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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ
Актуальність теми. Остеопороз (ОП) – найпоширеніше системне захворювання скелета, що характеризується низькою кістковою масою і мікроструктурними пошкодженнями кісткової тканини, які призводять до підвищення крихкості кістки й, відповідно, до збільшення ризику переломів. ОП відноситься до дегенеративно-метаболічних захворювань скелета, частота якого збільшується з віком (Grob G.N., 2011). Згідно літературних даних ОП було виявлено у жінок віком від 20 до 89 років у наступному процентному співвідношенні за віковими групами: в 13 % жінок — у віці 50–59 років, у 25 % — в групі 60–69 років, у 50 % — в групі 70–79 років та в 53 % — у групі 80–89 років. Загальна кількість жінок України, які страждають на ОП, дорівнює 305 тис., або 11,8 % від усього жіночого населення (Горбась І.М., 2006). В основному, це жінки віком після 50 років, у яких, окрім остеопорозу можуть бути і захворювання серцево-судинної системи. Останніми роками дослідниками увагу звернено до вивчення ролі порушень кальцієвого гомеостазу в розвитку не лише ОП, але і інших захворювань, характерних для літнього і старечого віку, таких як атеросклероз, ішемічна хвороба серця ІХС, гіпертонічна хвороба, порушення мозкового кровообігу, дегенеративні захворювання хребта (остеохондроз і спондильоз) і суглобів – остеоартроз (Поворознюк В.В., 2005; Hamerman D., 2005; Lane N.E., 2011).  ОП і атеросклероз, наслідками яких є відповідно переломи кісток скелета і серцево-судинні катастрофи, - найбільш часті причини зниження якості життя і летальності жінок старше 50 років (Поворознюк В.В., 2009; Bagger Y.Z., 2007). У цій віковій групі ризик остеопоротичних переломів хребта і/або стегнової кістки впродовж життя, що залишилося, складає близько 20%, а судинних ускладнень, пов'язаних з атеросклеротичним ураженням посудин, - майже 50%. Крім того, ОП, кальцифікація аорти і клапанів серця та атеросклеротичне ураження судин - взаємозв'язані патологічні процеси. ОП - нерідке ускладнення у пацієнтів із застійною серцевою недостатністю (Solomon D.H., 2005; Скрипникова И.А., 2009; Кисляк О.А., 2008). Тому з метою профілактики ОП важливо використовувати препарати для лікування серцево-судинних захворювань у жінок в постменопаузі, що справляють остеопротективний, або, принаймні, остеонейтральний ефект. Важливо також гарантувати, що кардіологічні препарати не порушать захисний і терапевтичний ефект препарату СаDЗ, який все частіше застосовується в постменопаузі у жінок з ризиком розвитку остеопорозу. 
Однак, відомості щодо остеотропних властивостей лікарських препаратів, що впливають на серцево-судинні захворювання  в умовах різних форм остеопорозу надто обмежені і нечисленні і сумарно включають невелике число пацієнтів, водночас існуючі в літературі дані вказують на неоднозначний характер впливу цих препаратів на мінеральний обмін. Тому вивчення аспектів сумісного використання препаратів кальцію (як базової терапії ОП) разом з антигіпертензивною або гіполіпідемічною терапією на моделі остеопорозу у щурів, відповідає важливим в науково-практичному відношенні медико-соціальним запитам. Розв’язання даної задачі дозволить безпосередньо підійти до проблеми раціонального медикаментозного захисту організму у хворих з серцево-судинними захворюваннями та остеопорозом.
Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана як фрагмент планових науково-дослідних робіт кафедри фармакології та клінічної фармакології Дніпропетровської державної медичної академії «Експериментально-теоретичне обґрунтування особливостей болетамуючої та нейропротекторної медикаментозної терапії в умовах патології, що моделюється» (№ держреєстрації 0104U006269).
Мета роботи та завдання дослідження. Експериментально-теоретичне обґрунтування доцільності застосування аторвастатину, атенололу, гідрохлортіазіду з комплексом СаDЗ на підставі дослідження їх впливу на структурно-функціональний стан кісткової тканини на моделях первинного остеопорозу, з метою підвищення безпеки застосування цих препаратів.

Згідно з метою дослідження були сформовані наступні задачі:

1. Вивчити вплив аторвастатину, атенололу та гідрохлортіазіду в комплексі з СаDЗ  на структурно-функціональний стан кісткової тканини молодих, старих (сенільний остеопороз) та тварин після оваріектомії (постменопаузальний остеопороз).

2. Визначити зміни біохімічних маркерів стану кісткової тканини у щурів з різними формами остеопорозу під впливом СаDЗ, аторвастатину, атенололу і гідрохлортіазиду.
3. Порівняти моделі первинного остеопорозу та визначити дію препаратів, що впливають на серцево-судинну систему сумісно з СаDЗ  на показники рухово-дослідницької активності, емоційного реагування та фізичної активності щурів.
4. Дослідити шляхи підвищення безпеки використання аторвастатину, атенололу, гідрохлортіазіду в умовах первинного остеопорозу.
Об’єкт дослідження – первинний остеопороз (порушення мінералізації кісток в експерименті).
Предмет дослідження – остеотропні ефекти аторвастатину, атенололу і гідрохлортіазиду у щурів з різними формами остеопорозу.
Методи дослідження – моделювання різних форм первинного остеопорозу з використанням денситометрії, біохімічних, поведінкових та статистичних методів.
Наукова новизна отриманих даних полягає в тому, що уперше в експериментальних умовах досліджені остеотропні ефекти і безпека застосування аторвастатину, атенололу та гідрохлортіазиду при різних формах остеопорозу щурів.

Вперше установлено, що аторвастатин підвищує ефективність остеопротективної фармакотерапії комплексом СаDЗ  у щурів з постменопаузальним остеопорозом і не змінює дію СаDЗ у щурів з сенільним остеопорозом.

Вперше показано, що застосування атенололу знижує ефективність дії комплексу СаDЗ, зменшуючи щільність кісткової тканини як OVX щурів, так  і щурів з сенільним остеопорозом. 

Вперше досліджено, що гідрохлортіазид не змінює дію СаDЗ у щурів з сенільним остеопорозом, проте підвищує ефективність СаDЗ у щурів з постменопаузальним остеопорозом. 

Отримані нами експериментальні результати можуть служити теоретичним обгрунтуванням для подальшої розробки диференційованого підходу до медикаментозної терапії серцево-судинних захворювань у людей похилого віку та жінок після менопаузи.

Практичне значення і впровадження роботи в практику. Встановлені особливості остеотропної дії препаратів, що впливають на серцево-судинну систему в умовах первинного остеопорозу є передумовою для подальшої розробки раціональних підходів до безпеки застосування лікарських засобів, що впливають на серцево-судинну систему при остеопорозі. 
Так, аторвастатин може використовуватися у жінок з серцево-судинними захворюваннями після менопаузи, яких підвищується ризик виникнення остеопорозу і може призначатися людям похилого віку зі зниженою кістковою масою, що страждають на атеросклероз.

Атенолол не бажано призначати людям похилого віку, проте він може бути безпечним та остеонейтральним препаратом при використанні у жінок після менопаузи.

Гідрохлортіазид може бути безпечним та остеонейтральним препаратом у хворих похилого віку, та може справляти остеопротективну дію на жінок після менопаузи. 

Результати проведених досліджень впроваджено в науково-педагогічну діяльність кафедр фармакології Дніпропетровської державної медичної академії, Національного медичного університету ім. О.О. Богомольця, Луганського державного медичного університету, Одеського державного медичного університету, Вінницького національного медичного університету ім. М.І. Пирогова, Харківського національного медичного університету.
Особистий внесок здобувача. Дисертація є особистою науковою працею автора. Внесок дисертанта у її виконання полягає у визначенні мети і задач роботи, проведенні патентно-інформаційного пошуку, експериментальних досліджень, наукового аналізу та інтерпретації отриманих результатів, формулюванні основних положень та висновків дисертації. Автором особисто проведена статистична обробка даних, підготовка наукових праць до публікації за основними положеннями дисертації, написання і оформлення дисертації та автореферату.

Апробація роботи. Основні положення дисертації представлені в матеріалах VIІ Національного з‘їзду фармацевтів України "Фармація України. Погляд у майбутнє" (Харків, 2010), VI Всеукраїнської науково-практичної конференції з міжнародною участю по клінічній фармакології на тему "Клінічна і експериментальна фармакологія метаболічних коректорів, органопротекція, доказова медицина", присвяченої 90-річчю із дня народження професора А.А. Столярчука (Вінниця, 2010), Всеукраїнської науково-практичної конференції "Безпечність ліків і фактори ризику небажаних ефектів фармакотерапії" (Тернопіль, 2010), науково-практичної конференції «Актуальні питання теоретичної медицини» (Суми, 2011), IV Національного конгресу «Людина та ліки Україна» (Київ, 2011), IX науково-практичної конференції з міжнародною участю студентів та молодих вчених «Науковий потенціал молоді – прогрес медицини майбутнього» (Ужгород, 2011), IV з'їзду фармакологів України (Київ, 2011).
 Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 12 наукових робіт, які повною мірою відображають її зміст, в тому числі 4 статті, з них 3 – у наукових фахових журналах, рекомендованих ВАК України, та 8 тез у матеріалах з’їздів, конгресів, науково-практичних конференцій та симпозіумів.
Обсяг та структура дисертації.  Дисертаційна робота викладена на 186 сторінках машинописного тексту, складається зі вступу, огляду літератури, опису матеріалів та методів, трьох розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення результатів дослідження, висновків та списку використаних джерел, що включає 182 роботи (з них 128 іноземних). Роботу проілюстровано 41 таблицями, 22 рисунками.
ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ
Матеріали та методи дослідження. Експериментальні дослідження виконані на 480 білих нелінійних щурах-самицях: 160 молодих щурів віком 6 місяців масою 140-160 г; 160 зрілих щурів віком 1 рік масою 160-180 г; 160 старих щурів віком 1,5 роки масою 250-300 г. Тварини утримувалися на стандартному раціоні віварію ДДМА. Всі експериментальні дослідження здійснювали відповідно до «Положення про використання тварин в біомедичних дослідженнях» (2003). Протоколи досліджень та їх результати затверджені рішенням комісії з біоетики ДДМА (протокол №7 від 24.10.2011 р.).
Об’єктами фармакологічних досліджень були:

Лікарські засоби, що впливають на серцево-судинну систему: 

1) гіполіпідемічний засіб аторвастатин (сторвас) 10 мг/кг (таблетки по 10 мг, "Ранбаксі", Індія);

2) блокатор β-адренорецепторів атенолол (атенолол-Здоров'я) 20 мг/кг (таблетки по 50 мг, «Здоров'я», Україна);

3) діуретичний засіб гідрохлортіазид (гідрохлортіазид) 2 мг/кг (таблетки по 25 мг, «БХФЗ», Україна). 
Кальцію карбонат з вітаміном D3 (ревайтл-СаDЗ) 70 мг/кг (таблетки: еквівалентно кальцію – 400 мг, еквівалентно вітаміну DЗ – 200 МО виробництва «Ранбаксі», Індія).
Лікарські засоби вводили щурам щоденно, в ранкові часи, протягом 30 діб інтрагастрально. Таблетки розтирали в ступці з 1% розчином твіну-80 («Servia») у вигляді суспензії та у відповідних дозах вводили в об'ємі до 1 мл щурам. 
Ми проводили на білих нелінійних щурах моделювання двох типів ОП – сенільний і постменопаузальний [Фролькис В.В., Поворознюк В.В., 2004]. 
Природна модель сенільного ОП: інволюційні трофічні розлади в кістковій тканині розвиваються у щурів після першого року життя. Середня тривалість життя щурів — 2-2,5 роки. Для наших експериментів ми обирали щурів-самиць віком 1,5 роки. Постменопаузальний ОП: видалення яєчників у самок щурів зрілого віку призводить до ранніх змін кісткового метаболізму, а саме до зниження рівня кальцію і лужної фосфатази в сироватці крові, і до прояву гістологічних ознак остеодистрофії вже через 6 тижнів після операції. Для моделювання постменопаузального остеопорозу ми обирали щурів-самиць віком 1 рік. Оперативне втручання проводили згідно методичних рекомендацій під натрій-тіопенталовим (40 мг/кг) наркозом шляхом розсічення на животі шкіри, тупого розшарування підшкірної жирової клітковини і м‘язів із наступним видаленням яєчників. Ушивання операційного доступу відбувалось пошарово з послідуючою обробкою шкіри 2% розчином діамантового зеленого.
Критеріями моделювання ОП були денситометричні дослідження, а також біохімічні дослідження сироватки крові (вміст Са, Р, лужної фосфатази), сечі (вміст Са, Р та оксипроліну). Оцінку цих критеріїв проводили через 2 місяці з моменту оваріектомії, оскільки до цього терміну спостерігається зниження МЩКТ у щурів. У старих щурів – сенільний ОП – також проводили ці дослідження. Для порівняння з нормальними фізіологічними показниками обирали молодих щурів віком 6 місяців. Критеріями моделювання ОП додатково були дослідження орієнтовно-дослідницької та емоційної активності щурів, м'язової сили.
Лікарські засоби, що досліджували при експериментальному ОП вводили молодим і старим щурам 30 діб, щурам з оваріектомією через 60 діб після оперативного втручання також 30 діб.

Рентгенденситометричне дослідження виконано на апараті DEXA “Prodygy” з визначенням мінеральної щільності кісткової тканини (МЩКТ) всього тіла щура (BMD Total), його хребта (BMD Spine), стегнової кістки (BMD Pelvis), кісток передніх лап (BMD arms), задніх лап (BMD  legs) [Nagy T.R., Prince C.W., 2001]. Кісткова денситометрія широко використовується в клінічній практиці для оцінки ризику переломів у пацієнтів, для підтвердження або спростування діагнозу остеопорозу і для моніторингу терапії [Чернова Т.О., 2002; Баранова О.В., 2009].
Для проведення біохімічних досліджень після введення лікарських засобів на протязі 30 діб у щурів збирали добову сечу, після цього тварини виводились з експерименту в ранковий час, під тіопенталовим наркозом (40 мг/кг). Після досягнення глибокого наркозу (з біоетичних міркувань) у тварин швидко брали кров із шлуночка серця та центрифугували її 10 хв при 3000 об/хв. Отриману сироватку крові досліджували на вміст маркерів кісткової тканини: кальцію і фосфору, лужної фосфатази (за допомогою тест-наборів ТОВ НВП «Філісіт-Діагностика»). У сечі визначали вміст кальцію і фосфору (за допомогою тест-наборів ТОВ НВП «Філісіт-Діагностика»), оксипроліну [Тетянец С.С., 1985].
Поведінкові реакції вивчалися з використанням методу „відкрите поле” [Я. Буреш и соавт., 1991]. До уваги брали показники горизонтальної і вертикальної рухової активності, дослідницьку активність (кількість обстежених норок), емоційну напругу (кількість болюсів і актів грумінгу). Досліджували м‘язовий тонус у щурів у тесті «натягнутого дроту» [Стефанов О.В., 2002].
Статистична обробка даних наукових досліджень проводилась з використанням ліцензійної програми STATISTICA 6.1 (серійний номер AGAR 909 E415822FA). Математична обробка включала розрахунки середніх арифметичних значень (М), їх похибок (±m).

Встановлення вірогідності міжгрупових відмінностей проводилося за допомогою параметричного t-критерію Ст'юдента, критерію рангових сум Вілкоксона (Wilcoxon Rank-Sum test, Манна-Уітні) та методу однофакторного дисперсійного аналізу (ANOVA) [С.Н. Лапач, 2001; Г.Ф. Лакин, 1990]. Відмінності вважали статистично достовірними при рівні p<0,05. Перед застосуванням параметричних критеріїв проводилася перевірка гіпотези про нормальний закон розподілу випадкових величин [О.П. Минцер, 1982; Р.Б. Стрелков, 1986]. 
Результати та їх обговорення. Зміни мінеральної щільності кісткової тканини у щурів з експериментальним остеопорозом під впливом СаDЗ, аторвастатину, атенололу і гідрохлортіазиду. Наші результати показали, що у групі OVX щурів, яким 30 діб вводили СаD3 дані загальної BMD Total були на 10,17% (р<0,05) більше, ніж у інтактних OVX щурів (табл. 1, рис. 1). У старих тварин загальна BMD Total була збільшена під впливом СаD3  до 0,1236 ± 0,003 г/см2, що на 5,46% більше, ніж у інтактних старих щурів (рис. 2). Молоді щури мали приріст загальної кісткової щільності у 4,54% (р<0,05). Показники загальної МЩКТ щурів під впливом монокомплексу СаD3 розподілилися по групах в порядку збільшення: молоді щури – OVX щури – старі щури. При цьому, в усіх групах зберігалася однакова тенденція до розподілу кісткової щільності: хребет > верхні кінцівки > таз > нижні кінцівки.
Таблиця 1
Показники МЩКТ (BMD Total, г/см2) щурів через 30 діб введення аторвастатину, атенололу, гідрохлортіазиду сумісно з комплексом СаD3 (М+m)
	Групи тварин (N=10)
	Аторвастатин (10 мг/кг) +  СаD3 
(70 мг/кг)
	Атенолол 
(20 мг/кг) +  СаD3 
(70 мг/кг)
	Гідрохлортіазид (2 мг/кг) + 
 СаD3 
(70 мг/кг)
	СаD3 
(70 мг/кг)

	ОVX щури
	0,1176+0,002*
	0,1064+0,003
	0,1189+0,003
	0,1131+0,003*

	% до інтактних ОVX щурів 
	+9,49
	+2,11
	+7,82
	+10,17

	Старі щури
	0,1236+0,001
	0,1123+0,002
	0,1179+0,001
	0,1236+0,003

	% до інтактних старих щурів
	+4,48
	-2,01
	+1,55
	+5,46

	Молоді щури
	0,1150+0,003*
	0,1101+0,003
	0,1173+0,002*
	0,1060+0,001*

	% до інтактних молодих щурів
	+18,07
	+1,02
	+18,25
	+4,54


Примітка: * - достовірно відносно інтактних щурів, р<0,05. U критерій Манна-Уітні
У групі OVX щурів, яким 30 діб вводили СаD3 з аторвастатином приріст BMD Total був у 9,49% (р<0,05) порівняно з інтактними OVX тваринами (табл. 1, рис. 1). У старих щурів BMD Total під впливом цієї комбінації вище на 4,48%, ніж у групі інтактних старих щурів (рис. 2). У молодих щурів спостерігали підвищення загальної МЩКТ на 18,07% (р<0,05). Показники загальної кісткової щільності під дією сумісного прийому аторвастатину і СаD3 розподілилися в порядку збільшення: молоді щури – OVX щури – старі щури. При цьому, в усіх групах зберігалася однакова тенденція до розподілу кісткової щільності: хребет > таз > нижні кінцівки > верхні кінцівки. 
Показник BMD Total у OVX щурів під впливом СаD3 з атенололом був на 2,11% вище, ніж у інтактних OVX тварин. У старих тварин загальна МЩКТ під дією сумісного введення СаD3  з атенололом була зменшена до  0,1123+0,002 г/см2, що на 2,01% менше, ніж у старих інтактних щурів. Молоді щури мали приріст загальної кісткової щільності лише у 1,02%. Під впливом атенололу і СаD3 загальна МЩКТ розподілилася по групах в порядку збільшення: OVX щури - молоді щури – старі щури. По зонах тіла в усіх групах зберігалася однакова тенденція до розподілу кісткової щільності: хребет > таз > нижні кінцівки > верхні кінцівки. 
Під дією СаD3 з гідрохлортіазидом у групі OVX щурів показник BMD Total був на 7,82% більше, ніж у групі інтактних OVX щурів. У старих тварин загальна МЩКТ була збільшена лише на 1,55%, порівняно з групою інтактних старих щурів. Молоді щури мали найкращий приріст загальної кісткової щільності - у 18,25% (р<0,05). Показники загальної кісткової щільності під впливом сумісного введення гідрохлортіазиду і препарату СаD3 розподілилися в порядку збільшення: молоді щури – старі щури - OVX щури. В усіх групах зберігалася однакова тенденція до розподілу кісткової щільності: хребет > таз > нижні кінцівки > верхні кінцівки. 
Отже, за збільшенням загальної МЩКТ препарати можна розташувати наступним чином:

а) постменопаузальний остеопороз:

аторвастатин 10 мг/кг   >  гідрохлортіазид   2 мг/кг    >   атенолол  20 мг/кг   (в порядку зростання МЩКТ) (рис. 1);
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б) сенільний остеопороз: 

аторвастатин 10 мг/кг (збільшує МЩКТ) > гідрохлортіазид 2 мг/кг  (збільшує МЩКТ) >    атенолол  20 мг/кг  (зменшує МЩКТ) (рис. 2).
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Зміни біохімічних маркерів стану кісткової тканини у щурів з різними формами остеопорозу під впливом СаD3, аторвастатину, атенололу і гідрохлортіазиду. Для оцінки ступеню резорбції кісткової тканини ми досліджували вміст кальцію і фосфору в крові піддослідних тварин. Також ми оцінювали активність лужної фосфатази (ЛФ), яка відображає процес відтворення кісткової тканини. Процес ремоделювання кісткової тканини складається з двох рівнозначних процесів деструкції та відновлення, що можуть превалювати один над одним в умовах захворювань опорно-рухового апарату та змінюватись на різних етапах патологічного процесу. 
Наші експерименти показали, що 30-добове введення лікарських засобів групі OVX щурів (постменопаузальний ОП) змінило в тій чи іншій мірі біохімічні показники сироватки крові – рисунок 3. Так, вміст кальцію знизився до 0,34 ммоль/л у контрольних щурів. Збільшення вмісту кальцію до фізіологічної норми було відмічено в усіх групах щурів, яким вводили СаD3 з препаратами, що впливають на серцево-судинну систему, проте інтенсивність цих змін була різною. Найбільший приріст кальцію - 552,94% (р<0,05) - отримано в групі СаD3 + атенолол, також збільшувався кальцій на 541,18% (р<0,05) в групі, якій вводили СаD3 + аторвастатин. Щури  із групи СаD3 + гідрохлортіазид досягли приросту кальцію на 485,78% (р<0,05). Найменший приріст - 256,37% (р<0,05) - отримали в групі тварин, яким вводили 30 діб монопрепарат СаD3. Отже, аторвастатин, атенолол та гідрохлортіазид посилювали остеопротекторний ефект СаD3 за вмістом кальцію в сироватці крові щурів з постменопаузальним ОП.
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Зниження вмісту фосфору неорганічного було відмічено в групі СаD3 + аторвастатин – на 21,87%. У щурів із групи СаD3 + атенолол відмічали зниження фосфору на 39,53% (р<0,05). Практично не змінювався вміст цього мінералу в групі, якій вводили СаD3 + гідрохлортіазид – приріст тільки на 5,4%, а також в групі тварин, яким вводили монопрепарат СаD3 – приріст лише на 2,6%.

Активність ЛФ підвищувалася на 80,42% (р<0,05) в групі щурів, яким вводили СаD3 + аторвастатин. Також збільшувався цей показник  в групі, якій вводили СаD3 + гідрохлортіазид – на 54,93% (р<0,05). У щурів  із групи СаD3 + атенолол підвищувалася активність ЛФ на 52,59% (р<0,05), в групі з монопрепаратом СаD3 – лише на 26,17%. Отже, аторвастатин, атенолол і гідрохлортіазид мають високий профіль безпечності по відношенню до активності ЛФ у щурів з постменопаузальним ОП.

Результати наступного фрагменту дослідження показали, що введення препаратів 30 діб старим щурам (сенільний ОП) змінило в тій чи іншій мірі біохімічні показники сироватки крові – рисунок 4. Так, збільшення вмісту кальцію було відмічено в усіх групах щурів, проте інтенсивність цих змін була різною залежно від того, який остеотропний ефект справляли  лікарські засоби, що вводили тварині. Найбільший приріст кальцію – на 26,92% (р<0,05) - отримано в групі СаD3 + аторвастатин, менш вираженим було збільшення кальцію в інших групах щурів – на 8,06 – 9,48%. Збільшення вмісту фосфору неорганічного було відмічено в групі СаD3 + аторвастатин – на 51,86% (р<0,05). Також підвищувався цей показник  - на 35,12% - в групі тварин, яким вводили 30 діб монопрепарат СаD3. Цей мінерал надавав приріст в групі, якій вводили СаD3 + гідрохлортіазид – на 24,17% (р<0,05). Щури  із групи СаD3 + атенолол досягли найменшого приросту фосфору - на 16,32% (р<0,05). 
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Активність ЛФ знижувалася на 40,35% (р<0,05) в групі щурів, яким вводили СаD3 + атенолол. Також зменшувався рівень ЛФ в групі, якій вводили СаD3 + аторвастатин – на 52,8% (р<0,05). У щурів  із групи СаD3 + гідрохлортіазид знижувалася активність ЛФ на 55,74% (р<0,05), в групі з монопрепаратом СаD3 – на 56,21% (р<0,05). Цей факт свідчить про те, що під впливом введення всіх лікарських засобів активність остеобластів зменшувалася та уповільнювалося формування кісткової тканини у старих щурів. Отже, лише атенолол має високий профіль безпечності по відношенню до активності ЛФ у старих щурів.
Для оцінки ступеню резорбції кісткової тканини ми оцінювали вміст кальцію і фосфору в сечі піддослідних тварин. Також досліджували вміст оксипроліну в сечі. Оксипролін становить приблизно 13% від усього амінокислотного складу колагену та вивільняється у кров за умов його руйнування. Оксипролін, що вивільняється за умов деградації колагену, не може повторно використовуватися для синтезу цього білка, тому більша частина оксипроліну  в  біологічних рідинах є продуктом розпаду різних форм колагену. Половина всієї кількості колагену знаходиться у кістковій тканині, де його метаболізм відбувається, вочевидь, швидше, ніж у м'яких тканинах, тому вважається, що рівень оксипроліну в сечі відображає процес резорбції кістки.
Введення 30 діб препаратів, що впливають на серцево-судинну систему групі OVX щурів (постменопаузальний ОП) змінило в тій чи іншій мірі біохімічні показники сечі – рисунок 5. 
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Так, у OVX щурів зниження рівня кальцію в сироватці крові групи щурів, якій вводили монокомплекс кальцій Д3 об'єднувалося зі збільшенням екскреції його з сечею, так само підвищене виділення кальцію спостерігалося в групі СаD3 + гідрохлортіазид. В інших групах кількість кальцію в сироватці крові була більшою, ніж в сечі. Найбільший приріст кальцію - 674,05% (р<0,05) -  отримано в групі СаD3 + гідрохлортіазид, також збільшувався кальцій на 538,92% (р<0,05) в групі, якій вводили монопрепарат СаD3. Щури із групи СаD3 + атенолол досягли приросту кальцію на 447,03% (р<0,05). Найменший приріст - 302,16% (р<0,05) - отримали в групі тварин, яким вводили 30 діб СаD3 + аторвастатин. 
Баланс обміну фосфору характеризувався переважним виділенням його з сечею. Найбільша кількість його спостерігалася в групах СаD3 і СаD3 + гідрохлортіазид. Екскреція оксипроліну в сечі в усіх групах OVX щурів знижувалася у порівнянні з контрольними щурами (постменопаузальний ОП), що відображає процес запобігання резорбції кістки. Так, оксипролін зменшувався на 66,88% (р<0,05) у групі щурів, яким вводили монокомплекс СаD3. В тій же мірі знижувався оксипролін у групі, якій вводили СаD3 + аторвастатин – на 65,27% (р<0,05). У щурів із групи СаD3 + гідрохлортіазид зменшувався рівень оксипроліну на 15,11% (р<0,05), в групі СаD3 + атенолол – лише на 11,9%.
Введення лікарських засобів старим щурам (сенільний ОП) змінило в тій чи іншій мірі біохімічні показники сечі – рисунок 6. Так, у старих щурів на тлі збільшення вмісту кальцію в сироватці крові переважало виділення його з сечею. Найбільший приріст кальцію – на 70,31% (р<0,05) - отримано в групі СаD3 + аторвастатин, менш вираженим було збільшення кальцію в інших групах щурів – на 59,49 – 52,55% (р<0,05). Значне збільшення вмісту фосфору неорганічного було відмічено в усіх групах щурів з сенільним ОП. Найбільше – в групі СаD3 – на 365,09% (р<0,05). Також підвищується цей показник  - на 276,73% (р<0,05) - в групі тварин, яким вводили 30 діб комбінацію СаD3 + аторвастатин. Цей мінерал дає приріст в групі, якій вводили СаD3 + гідрохлортіазид – на 263,22% (р<0,05). Щури  із групи СаD3 + атенолол досягли найменшого приросту фосфору - на 235,79% (р<0,05). 
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Рівень оксипроліну в сечі в усіх групах старих щурів знижувався у порівнянні з контрольними щурами (сенільний ОП), що відображає процес запобігання резорбції кістки. Так, оксипролін зменшувався на 56,19% (р<0,05) в групі щурів, яким вводили монокомплекс СаD3. В тій же мірі знижувався оксипролін в групі, якій вводили СаD3 + атенолол – на 52,9% (р<0,05). У щурів із групи СаD3 + гідрохлортіазид знижувався рівень оксипроліну на 37,1% (р<0,05), в групі СаD3+ аторвастатин – лише на 8,31%. 
Зміни поведінкових реакцій і м'язового тонусу в щурів з різними формами остеопорозу під впливом СаD3, аторвастатину, атенололу і гідрохлортіазиду. 
Результати дослідження показали, що 30-денне введення препаратів OVX щурам (постменопаузальний ОП) змінило в тій чи іншій мірі орієнтовно-дослідницьку активність і емоційну сферу експериментальних тварин (рисунок 7). Так, у OVX щурів під впливом СаД3 спостерігали зміни всіх компонентів поведінки у порівнянні з такими у інтактних тварин з постменопаузальним ОП. Рухова активність щурів під впливом СаD3 знижувалася у порівнянні з інтактними за показником пересічених квадратів або горизонталей на 11,9%, а за показником вертикальних стійок – збільшувалася на 10,3%; показник дослідницької активності – кількість заглядань у нірки знижувався - на 8,44%. 
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У цих щурів змінювалися і емоційно-вегетативні реакції: у них підвищена тривожність – по критерію зменшення актів чистки або грумінга на 58,7%. 

У OVX щурів під впливом комбінованого введення аторвастатину з СаD3 відмічалося зниження загальної рухової активності: за показником пересічених квадратів на 13,1%, за показником вертикальних стійок – на 6,05%; дослідницька активність дещо покращувалася – відбувалося підвищення на 11,1%. Емоційно-вегетативні реакції щурів під впливом аторвастатину з СаD3 змінювалися відносно інтактних тварин – підвищена тривожність за кількістю актів чистки – зниження на 66,7%. 
Під впливом сумісного введення атенололу з СаD3  загальна рухова активність OVX щурів знижувалася у порівнянні з інтактними: за показником пересічених квадратів або горизонталей на 6,27%, за показником вертикальних стійок – на 4,08%; дослідницька активність не змінювалася. У цих щурів підвищена тривожність – по критерію зменшення актів чистки або грумінга на 50%. 
У OVX щурів під впливом комбінованого введення гідрохлортіазиду з СаD3 відмічалися наступні зміни у загальній руховій активності: за показником пересічених квадратів знижувалася на 20%, за показником вертикальних стійок – не змінювалася; дослідницька активність знижувалася за кількістю норок на 50% (р<0,05). Емоційно-вегетативні реакції щурів під впливом гідрохлортіазиду з СаD3 майже не змінювалися відносно інтактних тварин. 
Отже, під впливом 30-добового сумісного введення препаратів, що впливають на серцево-судинну систему з комплексом СаD3 у щурів з постменопаузальним остеопорозом відмічаються незначні зміни загальної рухово-дослідницької активності відносно інтактних тварин. У цих щурів змінюються тільки емоційно-вегетативні реакції: у них підвищена тривожність, окрім комбінації гідрохлортіазид + СаД3, у яких емоційно-вегетативні реакції майже не змінюються.
Результати наступного фрагменту дослідження показали, що 30-денне введення препаратів старим щурам (сенільний ОП) змінило в тій чи іншій мірі орієнтовно-дослідницьку активність і емоційну сферу експериментальних тварин (рисунок 8). У старих щурів під впливом СаD3 спостерігали зміни всіх компонентів поведінки у порівнянні з такими у старих інтактних тварин. 
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Так, рухова активність щурів під впливом СаD3 знижувалася у порівнянні з інтактними: за показником пересічених квадратів або горизонталей на 30,2% (р<0,05), за показником вертикальних стійок – на 16,9%; показник дослідницької активності – кількість заглядань у нірки навпаки збільшувався - на 43,5%. У цих щурів змінювалися і емоційно-вегетативні реакції: у них підвищена тривожність – по критерію зменшення актів чистки або грумінга на 30,9%. 

У старих щурів під впливом комбінованого введення аторвастатину з СаD3 відмічалося підвищення загальної рухової активності: за показником пересічених квадратів на 48,2% (р<0,05), за показником вертикальних стійок – на 43,9% (р<0,05); дослідницька активність також покращувалася – відбувалося підвищення на 109,1% (р<0,05). Емоційно-вегетативні реакції щурів під впливом аторвастатину з СаD3 майже не змінюються відносно інтактних тварин. 
Під впливом сумісного введення атенололу з СаD3  рухова активність щурів підвищувалася у порівнянні з інтактними за показником вертикальних стійок – на 34,2%, дослідницька активність за кількістю заглядань у нірки навпаки знижувалася - на 39%. Емоційно-вегетативні реакції щурів під впливом атенололу з СаД3 майже не змінювалися відносно інтактних тварин. 
Під дією комбінованого введення гідрохлортіазиду з СаD3 у старих щурів відмічалися наступні зміни загальної рухової активності: за показником пересічених квадратів - зниження на 11,7%, за показником вертикальних стійок – збільшення на 7,42%; дослідницька активність майже не змінювалася. Емоційно-вегетативні реакції щурів під впливом гідрохлортіазиду з СаD3 не змінювалася відносно інтактних тварин. 
Отже, під впливом 30-добового сумісного введення препаратів, що впливають на серцево-судинну систему з комплексом СаD3 у старих щурів відмічалося підвищення загальної рухово-дослідницької активності відносно інтактних тварин в різній мірі. Найкращі показники у комбінації: аторвастатин + СаD3. Можна припустити, що дана комбінація поліпшує загальний фізичний стан щурів з сенільним остеопорозом, зміцнює їх. Емоційно-вегетативні реакції старих щурів під впливом препаратів майже не змінювалися.
Фізична активність (або м‘язовий тонус) у інтактних OVX щурів обмежена в більшій мірі, ніж у інтактних щурів з сенільним ОП. 
У тварин з постменопаузальним ОП відмічалися наступні зміни м‘язової сили відносно інтактних тварин: аторвастатин – знижував; атенолол і гідрохлортіазид – підвищували.
У старих щурів (сенільний ОП) відмічалися наступні зміни м‘язової сили відносно інтактних тварин: аторвастатин і гідрохлортіазид – не змінювали, атенолол - знижував. 
ВИСНОВКИ

У дисертації наведено теоретичне узагальнення і нове рішення наукового завдання, що визначається експериментальним дослідженням дії  аторвастатину, атенололу та гідрохлортіазіду на структурно-функціональний стан кісткової тканини на моделях первинного остеопорозу, з метою підвищення безпеки застосування цих препаратів.

1. За умов сумісного застосування на протязі 30 діб з комплексом СаD3 аторвастатин (10 мг/кг) – збільшував, атенолол (20 мг/кг) - знижував, гідрохлортіазид (2 мг/кг) – практично не змінював  показник мінеральної щільності кісткової тканини у щурів з сенільним остеопорозом. 

2. Комбінована терапія дослідними засобами у OVX щурів (постменопаузальний остеопороз) сприяла збільшенню показника BMD Total, причому найбільше значення (+ 9,49%) зафіксоване при використанні СаD3 з аторвастатином.

3. Поєднане введення СаD3 з аторвастатином, атенололом та гідрохлортіазидом у щурів з сенільним та постменопаузальним остеопорозом збільшувало вміст кальцію в сироватці крові. Під впливом СаD3 з аторвастатином у OVX щурів вміст кальцію збільшувався в 6,4 рази, під впливом СаD3 з атенололом - в 6,5 разів, під впливом СаD3 з гідрохлортіазидом -  в 5,8 разів, монопрепарат СаD3  давав менший приріст мінералу – лише у 3,5 разів. 
4. Аторвастатин, атенолол та гідрохлортіазид при сумісному застосуванні з комплексом СаD3 збільшували активність лужної фосфатази, в більшій мірі у оваріоектомованих щурів у порівнянні з тваринами з сенільним остеопорозом. 
5. Всі дослідні комбінації лікарських засобів у тварин з різними формами остеопорозу зменшували екскрецію оксипроліну. Найбільші зміни у старих і OVX щурів відбувалися на введення монокомплексу кальцій Д3. На спільне введення СаD3 + аторвастатин більше відреагували OVX щури, тоді як у старих щурів екскреція оксипроліну зменшилася на спільне введення СаD3 + атенолол. 

6. Під впливом сумісного введення аторвастатину, атенололу і гідрохлортіазиду з СаD3 у старих щурів відмічалося підвищення загальної рухово-дослідницької активності відносно інтактних тварин в різній мірі. Найбільші зміни у комбінації аторвастатин + СаD3. Емоційно-вегетативні реакції старих щурів під впливом препаратів майже не змінювалися. У щурів з постменопаузальним остеопорозом під впливом сумісного введення препаратів відмічалися незначні зміни рухово-дослідницької активності відносно інтактних тварин. У цих щурів змінювалися тільки емоційно-вегетативні реакції: підвищена тривожність, окрім комбінації гідрохлортіазид + СаD3, у яких емоційно-вегетативні реакції майже не змінювалися.
ПРАКТИЧНІ  РЕКОМЕНДАЦІЇ 

1) Аторвастатин може використовуватися у жінок з серцево-судинними захворюваннями після менопаузи, яких підвищується ризик виникнення остеопорозу і може призначатися людям похилого віку зі зниженою кістковою масою, що страждають на атеросклероз.

2) Атенолол не бажано призначати людям похилого віку, проте він може бути безпечним та остеонейтральним препаратом при використанні у жінок після менопаузи.

3) Гідрохлортіазид може бути безпечним та остеонейтральним препаратом у хворих похилого віку, та може справляти остеопротективну дію на жінок після менопаузи. 
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АНОТАЦІЯ
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Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.05 – фармакологія. ДУ «Інститут фармакології і токсикології АМН України», Київ – 2012.

Дисертаційну роботу присвячено експериментально-теоретичному обґрунтуванню доцільності сумісного застосування аторвастатину, атенололу, гідрохлортіазіду з комплексом СаD3 на підставі дослідження їх впливу на структурно-функціональний стан кісткової тканини на моделях первинного остеопорозу, з метою підвищення безпеки застосування цих препаратів.
Встановлено, що після введення експериментальним тваринам (молодим 6-місячним щурам, OVX щурам віком 1 рік, старим щурам віком 1,5 року) комплексу СаD3 впродовж 30 діб в усіх групах було відмічено підвищення мінеральної щільності кісткової тканини (МЩКТ) за даними денситометрії, а також переважання анаболічних процесів в кістковій тканині над катаболічними за даними біохімічного аналізу сироватки крові і сечі тварин. 
Показано, що при спільному введенні аторвастатину з СаD3 МЩКТ також підвищувалася, при цьому в групі молодих і OVX щурів збільшення щільності було вище, ніж у щурів, що отримували тільки СаD3, а у старих тварин обох груп було однаковим. Найбільш виражені зміни обмінних процесів кісткової тканини у бік анаболізму були відмічені в групі щурів з моделлю остеопорозу постменопаузи в порівнянні з групою тварин, яким вводили монопрепарат СаD3. 

Денситометричними дослідженнями встановлено, що в групі OVX щурів після комплексного введення атенололу з СаD3 змін в показниках загальної МЩКТ не відмічено, а тварини з моделлю сенільного остеопорозу відреагували на введення вказаної комбінації зниженням загальної МЩКТ. Біохімічні дослідження маркерів обміну кісткової тканини свідчили про зниження катаболічних процесів у щурів з різними формами остеопорозу. 
Результати досліджень показали, що спільне введення гідрохлортіазида з СаD3 привело до збільшення загальної МЩКТ більше, ніж в 2 рази у тварин з остеопорозом постменопаузи в порівнянні з групою, що отримувала тільки СаD3. Щури з сенільним остеопорозом на введення вказаної комбінації зміною загальної МЩКТ не відреагували. Маркери кісткового метаболізму показали уповільнення резорбції кісткової тканини в групах з різними формами остеопорозу і підвищення процесів синтезу в кістках у OVX щурів. 

Встановлені особливості можуть служити теоретичним обгрунтуванням для подальшої розробки диференційованого підходу до медикаментозної терапії серцево-судинних захворювань у людей похилого віку та жінок після менопаузи.
Ключові слова: експериментальний остеопороз, препарат СаD3, аторвастатин, атенолол, гідрохлортіазид.
АННОТАЦИЯ
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Диссертация на соискание ученой степени кандидата медицинских наук по специальности 14.03.05 – фармакология. ГУ «Институт фармакологии и токсикологии АМН Украины», Киев – 2012. 
Диссертационная работа посвящена экспериментально-теоретическому обоснованию целесообразности совместного применения аторвастатина, атенолола, гидрохлортиазида с комплексом СаD3 на основании исследования их влияния на структурно-функциональное состояние костной ткани на моделях первичного остеопороза, с целью повышения безопасности применения этих препаратов.
Установлено, что после введения экспериментальным животным (молодым 6-месячным крысам, OVX крысам возрастом 1 год, старым крысам возрастом 1,5 года) комплекса СаD3  в течение 30 суток во всех группах было отмечено повышение минеральной плотности костной ткани по данным денситометрии, а также преобладание анаболических процессов в костной ткани над катаболическими по данным биохимического анализа сыворотки крови и мочи животных, что дает основания утверждать о положительном влиянии СаD3  на костную ткань как молодых животных, так и животных с моделями первичного остеопороза – постменопаузальным и сенильным. Под влиянием СаD3 у крыс с сенильным остеопорозом двигательная активность снижена в большей степени, чем у крыс с постменопаузальным остеопорозом, однако исследовательская активность улучшается в этих группах одинаково относительно молодых крыс.
Показано, что при совместном введении аторвастатина с СаD3 минеральная плотность костной ткани также повышалась, при этом в группе молодых и OVX крыс увеличение плотности было выше, чем у крыс, получающих только СаD3, а у старых животных обеих групп было одинаковым. Наиболее выраженные изменения обменных процессов костной ткани в сторону анаболизма, исходя из биохимических показателей, по сравнению с группой животных, которым вводился монопрепарат СаD3, были отмечены в группе крыс с моделью постменопаузального остеопороза. Под влиянием комбинированного введения аторвастатина с СаD3 улучшается двигательная активность старых животных с сенильным остеопорозом.
Денситометрическими исследованиями установлено, что в группе OVX крыс после комплексного введения атенолола с СаD3 изменений в показателях общей минеральной плотности костной ткани практически не отмечено, а животные с моделью сенильного остеопороза отреагировали на введение указанной комбинации снижением общей минеральной плотности. Повышение плотности кости было отмечено только у молодых животных. Биохимические исследования маркеров обмена костной ткани свидетельствовали о снижении катаболических процессов у крыс с разными формами остеопороза и увеличении формирования новой костной ткани у животных после овариоэктомии. Повышение содержания продуктов обмена костной ткани в моче молодых животных могло быть связано с происходящими процессами ремоделирования растущей кости. У животных с разными формами остеопороза атенолол с СаD3 улучшают двигательно-исследовательскую активность.
Результаты исследований показали, что путем совместного введения гидрохлортиазида с СаD3 удалось добиться увеличения общей минеральной плотности костной ткани более, чем в 2 раза по сравнению с группой животных, получающих только СаD3, как у молодых крыс, так и у животных с постменопаузальным остеопорозом. Крысы с сенильным остеопорозом на введение указанной комбинации изменением общей минеральной плотности не отреагировали. Маркеры костного метаболизма показали замедление резорбции костной ткани в обеих группах с разными формами остеопороза и повышением процессов синтеза в кости у OVX крыс. Под воздействием этой комбинации у животных с разными формами остеопороза отмечается снижение общей двигательно-исследовательской активности.
Установленные особенности могут служить теоретическим обоснованием для дальнейшей разработки дифференцированного подхода к медикаментозной терапии сердечно-сосудистых заболеваний у людей пожилого возраста и женщин после менопаузы. 
Ключевые слова: экспериментальный остеопороз, препарат СаD3, аторвастатин, атенолол, гидрохлортиазид.
SUMMARY

Skvyrskyy A.V. Character of bone effects of atorvastatin, atenolol and hydrochlortiazid by the condition of experimental osteoporosis. – Manuscript.
Dissertation for scientific degree of candidate of medical sciences, speciality: 14.03.05. –pharmacology. – The Institute of Pharmacology and Toxicology, Academy of Medical Sciences of Ukraine – Kiev, 2012.

The dissertation is dedicated to the evaluation of efficiency of influence atorvastatin, atenolol, hydrochlortiazid together with calcium and vit.D3 on bone tissue, in order to increase safety of administration. The effect was studied on model of osteoporosis.
We observed three groups of female rats: young (6-month-old), old (18-month-old) and rats subjected to ovariectomy (OVX), after one month administration only calcium and vit.D3, and calcium and vit.D3 with atorvastatin, atenolol, hydrochlortiazid respectively. Measurement of bone mineral density at various skeletal sites in the animals were obtained by dual energy X-ray absorptiometry (DXA). We also have researched markers of bone metabolism in blood and urine. 

We found out that after calcium and vit.D3 administration there was increase of total bone mineral density (BMD total) in all groups of rats. Assessment of blood and urine markers has shown enhancement of constructive metabolism in bone.

 The research showed that atorvastatin with calcium and vit.D3 administration leaded to BMD total elevation in all groups of animals, and this elevation was higher in young and OVX rats then in animals that received only CaD3. Old rats have shown the same results. The highest anabolism risen was in OVX rats.
We learnt that atenolol with calcium and vit.D3 administration didn’t showed any changing in BMD total of OVX rats. Whereas BMD total of old animals has decreased. According to blood and urine markers activity of destructive anabolism in all groups of rats with osteoporosis dropped.
Results of observation rats which were administered CaD3  with hydrochlortiazid showed that BMD total in OVX rats was twice as mach as in the same group which was administered only CaD3. There was no changing in BMD total of old rats. Markers ob bone metabolism indicated decreasing in resorption and increasing in bone metabolism.
We concluded that this data can be useful for development new multidrug regimen for old patients and women with menopause which suffer from heart diseases.

Key words: osteoporosis, atorvastatin, atenolol, hydrochlortiazid, ovariectomy 
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Рисунок 2. 


Зміни показників МЩКТ у старих щурів (сенільний ОП) під впливом препаратів 





Примітка: * - достовірно відносно інтактних щурів, р<0,05.





Рис. 4. Вміст кальцію, фосфору та лужної фосфатази в сироватці крові старих щурів (сенільний ОП) після 30-добового введення препаратів, що впливають на серцево-судинну систему


Примітка: * - достовірно відносно контролю (інтактні тварини - старі щури), р<0,05





Рисунок 1. 


Зміни показників МЩКТ у OVX щурів (постменопаузальний ОП) під впливом препаратів 





Примітка: * - достовірно відносно інтактних щурів, р<0,05.





Рис. 3. Вміст кальцію, фосфору та лужної фосфатази в сироватці крові OVX щурів (постменопаузальний ОП) після 30-добового введення препаратів, що впливають на серцево-судинну систему


Примітка: * - достовірно відносно контролю (OVX щури), р<0,05





Рис. 6. Вміст кальцію, фосфору та оксипроліну в сечі старих щурів (сенільний ОП) після 30-добового введення препаратів, що впливають на серцево-судинну систему


Примітка: * - достовірно відносно контролю (інтактні тварини - старі щури), р<0,05





Рис. 5. Вміст кальцію, фосфору та оксипроліну в сечі OVX щурів (постменопаузальний ОП) після 30-добового введення препаратів, що впливають на серцево-судинну систему 


Примітка: * - достовірно відносно контролю (OVX щури), р<0,05





Рис. 8. Зміни поведінкових реакцій старих щурів (сенільний ОП) через 30 діб введення препаратів, що впливають на серцево-судинну систему в тесті “відкрите поле”





Рис. 7. Зміни поведінкових реакцій OVX щурів (постменопаузальний ОП) через 30 діб введення препаратів, що впливають на серцево-судинну систему в тесті “відкрите поле”








