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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МЕДИЦИНА

УДК 616.71-007.234:615.22

ИССЛЕДОВАНИЕ ОСТЕОПРОТЕКТИВНЫХ ЭФФЕКТОВ ТЕТРАГИДРОБИОПТЕРИНА 
И КЛОПЕДОГРЕЛА НА МОДЕЛИ ГИПОЭСТРОГЕННОГО ОСТЕОПОРОЗА

В эксперименте на самках белых крыс линии Вистар изу
чалось остеопротективное действие тетрагидробиоптерина и 
клопидогрела на модели экспериментального остеопороза. Было 
выявлено, что после овариэктомии у крыс развивается эндоте
лиальная дисфункция сосудов микроциркуляторного русла 
костной ткани, приводящая к возникновению остеопороза. Тет- 
рагидробиоптерин и клопидогрел препятствуют снижению 
уровня микроциркуляции в костной ткани, тем самым предот
вращают истончение костных трабекул.
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альная дисфункция, клопидогрел, тетрагидробиоптерин.

Одной из причин нарушения кровоснабжения костной ткани может быть дисфункция 
эндотелия, которая посредством ухудшения микроциркуляции может приводить к нарушению 
остеогенеза и остеорепарации, вызывая тем самым ряд остеологических заболеваний, в том 
числе и остеопороз [1].

В настоящее время ряд экспериментальных исследований выявил положительные 
остеопротективные эффекты у  некоторых эндотелиотропных препаратов [1, 8]. Полученные 
результаты свидетельствуют о целесообразности дальнейшего изучения веществ с выраженны
ми эндотелиопротективными свойствами в свете целенаправленного фармакологического воз
действия на дефицит оксида азота при остеопоротических изменениях. Все это указывает на 
актуальность исследования остеопротективных свойств препаратов с доказанными положи
тельными эндотелиотропными эффектами.

Цель исследования -  изучение и анализ остеопротективных свойств тетрагидробио
птерина и клопидогрела при экспериментальном остеопорозе.

Материалы и методы. В эксперименте использовали самок крыс Wistаr массой 200
300 г (n=122). Все исследования проводили под наркозом (внутрибрюшинное введение раство
ра хлоралгидрата в дозе 300 мг/кг). Остеопороз моделировали путем двусторонней овариэкто- 
мии [12]. Ж ивотные были разделены на 4 группы: 1 — контрольная (n=42); 2 — после овариэк
томии (n=30); 3 — после овариэктомии крысам ежедневно однократно в сутки внутрижелудоч- 
но вводили клопидогрел в дозе 3,3 мг/кг в течение 8 недель (n=25); 4 — после овариэктомии 
животным тем же способом внутрибрюшинно вводили тетрагидробиоптерин в дозе 10 мг/кг 
(n=25).

Через 8 недель измеряли уровень микроциркуляции в костной ткани проксимального 
метафиза бедра. После определения внутрикостного уровня микроциркуляции проводили про
бы на эндотелийзависимую вазодилатацию в ответ на однократное внутривенное введение рас
твора ацетилхолина в дозе 40 мкг/кг и эндотелийнезависимую вазодилатацию в ответ на одно
кратное внутривенное введение раствора нитропруссида натрия в дозе 30 мкг/кг [1, 3].

Параметры микроциркуляции регистрировали при помощи лазерного допплеровского 
флоуметра Biopаc systems MP-100 и датчика TSD-144. Запись и обработку данных осуществляли
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с помощью программы AcqKnowledge 3.8. Значения микроциркуляции выражались в перфузи- 
онных единицах (ПЕ).

Для количественного определения дисфункции эндотелия был применен модифициро
ванный метод определения стабильных метаболитов оксида азота. Данная методика позволяет 
после депротеинизации сыворотки крови проводить одноэтапное количественное определение 
суммарных нитратов и нитритов. В основе метода лежит реакция одновременного восстановле
ния нитратов в нитриты в присутствии хлористого ванадия и реакции диазотирования с после
дующим развитием окраски, интенсивность которой определяется спектрофотометрически при 
длине волны 540 нм [5].

Развитие остеопороза и действие препаратов оценивали гистоморфометрически через 8 
недель после овариэктомии по средней ширине трабекул в костной ткани проксимального от
дела бедра [1, 8].

Статистический анализ полученных данных осуществляли по программе Microsoft Excel 
при помощи средств пакета анализа. «Описательную статистику» применяли для нахождения 
среднего значения показателей и ошибки среднего. Двухвыборочный тест с различными дис
персиями использовали для сравнения соответствующих показателей в различных группах ж и
вотных и определения достоверности различий между ними. Статистически значимыми счита
ли различия при p<0,05 [6].

Результаты и их обсуждение. При выполнении лазерной доплеровской флоуметрии 
(ЛДФ) было обнаружено, что у  крыс после овариэктомии, получавших терапию тетрагидробио- 
птерином и клопидогрелем, данные препараты статистически значимо предупреждали сниже
ние уровня микроциркуляции в костной ткани верхнего отдела бедра (87,6±3,8 ПЕ и 89,2±4,5 
ПЕ, соответственно) до показателей у  крыс с остеопорозом без лечения (рис. 1).

■  Интсзктные

■  Остеопороз 

Тетрагидробиоптерин

■  Клопидогрел

Рис. 1. Влияние клопидогрела и тетрагидробиоптерина на показатели микроциркуляции 
в проксимальном метафизе бедренной кости у крыс 

Примечание. * -  p<0,05 по сравнению с группой интактных животных;
** -  p<0,05 по сравнению с группой крыс с экспериментальным остеопорозом.

После определения показателей микроциркуляции выполнялись функциональные со
судистые пробы на эндотелийзависимое и эндотелийнезависимое расслабление сосудов у  жи
вотных с остеопорозом на фоне лечения клопидогрелом и тетрагидробиоптерином в течение 
восьми недель. Производился расчет коэффициента эндотелиальной дисфункции (КЭД) по 
данным ЛДФ. Выявлено, что тетрагидробиоптерин и клопидогрел оказывали позитивное влия
ние и на величину коэффициента эндотелиальной дисфункции, который составил в первом 
случае 1,6±0,2, во втором -  1,5±0,2. Значения КЭД у  интактных крыс составили 1,3±0,2, у  ж и
вотных с остеопорозом без лечения -  2,4±0,2.

Концентрация стабильных метаболитов оксида азота (NOx) в крови экспериментальных 
животных, которым поводилось лечение тетрагидробиоптерином и клопидогрелем составила 
80,5±3,3 мкМоль/л и 77,2±4,1 мкМоль/л соответственно. Полученные значения были выше, 
чем показатели у  крыс с остеопорозом без лечения (68,9±3,2 мкМоль). Уровень NOx у  живот
ных контрольной группы был равен 100,5±4,4 мкМоль/л.

При микроскопии срезов проксимального отдела бедренных костей крыс, получавших 
лечение тетрагидробиоптерином и клопидогрелем, обнаружили отсутствие микропереломов 
трабекул и сохранение структуры костной ткани в проксимальном метафизе бедра (рис. 2).
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Рис. 2. Морфологическая картина срезов проксимального метафиза бедренной кости 
(окр. гематоксилин-эозином, ув. 100)

Примечание. 1 -  у крысы с остеопорозом; 2 -  у крысы после овариэктомии (моделированный остеопороз),
3 -  у крысы после овариэктомии, получавшей лечение тетрагидробиоптерином;
4 -  у крысы после овариэктомии, получавшей лечение клопидогрелем.

Также было установлено, что тетрагидробиоптерин и клопидогрел препятствовали 
снижению показателей средней ширины костных трабекул до уровня животных с эксперимен
тальным остеопорозом в исследуемой локализации. Однако данные параметры стремились к 
значениям интактных крыс и составили в группе клопидогрела 71,7±1,1 мкм, в группе тетрагид
робиоптерина -  80,6±0,8 мкм (рис. 3).

Рис. 3. Влияние клопидогрела, тетрагидробиоптерина на значения средней ширины костных трабекул 
через восемь недель после овариэктомии в проксимальном метафизе бедренной кости 

Примечание. * -  p<0,05 по сравнению с группой интактных животных;
** -  p<0,05 по сравнению с группой крыс с экспериментальным остеопорозом.

Таким образом, тетрагидробиоптерин и клопидогрел в ранее указанных дозировках, че
рез восемь недель после билатеральной овариэктомии, обладая эндотелиопротективным дей
ствием, позитивно влияют на кровоснабжение костной ткани. Тем самым, данные препараты 
положительно воздействуют на процессы регенерации костной ткани при моделированном 
остеопорозе, свидетельством чего явилось замедление истончения костных трабекул, сохране
ние микроархитектоники в губчатой части проксимального метафиза бедренной кости у  экспе
риментальных животных.

Основной причиной ухудшения регионарного кровоснабжения костной ткани является 
нарушение функции сосудистого эндотелия, которое оказывает негативное воздействие на 
микроциркуляцию в костной ткани [4], тем самым вызывая дисбаланс в процессах ремоделиро
вания и репаративной регенерации костной ткани. Это обстоятельство подтверждается рядом 
исследований, например, что VEGF -  фактор роста эндотелия сосудов, ведущий к формирова
нию и развитию сосудистой системы, играет значительную роль в процессах ремоделирования 
[12, 16] и репарации повреждений костной ткани [10, 17]. Ингибирование же VEGF приводит к 
снижению интенсивности ангиогенеза и к потере кровеносных сосудов в метафизарных отде
лах, т.е. к уменьшению образования трабекулярной структуры кости и интенсификации 
резорбции губчатой костной ткани в ростковых зонах [18]. Уменьшение действия VEGF ведет к 
снижению прорастания кровеносных сосудов, следствием чего является ухудшение минерали
зации костной мозоли и нарушение перестройки трабекулярной сети в костной ткани [16].
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Таким образом, из всего вышесказанного можно сделать заключение, что эндотелий 
сосудов костной ткани, являясь неотъемлемой частью кости, играет центральную регуляторную 
роль, обеспечивая связь с остальными слоями стенки сосуда и, адекватно реагируя на их по
требности выделением медиаторов [7, 15], во многом определяет состояние регионарной мик
роциркуляции, тем самым несет ответственность за поддержание гомеостаза в костной ткани.

Изучение лекарственных веществ, обладающих эндотелиопротективными свойствами, 
является актуальным в настоящее время. Существующие препараты, воздействующие на дис
функцию эндотелия, имеют различные механизмы влияния. Это положение объясняет внима
ние исследователей к разным лекарственным средствам для коррекции данной патологии.

К лекарственным веществам, воздействующим на эндотелий сосудов, можно отнести 
антиагрегант (представитель группы тиенопиридинов) клопидогрел и кофактор птерина тетра- 
гидробиоптерин.

Тетрагидробиоптерин (BH4) необходим для активации эндотелиальной синтазы оксида 
азота (eNOS), которая, в свою очередь, вырабатывает из L-аргинина оксид азота. При недоста
точности тетрагидробиоптерина начинается излишнее продуцирование O2- и H2O2, что приво
дит к увеличению количества дигидробиоптерина [11]. Данная форма инактивирует eNOS, что 
ведет к развитию оксидантного стресса и эндотелиальной дисфункции [14]. В ряде зксперимен- 
тальных работ доказано, что введение тетрагидробиоптерина в дозе 10 мг/кг предотвращает 
развитие гипоэстроген-индуцированной NO-дефицитной эндотелиальной дисфункции [2]. Этот 
фармакологический агент, влияя на эндотелий сосудов микроциркуляторного русла, опосредо
ванно улучшает трофику тканей, в частности костной.

Антиагреганты группы тиенопиридинов, в частности клопидогрел, ингибируя эффекты 
аденозиндифосфата (АДФ), выделившегося из плотных гранул тромбоцитов, препятствуют 
дальнейшему освобождению содержимого этих гранул, а также предупреждают агрегацию, вы 
зываемую другими агонистами, такими как, фактор, активирующий тромбоциты, коллаген, 
низкие концентрации тромбина [13]. Тем самым, этот препарат позитивно влияет на функцию 
эндотелия сосудов, улучшая кровоснабжение в тканях, что положительно сказывается на про
цессы регенерации костной ткани.

Выводы:
1. Тетрагидробиоптерин в дозе 10 мг/кг, хотя и незначительно, повышает концентра

цию стабильных метаболитов оксида азота, но обладает эндотелиопротективными свойствами, 
что благоприятно сказывается на показателе средней ширины трабекул в костной ткани прок
симального метафиза бедренной кости, то есть обладает остеопротективным действием;

2 . Клопидогрел в дозе 3,3 мг/кг, обладая эндотелиопротективным эффектом, предот
вращает ухудшение регионарной микроциркуляции и истончение костных трабекул в костной 
ткани при остеопорозе, то есть обладает остеопротективной активностью.

И сследовани е вы полнено при поддерж ке гр а н т а  П р ези ден т а  Российской ф едерации М К -3 13 6 .2 0 14 .4 .
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INVENVESTIGATION OF OSTEOPROTECTIVE EFFECTS OF TETRAHYDROBIOPTERIN 
AND CLOPIDOGREL IN HYPOESTROGEN MODEL OF OSTEOPOROSIS

A.V. FAITELSON1 
O.S. GUDYREV2 
L.V. KOROKINA2 
G.M. DUBROVIN1 
A.V. IVANOV1 
D.S.R. RAJKUMAR1
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In experiment оп white Wistаr femа1e rats аn osteopro- 
tective айюп of tetrаhydrobiopterin аnd c1opidogre1 wаs in- 
vestigаted in experimentа1 osteoporosis. It wаs reveа1ed, thаt 
in rаts аfter ovаriectomy the endothe1iа1 dysfunction of micro- 
circu1аtion vessels of osteа1 tissue devetops, resulting in оссш- 
rence of ап osteoporosis. Tetrаhydrobiopterin аnd clopidogrel 
prevented а microcircu1аtion level depressrnn in ап osteа1 tis
sue thаt hаs showп in retаrdаtion of ап osteа1 trаbecu1es thin
ning.

Key words: osteoporosis, microcircu1аtion, endothe1iа1 
dysfuпction, tetrаhydrobiopterin, c1opidogre1.
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