс]. – Режим доступа: https/www.sciencedirect.
com/topics/medicine-and-dentistry/decalcification
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Рисунок 1 – Структурная формула соединения (композиция № 1)

O

O
-

NH
+

O
H

CH3

CH3

N
H

CH3

O

O

O
-

NH
+

O
H

CH3

CH3

N
H

CH3

O

N

O O
-

N
H

+

O
H

CH3

CH3

O

O
-

N
H

CH3

O
N
H

+

O
H

CH3

CH3

Рисунок 2 – Дизайн эксперимента
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Рисунок 3 – Спектр ЯМР 1Н композиции № 1

А                                                                                                                Б
Рисунок 4 – Влияние композиции № 1 на BD (А) и уровень микроциркуляции (Б)  

при стероид-индуцированном остеопорозе
Примечание (здесь и на Рис. 3–5): I – интактные; II – МП; III – L-NAME; IV – МП+L-NAME; V – МП+композиция № 1;  

VI – МП+L-NAME+композиция № 1.

DOI: 10.19163/2307-9266-2023-11-1-48-61



ОБЗОРЫ

54

ISSN 2307-9266   e-ISSN 2413-2241

Том 11, Выпуск 1, 2023

А                                                                                                  Б
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Рисунок 5 – Влияние композиции № 1 на коэффициент эндотелиальной дисфункции (А),  

уровень щелочной фосфатазы (Б) и содержание кальция в сыворотке крови (В) 
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Рисунок 6 – Влияние композиции № 1 на содержание СОД (А), уровень глупатионпероксидазы (Б)  

и малонового диальдегида (В)
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А                                                                                                   Б
Рисунок 7 – Влияние композиции № 1 на толщину костных трабекул (А) и микроструктуру 

большеберцовой кости (Б) 
Примечание: микроструктура большой берцовой кости в группе VI: МП+композиция № 1+L-NAME; 1 – кортикальная кость  

и прилежащий участок губчатого вещества без специфических изменений; 2 – балка* губчатого вещества с новообразованным пластом 
пластинчатой костной ткани; 3 – интактная внутренняя структура костной балки. Окраска гематоксилином и эозином,  

увеличение ×100 (А), ×400 (Б).

м
км

Рисунок 8 – Возможные механизмы повреждения костной ткани  
при стероид-индуцированном остеопорозе
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Статистический анализ
Данные были проверены на нормальность 

распределения с использованием критерия Шапиро-
Уилка. Данные с нормальным распределением 
сравнивались с использованием обычного 
одностороннего дисперсионного анализа (ANOVA) 
с post-hoc тестом Тьюки. Данные с ненормальным 
распределением сравнивались с помощью теста 
Крускала-Уоллеса и непараметрического post-hoc 
теста Данна. Различия были определены на уровне 
значимости 0,05. Статистический анализ проводился 
с использованием программного обеспечения 
GraphPad Prism 9.2.0 (GraphPad Software, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Структура супрамолекулярного комплекса 

(композиция № 1) подтверждалась на основе 
спектроскопических данных: ИК-спектр (v, см-1):  
3412 (OH) 3290 (NH), 2941 (СН), 2673 (N+), 1781 (С=N‒), 
1634 (C=C), 1561 (СОО‒). Масс-спектр комплекса 
в режиме сканирования положительных ионов 
[M+H] составлял m/z 1195,46 (что соответствует 
м.м. 1191,46). Спектры ЯМР 1Н представлены на  
рисунке 3.

В ЯМР 1Н спектре образца композиции № 1 
отмечены ключевые сигналы, ассоциированные с 
никотинат анионом: 8.94 (уш с, 0.25H), 8.63 (уш с, 
0.25H), 8.34 (дт, J=8.0, 1.8 Гц, 0.25H) 7.60 (дд, J=7.9,  
5.1 Гц, 0.25H) и 6-ацетигексаноат анионом 3.16 (т, 
J=6.9 Гц, 2H), 2.58 (с, 3H), 2.22 (т, J=7.4 Гц, 2H), 1.98 (с, 
9H), 1.63–1.46 (м, 4H), 1.38–1.29 (м, 4H). Соотношение 
анионных остатков составляет 1:3 (никотинат/
гексаноат). Отмечены ключевые сигналы 2-этил-
6-метил-3-гидроксипиридина: 7.69 (д, J=8.7 Гц,  
1H), 7.40 (д, J=8.7 Гц, 1H), 2.92 (кв, J=7.6 Гц, 2H,  
(2-этил (СН2)), 1.26 (т, J=7.6 Гц, 4H, 2-этил (СН3)).

Композиция производных 3-окипиридина 
предотвращает развитие стероид-
индуцированного остеопороза
Значимых различий в исходных показателях 

плотности костной ткани в начале эксперимента не 
было отмечено ни в одной из 6 экспериментальных 
групп животных. Средние значения плотности 
бедренной кости во всех экспериментальных группах 
составили 4,91±1,03 мг/см2, что подтверждает 
отсутствие клинических признаков остеопороза у всех 
экспериментальных животных в начале эксперимента 
(Рис. 2А). Однако через 5 недель эксперимента было 
отмечено значительное и достоверное снижение 
плотности костной ткани на 37% (p <0,05) во  
II группе; на 29% (p <0,05) в III группе и на 52% (p <0,05) 
в IV группе соответственно. Комбинированное 
применение МП+L-NAME (группа IV) способствовало 
максимальному снижению показателей плотности 
костной ткани (Рис. 4А). Введение композиции № 1 
приводило к предотвращению снижения плотности 
костной ткани, приближая значения к группе 
интактных животных (Рис. 4А).

При анализе показателей микроциркуляции 
проксимального метафиза бедренной кости у 
животных в интактной группе данный показатель 
составил 101,1±4,15 п.е. (Рис. 4Б), тогда как в группе II 
он достоверно снижался до значений 72,09±3,26 п.е. 
(p <0,05); группе III – до 67,8±4,12 п.е. (p <0,05); в группе 
IV отмечалось максимальное снижение показателя 
микроциркуляции до значений 55,3±4,12 п.е.  
(p <0,05). Исследуемое соединение композиция 
№ 1 эффективно предотвращало снижение уровня 
регионарного кровотока костной ткани бедра на 
фоне введения МП и L-NAME. Показатель уровня 
микроциркуляции в группе МП+композиции 
№ 1 (группа V) составил 100,8±3,23 п.е., МП+ 
L-NAME+композиция № 1 (группа VI) составил 
98,1±4,79 п.е. соответственно (p <0,05) (Рис. 4Б).

При проведении пробы с эндотелий-зависимой 
(в/в введение ацетилхолина) и эндотелий-
независимой (в/в введение натрия нитропруссида) 
вазодилатацией с расчетом коэффициента 
эндотелиальной дисфункции (КЭД) было установлено 
его значение: 1,22±0,01 (p <0,05) в группе интактных 
животных; 3,6±0,07 (p <0,05) в группе с МП; 4,66±0,09 
(p <0,05) в группе с L-NAME; 6,31±0,04 (p <0,05) в 
группе МП+ L-NAME (Рис. 5А).

Введение композиции № 1 способствовало 
коррекции повреждения эндотелия. Так в группе 
МП+композиции № 1, КЭД снизился до значений 
1,4±0,02, в группе МП+L-NAME+композиции № 1 до 
значений 2,1±0,03 соответственно, что подтверждает 
повышение биодоступности NO при введении 
композиции № 1.

Для биохимического анализа процессов костного 
метаболизма определяли концентрацию Са2+ и 
костной щелочной фосфатазы (маркер остеосинтеза). 
В группах с МП и МП+L-NAME отмечалось 
статистически значимое снижение уровня кальция в 
сыворотке крови на 33 и 41% (p <0,05) соответственно. 
В остальных экспериментальных группах 
статистически значимого отличия не наблюдалось. 
Введение композиции № 1 способствовало 
предотвращению потери Са2+, вызванной введением 
МП и L-NAME (Рис. 5Б).

После двух недель эксперимента в группах с МП 
и МП+L-NAME продемонстрировано значительное 
снижение (p <0,05) уровня щелочной фосфатазы 
в сыворотке. После 5 недель лечения животных 
композицией № 1 уровни щелочной фосфатазы в 
сыворотке крови оставались значительно ниже, чем 
в группах с МП и МП+L-NAME, что подтверждает 
эффективность композиции № 1 в лечении 
нарушений метаболизма костной ткани (Рис. 5В).

При изучении влияния композиции № 1 на 
маркеры окислительного стресса в сыворотке 
крови было обнаружено, что изначально 
содержание СОД и глутатионпероксидазы в 
группах с МП и МП+L-NAME были достоверно 
ниже в сравнении с группой интактных животных 
(р <0,05) на 32 и 41,3% соответственно (Рис. 6А). 
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Введение животным композиции № 1 позволило 
статистически значимо увеличить концентрацию 
СОД и глупатионпероксидазы относительно группы 
животных с МП и МП+L-NAME (Рис. 6А и 6Б). Отмечено 
изменение уровня малонового диальдегида (МДА) 
у группы животных МП и МП+L-NAME, в виде 
достоверного повышения секреции до уровня 
4,9±0,1 и 5,2±0,2 моль/л (p <0,05) соответственно 
(Рис. 6В). Применение в качестве фармакологической 
поддержки композиции № 1 позволило 
статистически значимо сократить концентрацию 
продукта перекисного окисления липидов – МДА 
относительно группы животных с моделированием 
патологии (группа II и IV) (Рис. 6В).

Для подтверждения морфофункциональных 
и биохимических проб были проведены 
гистоморфологические исследования проксимальных 
отделов бедренных костей животных. При изучении 
материала от интактных животных каких-либо 
особенностей, отличающих строение изученных 
участков большеберцовых костей от типичной 
структуры, обнаружено не было (Рис. 7А).

Толщина костных трабекул составила в среднем 
47,9±1,8 мкм. При ведении МП и МП+L-NAME 
было достигнуто воспроизведение свойственных 
остеопорозу костных изменений. Толщина костных 
трабекул снижалась и составила 31,5±2,2 и  
23,1±1,3 мкм соответственно (Рис. 7А), что 
характеризует истончение балки губчатого вещества.

О корректирующем эффекте изучаемой 
композиции № 1 свидетельствуют как качественные, 
так и морфометрические показатели трабекул 
губчатого вещества. Общая архитектоника 
кортикальной кости и губчатого вещества в группе 
МП+композиция № 1 приближалась к интактным 
животным. В группе имелись как клеточные 
проявления остеопластической активности, так 
и результат несовершенного остеогенеза в виде 
пластинчатых костных структур на поверхности  
балок (Рис. 7Б).

Разнообразие биологических эффектов 
стероидных гормонов и сложность путей их 
метаболизма вызывают трудности в окончательном 
понимании патогенетических аспектов развития 
и прогрессирования стероид-индуцированного 
остеопороза. Из многих факторов, способствующих 
развитию стероид-индуцированного остеопороза, 
центральную роль может играть окислительный 
стресс, что подтверждено в ряде экспериментальных 
исследований [23].

Для фармакологической коррекции 
окислительного стресса при стероид-
индуцированном остеопорозе изучается 
влияние антиоксидантов различной химической 
природы, а именно природного происхождения. 
Однако их остеопротекторная активность 
является не достаточной и требует дальнейших 
экспериментальных подтверждений [24, 25].

Для создания новых лекарственных 
средств остается актуальным выбор в качестве 
предшественника соединений хорошо изученных 
химических структур, в частности производных 
пиридина [19]. Обоснованность данного направления 
заключается в том, что пиридины проявляют 
широкий спектр фармакологической активности, 
обладая при этом низкой токсичностью. Изучаемый 
в работе супрамолекулярный комплекс (композиция 
№ 1) представлен в виде одной молекулы 2-этил-6-
метил-3-гидроксипиридиния 3-пиридинокарбоноата 
и трёх молекул 2-этил-6-метил-3-гидроксипиридиния 
N-ацетил-6-аминогексаноата. У 2-этил-6-метил-
3-гидроксипиридиния 3-пиридинокарбоноата 
доказана антигипоксическая, антиоксидантная, 
эндотелиопротекторная активность. Второй 
компонент – соединение 2-этил-6-метил-3-
гидроксипиридиния N-ацетил-6-аминогексаноат 
известен как средство способное ускорять очищение 
раневой поверхности от некротических масс, 
уменьшать экссудативные процессы, активировать 
рост грануляционной ткани, васкуляризацию 
и эпителизацию ран, а также стимулировать 
образование костного мозга, ускоряя процессы 
заживления переломов костей [26].

Принимая во внимание взаимосвязь 
оксидативного стресса и развития эндотелиальной 
дисфункции в нарушении процессов костного 
ремоделирования, в рамках данного исследования 
мы попытались дать оценку влияния обеих факторов 
на повреждение костной ткани. Как известно, 
строение микроциркуляторного русла костной 
ткани существенно отличается от морфологии 
сосудистого русла остальных тканей организма. 
Костные микрососуды имеют только эндотелий и не 
имеют мышечного и соединительнотканого слоев. 
Таким образом, именно эндотелий опосредует 
всю гуморальную регуляцию обмена между 
остеобластами, остеокластами и кровью. Для 
подтверждения вклада NO в развитие остеопороза 
животным вводили селективный ингибитор 
eNOS, соединение L-NAME. Внутрибрюшинное 
введение L-NAME в дозе 25 мг/кг ежедневно в 
течение 35 сут приводило к снижению плотности 
костной ткани, что сопровождалось статистически 
значимым снижением уровня микроциркуляции 
в кости и повышением КЭД, что свидетельствует 
о причастности эндотелиальной дисфункции 
в развитии остеопороза. Комбинированное 
введение глюкокортикостероида МП в дозе 5 мг/кг  
внутрибрюшинно через каждые 5 сут в течение  
5 недель и L-NAME внутрибрюшинно в дозе 25 мг/кг 
в течение 35 сут увеличивало повреждение костной 
ткани, при этом значительно снижая показатели 
микроциркуляции и повышая КЭД. 

В силу высокой реакционной способности 
свободных радикалов их действие в организме 
контролируется эндогенными и экзогенными 
антиоксидантами, а также ферментами 
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антиоксидантной системы. Эндогенная 
антиоксидантная система не всегда справляется с 
этим процессом, приводя к развитию различных 
патологических состояний. В ходе проведения 
исследования было установлено, что композиция 
№ 1 в условиях введения МП и L-NAME 
способствовала сохранению активности ферментов 
эндогенной антиоксидантной защиты, снижению 
интенсивности ПОЛ, что выражалось в повышении 
активности СОД, глутатионпероксидазы и снижении 
образования МДА относительно группы животных 
с моделированием стероид-индуцированного 
остеопороза. Однако в группе, которой вводили 
МП, было отмечено более выраженное снижение 
количества антиоксидантных ферментов СОД и ГП, а 
также повышение уровня МДА. Введение L-NAME на 
уровень антиоксидантных ферментов статистически 
значимого влияния не оказывало.

Известно, что колониестимулирующий 
фактор (CSF) и рецептор-активатор лиганд NF-κB 
(RANKL) оказывают влияние на дифференцировку 
остеокластов и приводят к аномальной резорбции 
костной ткани. Важность RANKL индуцировать 
продукцию АФК в модулировании дифференцировки 
остеокластов хорошо известна [27]. Стимуляция RANKL 
вызывает значительное увеличение внутриклеточных 
АФК за счет активации, ассоциированного с 
рецептором фактора некроза опухоли (TNF-α) и 
никотинамидадениндинуклеотидфосфатоксидазы 
(NOX) [28]. Подтверждением тому служит и ряд работ 
подтверждающих остеопротекторную активность 
антиоксидантов при остеопорозе, в частности при 
применении N-ацетил-L-цистеина и аскорбиновой 
кислоты [29].

Следовательно, нацеливание на внутриклеточные 
АФК может представлять собой потенциальный 
терапевтический подход к предотвращению 
резорбции костей и лечению нарушений костного 
метаболизма. Еще одним важным звеном в патогенезе 
остеопороза является снижение кровоснабжения 
костей, сопровождающееся нарушением функции 

эндотелия и приводящее к торможению активности 
остеобластов, а также к усиленной деятельности 
остеокластов [30]. На сегодняшний день известно, 
что NO оказывает прямое стимулирующее 
действие на остеобласты, что положительно 
влияет на костную ткань. При этом многие работы 
показывают зависимость между окислительным 
стрессом и наличием эндотелиальной дисфункции  
[31, 32]. 

Окислительный стресс влечет за собой 
снижение образования эндотелиального NO, что, 
в свою очередь, нарушает микроциркуляцию в 
поврежденной костной ткани, в том числе при 
стероид-индуцированном остеопорозе. Таким 
образом, сгенерированный введением МП 
окислительный стресс в сочетании с блокадой eNOS 
путем введения L-NAME подтверждают гипотезу о 
пагубном влиянии на костную ткань ГК посредством 
повышения АФК и снижения выработки NO (Рис. 8).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, подводя итог исследования об 

остеопротекторном эффекте нового соединения на 
основе производных 3-оксипиридина, композиции 
№  1 (50 мг/кг), можно сделать заключение, что 
изучаемое соединение предотвращает снижение 
уровня микроциркуляции в костной ткани бедра, 
проявляет выраженное эндотелиопротективное 
действие, повышая биодоступность NO, а 
также улучшает показатели биохимических 
и морфометрических проб на фоне стероид-
индуцированного остеопороза. Наблюдаемые 
улучшения можно ассоциировать с влиянием 
соединения на снижение выработки АФК и 
ингибирование RANKL-индуцированной активации 
NF-κB. Однако для выяснения точного механизма 
действия соединения требуются дальнейшие 
углубленные исследования. Полученные же 
данные характеризуют перспективность изучения 
композиции № 1 для коррекции и профилактики 
стероид-индуцированного остеопороза.
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