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АНОТАЦІЯ 

Лісаковська О.О. Роль вітаміну D3 у регулюванні NF-κB-асоційованих 

сигнальних шляхів за преднізолон-індукованого остеопорозу. - Кваліфікаційна 

наукова праця на правах рукопису. 

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук 

(доктора філософії) за спеціальністю 03.00.04 «Біохімія». - Інститут біохімії ім. 

О.В. Палладіна НАН України, Київ, 2019. 

Синтетичні глюкокортикоїди (ГК) широко використовуються у медичній 

практиці як ефективні протизапальні, імуносупресивні та протиалергічні 

засоби. Однак їх тривале застосування асоціюється з розвитком патологічних 

ускладнень, серед яких найбільш поширеним є глюкокортикоїд-індукований 

остеопороз (ГІО). З’ясування клітинно-молекулярних механізмів розвитку ГІО 

та шляхів коригування порушень функціонування кісткової тканини за тривалої 

глюкокортикоїдної терапії є надзвичайно актуальною теоретичною та 

клінічною проблемою. 

Дисертаційна робота присвячена дослідженню ролі NF-κB-асоційованого 

регуляторного сигнального шляху RANKL (ліганд рецептора активатора 

ядерного фактора ĸB)/ RANK (рецептор активатор ядерного фактора ĸB)/ OPG 

(остеопротегерин) у механізмах розвитку порушень ремоделювання кісткової 

тканини за експериментального глюкокортикоїд-індукованого остеопорозу та 

оцінці коригувального впливу вітаміну D3 (холекальциферолу). У роботі 

вперше було показано залежність між дефіцитом вітаміну D в організмі та 

порушеннями NF-κB-залежних сигнальних шляхів у різних тканинах щурів за 

ГК-індукованого остеопорозу. 

Вперше охарактеризовано стан D-ауто/паракринної системи (за вмістом 

CYP27B1 та VDR) у кістковій тканині, кістковому мозку та печінці й 

встановлено, що на тлі зниження рівня маркеру забезпеченості організму 

вітаміном D3  – 25-гідроксивітаміну D (25OHD) у сироватці та вмісту 

тканинного VDR спостерігаються ГК-індуковані тканинноспецифічні 

порушення синтезу CYP27B1: пригнічення синтезу протеїну CYP27B1 у 
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кістковому мозку та збільшення експресії мРНК у кістковій тканині за дії 

преднізолону.  

Визначено, що одним з побічних ефектів тривалого застосування ГК є 

ушкодження тканини печінки, внаслідок чого порушується процес 

гідроксилювання вітаміну D в гепатоцитах та знижується вміст 25OHD. 

Показано, що одним з молекулярних механізмів, що лежать в основі проявів 

гепатотоксичності за дії преднізолону може бути розвиток оксидативно-

нітрозативного стресу. Вивлене нами активування NF-κB у печінці призводило 

до посиленого синтезу протеїну iNOS, зростання продукування NO, збільшення 

вмісту нітрозильованих протеїнів (за рівнем 3-нітротирозину в тканині печінки) 

та посилення некротичної (за кількістю РІ-позитивних клітин) і апоптотичної 

(за вмістом каспази-3) загибелі гепатоцитів. VDR-опосередкований вплив 

холекальциферолу на тлі дії преднізолону на клітини печінки за рахунок 

зменшення фосфорилювання NF-κB та підвищення рівня IκB можна 

запропонувати як ключовий механізм участі вітаміну D3 у попередженні 

розвитку оксидативно-нітрозативного стресу та загибелі гепатоцитів при 

тривалому введенні ГК. Більше того, продемонстровано коригувальний ефект 

вітаміну D3 на вміст 25ОНD у сироватці крові та на індуковані преднізолоном 

порушення експресії компонентів D-ауто/паракринної системи (VDR та 

CYP27B1) у різних тканинах. 

Встановлено, що розвиток D-гіповітамінозу та порушення метаболізму 

холекальциферолу за дії преднізолону вели до порушення мінерального обміну 

та структурно-функціонального стану кісткової тканини, що виявлялось у 

гіпофосфатемії, гіпокальціємії, зростанні активності лужної фосфатази у 

сироватці крові та зменшенні вмісту мінеральних компонентів у кістковій 

тканині.  За допомогою методу «3-х точкового прогинання» показано зниження 

основних біомеханічних характеристик стегнової кістки, а також виявлено 

зменшення вмісту маркеру процесу остеосинтезу – протеїну остеокальцину. 

Позитивний ефект призначення вітаміну D3 на тлі глюкокортикоїдної терапії 

виявлявся у коригуванні перебігу мінерального обміну, частковому 
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нормалізуванні біомеханічних параметрів стегнової кістки та повному 

відновленні вмісту остеокальцину.  

З огляду на встановлене порушення процесу остеосинтезу за дії 

преднізолону, важливо було охарактеризувати також і перебіг процесу 

резорбції, а саме вивчити стан NF-κB-асоційованого сигнального шляху 

RANKL/RANK/OPG за ГК-індукованого остеопорозу.  

Продемонстровано, що компоненти системи NF-κB/IκB є ключовими 

регуляторами у взаємодії RANKL/RANK/OPG, VDR- та GR-опосередкованих 

сигнальних шляхів у різних тканинах щурів. У кістковому мозку на тлі 

зменшеного рівня протеїну глюкокортикоїдного рецептору (GR) та OPG 

спостерігалось збільшення вмісту RANKL та його зв’язування з RANK (за 

побудованою 3D-моделлю формування комплексів RANKL з RANK на 

поверхні преостеокластів) за тривалого введення преднізолону. Більше того, 

показано ГК-індуковане активування (фосфорилювання) NF-κB та його 

транслокація до ядра. Вперше продемонстровано зростання кількості RANK-

позитивних попередників остеокластів за дії преднізолону у кістковому мозку, 

периферичній крові та селезінці. У кістковій тканині виявлено ГК-індуковане 

зменшення співвідношення OPG/RANKL та вмісту протеїну RANK, що є 

ознакою порушення процесу ремоделювання. Показано, що за рахунок 

суттєвого підвищення вмісту IκB спостерігалось інгібування активності NF-κB 

у кістковій тканині. Виявлено, що введення вітаміну D3 мало коригувальний 

ефект на індуковані преднізолоном порушення експресії компонентів систем 

RANKL/RANK/OPG та NF-κB/IκB у кістковому мозку та кістковій тканині 

щурів. Вперше показано здатність вітаміну D3 частково нормалізувати пул 

циркулюючих преостеокластів. 

Вперше продемонстровано участь цитокінової системи 

RANKL/RANK/OPG у проявах ГК-індукованої гепатотоксичності. Виявлено, 

що за дії преднізолону знижувався відносний вміст RANK та зростав рівень 

прозапальних цитокінів RANKL та TNFα, що призводило до активування NF-

κB у печінці та хронізації запального процесу. Показано, що вітамін D3 за дії 
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преднізолону нормалізував вміст RANKL і RANK та інгібував транслокацію 

NF-κB до ядра, що корелювало зі зменшенням інтенсивності процесів некрозу 

та апоптозу гепатоцитів. 

Отримані у дисертаційній роботі експериментальні результати мають 

важливе значення для медичної біохімії, фармакології, токсикології та 

медицини, оскільки значно поглиблюють та розширюють сучасні уявлення про 

клітинно-молекулярні особливості розвитку глюкокортикоїд-індукованого 

остеопорозу та залучення NF-κB-асоційованих сигнальних шляхів у патогенез 

даного захворювання. Завдяки виявленій здатності вітаміну D3 модулювати 

стан сигнальних шляхів, асоційованих з NF-κB, а саме RANKL/RANK/OPG, 

VDR та GR у різних органах та тканинах, обґрунтована доцільність 

використання холекальциферолу з метою коригування перебігу процесів 

остеосинтезу та резорбції кісткової тканини за тривалої терапії 

глюкокортикоїдами. Результати дослідження слугують теоретичною основою 

для науково обгрунтованих практичних рекомендацій щодо комплексного 

застосування вітаміну D3 як ефективного засобу коригування преднізолон-

індукованих порушень ремоделювання кісткової тканини та зниження проявів 

гепатотоксичності.  

Ключові слова: глюкокортикоїд-індукований остеопороз, 

гепатотоксичність, вітамін D3, D-ауто/паракринна система, ремоделювання 

кісткової тканини, цитокінова система RANKL/RANK/OPG, ядерний фактор 

транскрипції κB. 
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Synthetic glucocorticoids (GCs) are widely used in medicine as an effective 

anti-inflammatory, immunosuppressive and antiallergic drugs. However, a prolonged 

use of GCs is associated with pathologic complications, the most frequent among 

which is the glucocorticoid-induced osteoporosis (GIO). Thus, it is an important 

theoretical and clinical problem to determine molecular and cellular mechanisms 

underlying GC-induced osteoporosis and the ways to correct impairments in the bone 

tissue functioning during a long-term glucocorticoid therapy. 

This PhD thesis is dedicated to studying the role of the NF-κB-dependent 

signalling pathway RANKL/RANK/OPG in the mechanisms of disturbances in bone 

tissue remodeling under experimental glucocorticoid-induced osteoporosis and the 

evaluation of the possible corrective effect of vitamin D3 (cholecalciferol). We 

demonstrated for the first time the clear dependence between vitamin D deficiency 

and the impairments in the NF-κB-dependent signalling pathways in various rat 

tissues under GIO. 

The state of the vitamin D auto/paracrine system (based on the CYP27B1 and 

VDR levels) in the bone tissue, bone marrow, and the liver was characterized; it was 

shown that along with a decrease in the level of 25-dihydroxivitamin D (25OHD), a 

vitamin D status marker, in the serum and a decrease in the VDR tissue content there 

are glucocorticoid-induced tissue-specific disturbances in CYP27B1 level: 

specifically, an inhibition of the protein CYP27B1 synthesis in the bone marrow and 

an increase in mRNA expression in the bone tissue.  

It was found out that liver tissue damage is one of the adverse effects of the 

prolonged GC treatment. This, in turn, leads to the aberrant vitamin D hydroxylation 

in hepatocytes and decreased 25OHD content. We suppose that one of the 

mechanisms of prednisolone-induced hepatotoxicity is the development of oxidative-

nitrosative stress. GC-induced NF-κB activation led to an increased level of NO 

production (probably, due to the enhanced iNOS expression) and caused the elevation 

of protein nitration (as determined by the level of 3-nitrotyrosine in the liver tissue). 

This resulted in an increase in necrotic (based on the number of PI-positive cells) and 

apoptotic (based on the caspase-3 level) cell death among hepatocytes after 
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prednisolone action. The VDR-mediated effect of cholecalciferol on hepatocytes 

based on the reduction of the NF-κB phosphorylation and the raise in the IκB-α level 

in response to prednisolone-induced NF-κB overactivation and the induction of iNOS 

synthesis can be proposed as the key mechanism explaining the effectiveness of 

vitamin D3 in preventing the development of oxidative-nitrosative stress and cell 

death under the long-term GC administration. Moreover, the corrective effect of 

vitamin D3 on the 25OHD content in the serum and on the prednisolone-induced 

impairments of the expression of the vitamin D auto/paracrine system components 

(VDR and CYP27B1) in different tissues was demonstrated. 

It was shown that prednisolone-induced vitamin D deficiency and impairments 

in cholecalciferol metabolism led to the disturbances in mineral metabolism and in 

the structural and functional state of the bone tissue. It was confirmed by the 

development of hypophosphatemia, hypocalcemia, increased activity of alkaline 

phosphatase in the serum, and the reduced content of mineral components in bone 

tissue. Using the three-point bending test, the reduction of the basic biomechanical 

parameters of rat femurs was shown. Additionally, a decrease in the content of the 

main molecular marker of osteosynthesis (osteocalcin) was detected. Vitamin D3 

administration during the glucocorticoid therapy contributed to the correction of 

mineral metabolism, partial normalization of biomechanical parameters of rat femurs, 

and complete restoration of the osteocalcin content. 

Given the established violation in the osteosynthesis process after prednisolone 

administration, it was also important to characterize bone resorption, namely, to 

investigate the role of the NF-κB-associated signalling pathway 

RANKL/RANK/OPG in the pathogenesis of GC-induced osteoporosis. It was 

demonstrated that the NF-κB/IκB system is the key molecular switch in the 

interaction of RANKL/RANK/OPG, VDR- and GR-mediated signalling pathways in 

different rat tissues. Along with the reduced GR and OPG levels in the bone marrow 

there was an increase in the content of RANKL and its enhanced binding to RANK 

(based on a 3D-model of RANKL/RANK interaction on the preosteoclast surface). A 

reduced OPG/RANKL ratio in bone tissue was found, suggesting impairments in 
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bone remodeling. After long-term GC administration, NF-κB activation and its 

translocation to the nuclei in bone marrow cells was shown, while in the bone tissue 

NF-κB inhibition due to a significant increase in IκB content was observed. An 

elevation in the number of RANK-positive osteoclast precursors after prednisolone 

action in the bone marrow, peripheral blood, and spleen was shown for the first time. 

Vitamin D3 administration exerted a corrective effect on prednisolone-induced 

impairments in the expression of the components of RANKL/RANK/OPG axis and 

NF-κB/IκB system in rat bone marrow and bone tissue. The ability of vitamin D3 to 

partially normalize the pool of circulating osteoclast precursors was shown. 

The role of the RANKL/RANK/OPG axis in the development of GC-induced 

hepatotoxicity was demonstrated. After prednisolone administration the RANK 

content was decreased and the levels of the proinflammatory cytokines RANKL and 

TNFα were elevated. This led to the activation of NF-κB in the liver and to the 

development of chronic inflammation process. Vitamin D3 treatment after 

prednisolone administrartion normalized the content of RANKL and RANK and 

inhibited the NF-κB translocation to the nucleus that may contribute to a decrease in 

the intensity of necrosis and apoptosis processes in the liver. 

The experimental results obtained in this PhD thesis are important for medical 

biochemistry, pharmacology, toxicology, and medicine, since they considerably 

deepen and broaden the modern understanding of cellular and molecular aspects of 

the development of secondary glucocorticoid-induced osteoporosis and the role of 

NF-κB-associated signalling pathways in the pathogenesis of this disease. Based on 

the ability of vitamin D3 to modulate the state of the NF-κB-associated signalling 

pathways (RANKL/RANK/OPG, VDR and GR) in different organs and tissues, we 

can recommend to use cholecalciferol in order to correct the impaired balance 

between osteosynthesis and bone resorption after long-term glucocorticoid therapy. 

The results of the study are the theoretical basis for scientifically substantiated 

practical recommendations for application of vitamin D3 as an effective compaund 

for correcting GC-induced disturbances of bone remodeling and liver functioning. 
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ВСТУП 

Актуальність теми. Синтетичні глюкокортикоїди (ГК) є загально 

визнаними ефективними протизапальними, імуносупресивними та 

протиалергічними препаратами, які широко застосовуються в медицині [1]. 

Однак відомо, що у пацієнтів, які тривалий час приймають стероїдні 

протизапальні препарати, виникає підвищений ризик розвитку остеопорозу [2].  

Остеопороз – поліетіологічне прогресуюче системне захворювання 

скелету, що характеризується втратою маси кісток та зниженням їх щільності, 

порушенням мікроархітектоніки (руйнуванням трабекул) та підвищенням 

ризику переломів навіть при мінімальних навантаженнях [3]. За даними 

Всесвітньої організації охорони здоров’я, остеопороз як причина інвалідизації й 

смертності займає четверте місце після захворювань серцево-судинної системи, 

онкологічних та цукрового діабету [4]. Тому коригування порушень 

функціонування кісткової тканини за тривалої глюкокортикоїдної терапії є 

надзвичайно актуальною теоретичною та клінічною проблемою, проте 

молекулярні механізми, що лежать в основі розвитку ГК-індукованого 

остеопорозу (ГІО) на сьогодні залишаються недостатньо з’ясованими. 

Вітамін D3 (холекальциферол) є регулятором процесу ремоделювання 

кісткової тканини, а його недостатність вважається одним з провідних чинників 

розвитку остеопорозу за тривалої дії ГК. Біомаркером забезпеченості організму 

вітаміном D є вміст 25-гідроксивітаміну D (25ОНD) у сироватці крові, який в 

нормі знаходиться в межах 100-150 нмоль·л-1 (40-60 нг·мл-1). 25ОНD є 

попередником утворення гормональної форми – 1,25-дигідроксивітаміну D 

(1,25(OH)2D) з добре вивченими класичними ефектами, пов’язаними з 

регулюванням кальцієвого гомеостазу [5]. Проте наявність практично у всіх 

клітинах тканин організму рецепторів вітаміну D (VDR), що функціонують як 

ліганд-активовані транскрипційні фактори, та експресії 25ОНD-1α-гідроксилази 

(CYP27B1), яка забезпечує гідроксилювання 25ОНD з утворенням 1,25(OH)2D, 

обґрунтовує множинні регуляторні ефекти – контроль проліферування та 

диференціювання клітин, імунної відповіді, ангіогенезу та апоптозу [6]. 
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Відомо, що кальцитріол (гормонально активна форма вітаміну D3) 

забезпечує узгодженість процесів резорбції і формування кісткової тканини. 

Порушення системного гормонального та місцевого (цитокінового) 

регулювання активності остеобластів та остеокластів вважається центральною 

ланкою патогенезу остеопорозу. На молекулярному рівні регулювання процесу 

ремоделювання кісткової тканини реалізується через VDR-опосередкований 

вплив на транскрипційне активування NF-κB та експресію залежних від нього 

генів.  

Відкриття цитокінової системи RANKL (ліганд рецептора активатора 

ядерного фактора ĸB)/ RANK (рецептор активатор ядерного фактора ĸB)/ OPG 

(остеопротегерин), що бере участь у контролі резорбції та діє через активування 

NF-κB, обумовило значний прогрес у розумінні процесів ремоделювання 

кісткової тканини та механізмів розвитку захворюваннях скелету, зокрема 

остеопорозу [7]. RANKL продукується як стромальними клітинами кісткового 

мозку і остеобластами, так і активованими дендритними клітинами та Т-

лімфоцитами, що підкреслює важливість остеоімунної взаємодії у регулюванні 

ремоделювання кісткової тканини. Взаємодія RANKL з RANK призводить до 

активування попередників остеокластів у кістковому мозку та перетворення їх 

на зрілі активні багатоядерні остеокласти. Остеопротегерин діє як рецептор-

пастка RANKL, нейтралізуючи його дію і тим самим блокуючи процес 

резорбції [8]. Порушення співвідношення OPG/RANKL може бути одним з 

механізмів розвитку захворювань кісткової тканини. З огляду на це, цитокінова 

система RANKL/RANK/OPG вважається перспективною молекулярною 

мішенню для здійснення коригування процесу ремоделювання за різних 

патологій кісткової тканини.  

Актуальним залишається питання яким чином дефіцит вітаміну D та 

порушення синтезу компонентів D-ауто/паракринної системи у органах-

мішенях пов’язані зі змінами RANKL/RANK/OPG-сигналювання та експресії 

транскрипційного фактору NF-κB, який контролює утворення TNFα, VEGF, 

інтерлейкінів, iNOS і чи корелюють ці зміни з порушенням процесу 
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ремоделювання кісткової тканини за ГІО. Особливий медико-біологічний 

інтерес становить обґрунтування можливості застосування вітаміну D3 та його 

активних метаболітів як перспективних засобів для коригування патологічних 

змін у кістковій тканині за умов тривалого введення глюкокортикоїду 

преднізолону.  

Звʼязок з науковими програмами, планами, темами. Робота 

виконувалась у 2014-2017 рр. в рамках наукових тем лабораторії медичної 

біохімії (з 01.03.2016 р. – відділу біохімії вітамінів і коензимів) Інституту 

біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України: 1) «Роль вітамінів А, Е, В1, РР, D3, 

убіхінону та їх коензимів у забезпеченні функціонування спеціалізованих 

клітин за норми та за умов ініціації їх загибелі» (2012-2016 рр., тема № 4, 

державний реєстраційний номер 0112U002625), розділ теми «Дослідження 

регуляторної ролі вітаміну D3 у функціонуванні спеціалізованих клітин в нормі 

та за патологій, що індукують їх загибель»; 2) «Механізми регуляції 

внутрішньоклітинних сигнальних мереж, міжклітинних та міжмолекулярних 

взаємодій» (2012-2016 рр., тема № 15, державний реєстраційний номер 

0112U002624), розділ теми «Взаємозв’язок вітамін D3- та NF-κB-сигнальних 

шляхів в регуляції клітинних функцій у нормі та за патології». Pоботу було 

підтримано стипендіями за результатами конкурсу на кращу наукову роботу 

Інституту біохімії ім. О.В. Палладіна НАН України (2015 р., 2018 р.).  

Мета і завдання дослідження. Метою дисертаційної роботи було 

дослідити роль NF-κB-асоційованого регуляторного сигнального шляху 

RANKL/RANK/OPG у механізмах розвитку порушень ремоделювання кісткової 

тканини за експериментального глюкокортикоїд-індукованого остеопорозу та 

оцінити коригувальний вплив вітаміну D3.  

Відповідно до мети були поставлені наступні завдання: 

1) визначити рівень забезпеченості організму піддослідних тварин вітаміном 

D за вмістом 25ОНD у сироватці крові та за вмістом VDR та CYP27B1 у 

кістковому мозку, кістковій тканині та тканині печінки охарактеризувати стан 

вітамін D-ауто/паракринної системи за експериментального остеопорозу; 
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2) дослідити стан мінерального обміну в організмі щурів за вмістом 

кальцію, фосфатів, активністю лужної фосфатази і її ізоензимів у сироватці 

крові та кістковій тканині за дії преднізолону і вітаміну D3; 

3) вивчити стан цитокінової системи RANKL/RANK/OPG за ГК-

індукованого остеопорозу в залежності від рівня забезпеченості організму 

вітаміном D та за вмістом маркерів ремоделювання кісткової тканини оцінити 

інтенсивність остеобласто- та остеокластогенезу в нормі та за остеопорозу; 

4) охарактеризувати стан системи NF-κB/IκB та дослідити її роль у взаємодії 

RANK-, VDR- та GR-сигналювання у тканинах щурів за ГК-індукованого 

остеопорозу та при дії вітаміну D3; 

5) оцінити рівні тканинного синтезу залежних від NF-κB функціонально 

важливих протеїнів (фактору росту ендотелію судин – VEGF, фактору некрозу 

пухлин альфа – TNFα, індуцибельної NO-синтази – іNOS) та визначити їх роль 

в процесах вітамін D-опосередкованого ремоделювання кісткової тканини за 

ГК-індукованого остеопорозу та при дії вітаміну D3.  

Об’єкт дослідження: D-ауто/паракринна система та NF-κB-асоційовані 

сигнальні шляхи за дії преднізолону. 

Предмет дослідження: компоненти D-ауто/паракринної системи, 

компоненти цитокінової системи RANKL/RANK/OPG як центрального 

регулятору ремоделювання кісткової тканини, транскрипційний фактор NF-κB 

як інтегральний компонент RANK-, VDR- та GR-опосередкованих сигнальних 

шляхів за дії преднізолону та вітаміну D3. 

Методи дослідження. Для реалізації основних завдань дисертаційної 

роботи були використані наступні методи дослідження:  

• біохімічні (спектрофотометрія): для визначення рівня мінеральних 

компонентів сироватки крові та кісткової тканини, активності загальної лужної 

фосфатази та її ізоензимів;  

• біомеханічні та гістологічні: для встановлення структурних змін кісткової 

тканини;  
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• імунохімічні (ELISA, вестерн-блот аналіз, імуноцито- та імуногістохімія): 

для визначення рівня 25ОНD у сироватці крові, відносного вмісту цільових 

протеїнів у лізатах різних тканин щурів; 

• методи молекулярної біології (полімеразна ланцюгова реакція у 

реальному часі): для визначення рівня експресії цільових генів; 

• протокова цитофлуориметрія: для ідентифікування клітин-попередників 

остеокластів та визначення рівня продукування активних форм кисню (АФК) та 

азоту;  

• конфокальна мікроскопія: для встановлення колокалізації цільових 

протеїнів та для підтвердження транслокації NF-κB до ядра в клітинах 

кісткового мозку;  

• методи статистичного аналізу: для обробки результатів досліджень за 

допомогою комп’ютерних програм MS Exel та Origin. 

Наукова новизна одержаних результатів. У роботі вперше було 

показано залежність між дефіцитом вітаміну D в організмі та порушеннями NF-

κB-асоційованих сигнальних шляхів у різних тканинах щурів за ГК-

індукованого остеопорозу. Охарактеризовано стан D-ауто/паракринної системи 

(за вмістом CYP27B1 та VDR) у кістковій тканині, кістковому мозку та печінці 

та встановлено, що на тлі зниження вмісту VDR спостерігаються ГК-індуковані 

тканинноспецифічні порушення синтезу CYP27B1: пригнічення синтезу 

протеїну CYP27B1 у кістковому мозку та збільшення експресії мРНК у 

кістковій тканині.  

Продемонстровано, що компоненти системи NF-κB/IκB є ключовими 

регуляторами у взаємодії RANKL/RANK/OPG, VDR- та GR-опосередкованих 

сигнальних шляхів у різних тканинах щурів. У кістковому мозку на тлі 

зменшеного рівня протеїну глюкокортикоїдного рецептору (GR) та OPG 

спостерігалось збільшення вмісту RANKL та його зв’язування з RANK (за 

побудованою 3D-моделлю формування комплексів RANKL з RANK на 

преостеокластах) за тривалого введення преднізолону. Більше того, показано 

активування (фосфорилювання) NF-κB та його транслокація до ядра. Вперше 

https://uk.wikipedia.org/wiki/%D0%9C%D0%BE%D0%BB%D0%B5%D0%BA%D1%83%D0%BB%D1%8F%D1%80%D0%BD%D0%B0_%D0%B1%D1%96%D0%BE%D0%BB%D0%BE%D0%B3%D1%96%D1%8F#.D0.9C.D0.B5.D1.82.D0.BE.D0.B4.D0.B8_.D0.BC.D0.BE.D0.BB.D0.B5.D0.BA.D1.83.D0.BB.D1.8F.D1.80.D0.BD.D0.BE.D1.97_.D0.B1.D1.96.D0.BE.D0.BB.D0.BE.D0.B3.D1.96.D1.97


 

 

23 

продемонстровано зростання кількості RANK-позитивних попередників 

остеокластів за дії преднізолону у кістковому мозку, периферичній крові та 

селезінці. У кістковій тканині виявлено ГК-індуковане зменшення 

співвідношення OPG/RANKL, що є ознакою порушення процесу 

ремоделювання. Показано, що за рахунок суттєвого підвищення вмісту IκB 

спостерігалось інгібування активності NF-κB у кістковій тканині. Виявлено, що 

введення вітаміну D3 мало коригувальний ефект на індуковані преднізолоном 

порушення експресії компонентів D-ауто/паракринної системи (VDR та 

CYP27B1) та зміни вмісту компонентів систем RANKL/RANK/OPG та NF-

κB/IκB у кістковому мозку та кістковій тканині щурів. Вперше показано 

здатність вітаміну D3 частково нормалізувати пул циркулюючих 

преостеокластів. 

Вперше продемонстровано участь цитокінової системи 

RANKL/RANK/OPG у проявах ГК-індукованої гепатотоксичності. За дії 

преднізолону знижувався вміст RANK та зростав рівень прозапальних 

цитокінів RANKL та TNFα. Активування NF-κB у печінці призводило до 

посиленого синтезу iNOS, зростання продукування NO, збільшення вмісту 

нітрозильованих протеїнів (за рівнем 3-нітротирозину в тканині печінки) та 

посилення некротичної (за кількістю РІ-позитивних клітин) і апоптотичної (за 

вмістом каспази-3) загибелі гепатоцитів. Показано, що вітамін D3 на тлі дії 

преднізолону нормалізував вміст RANKL та RANK, зменшував вміст маркерів 

оксидативно-нітрозативного стресу за рахунок VDR-опосередкованого 

інгібування NF-κB та підвищення вмісту IκB у печінці, що корелювало зі 

зменшенням інтенсивності процесів некрозу та апоптозу гепатоцитів. 

Практична значимість. Отримані у дисертаційній роботі 

експериментальні результати мають важливе значення для медичної біохімії, 

фармакології, токсикології та медицини, оскільки значно поглиблюють та 

розширюють сучасні уявлення про клітинно-молекулярні особливості розвитку 

вторинного глюкокортикоїд-індукованого остеопорозу та роль NF-κB-

асоційованих сигнальних шляхів у патогенезі даного захворювання. Завдяки 
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виявленій здатності вітаміну D3 модулювати стан сигнального шляху 

RANKL/RANK/OPG та системи NF-κB/IκB обґрунтована доцільність 

використання холекальциферолу з метою коригування перебігу процесів 

остеосинтезу та резорбції кісткової тканини за тривалої терапії 

глюкокортикоїдами. Результати дослідження слугують теоретичною основою 

для науково обгрунтованих практичних рекомендацій щодо комплексного 

застосування вітаміну D3 як ефективного засобу коригування преднізолон-

індукованих порушень ремоделювання кісткової тканини та зниження проявів 

гепатотоксичності. Результати досліджень використовуються у навчальному 

процесі та науковій роботі науково-дослідного інституту експериментальної та 

клінічної медицини Національного медичного університету імені О.О. 

Богомольця. 

Особистий внесок здобувача. Здобувачем самостійно здійснено пошук 

та аналіз сучасних джерел літератури відповідно до теми дисертаційної роботи, 

здійснено підбір та опрацювання молекулярно-біологічних та біохімічних 

методів дослідження, виконано експериментальну частину роботи протягом 

2014-2017 рр., статистично проаналізовано, оформлено та узагальнено одержані 

результати досліджень. 

Планування та розробка загальної концепції роботи, аналіз та 

обговорення отриманих експериментальних даних, формулювання основних 

положень і висновків дисертаційної роботи, підготовка до друку наукових 

публікацій проводились спільно з науковим керівником д.б.н., проф. Великим 

М.М. та керівником наукової групи, к.б.н., ст.н.с. Шиманським І.О. 

Дослідження біомеханічних параметрів кісткової тканини піддослідних 

тварин методом «3-х точкового прогинання» були виконані на базі відділу 

анатомії та клітинної біології медичного факультету Університету м. Оулу 

м.н.с. Лабудзинським Д.О. Гістологічні зрізи кісткової тканини зроблені на базі 

відділу гістології та ембріології Національного медичного університету імені 

О.О. Богомольця у співпраці з к.б.н. Савосько С.І. 
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Апробація результатів дисертації. Основні наукові положення 

дисертаційної роботи були представлені у вигляді усних та постерних 

доповідей на конференції-конкурсі молодих вчених «Актуальні проблеми 

біохімії та біотехнології» (Київ, Україна, 2014 та 2016 рр.), ХІ Українському 

біохімічному конгресі (Київ, Україна, 2014 р.), 2nd International conference 

«Vitamin D – minimum, maximum, optimum» (Варшава, Польща, 2015 р.), 16th 

International Conference of Biochemistry and Molecular Biology (Ванкувер, 

Канада, 2016 р.), ECNP Workshop for junior scientists in Europe (Ніца, Франція, 

2017), 30th ECNP Congress (Париж, Франція, 2017), FEBS Advanced Lecture 

Course ALC17-012 «Nuclear receptors and epigenomic mechanisms in human 

disease and aging» (о. Спеце, Греція, 2017), 18th FEBS Young Scientists' Forum та 

43rd FEBS Congress (Прага, Чехія, 2018), XI Parnas Conference – Young Scientists 

Forum «Biochemistry and Molecular Biology for Innovative Medicine» (Київ, 

Україна, 2018 р.) та інших. 

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 7 статей як у 

закордонних, так і у вітчизняних провідних фахових журналах, та 11 тез 

доповідей у збірниках матеріалів міжнародних та вітчизняних наукових 

конгресів, конференцій та з’їздів. 

Структура та обсяг дисертації. Дисертація складається зі вступу, огляду 

літератури, опису матеріалів та методів досліджень, результатів роботи та їх 

обговорення, висновків та списку використаних джерел (220 найменувань). 

Дисертацію викладено на 162 сторінках друкованого тексту, загальна кількість 

ілюстрацій – 6 таблиць та 39 рисунків.   
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РОЗДІЛ 1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

 

1.1 Біологічна роль вітаміну D3 

1.1.1 Вітамін D-ендокринна система та обмін холекальциферолу 

 В останні роки спостерігається значне підвищення наукового інтересу до 

вивчення вітаміну D та його метаболізму у зв’язку з поширенням D-вітамінної 

недостатності в світі. Нещодавно у International Osteoporosis Foundation на 

основі епідеміологічних даних було складено світову карту забезпеченості 

вітаміном D і показано, що тільки 11,9% населення мали рекомендовані 

експертами рівні 25-гідроксивітаміну D (25OHD)  [9], що дає змогу 

констатувати пандемію D-дефіциту. Епідеміологічні, клінічні й 

експериментальні дослідження свідчать про тісний взаємозв’язок між 

дефіцитом 25OHD та підвищеним ризиком розвитку злоякісних новоутворень, 

аутоімунних, серцево-судинних, психічних захворювань, остеопорозу та 

діабету [10]. На даний час вітамін D розглядають як біомаркер здоров’я людини 

протягом усього життя й як фактор його довготривалості [11]. У ряді країн було 

розроблено національні рекомендації щодо добової норми вживання вітаміну D 

для різних вікових категорій громадян та вибору препаратів вітаміну D. 

Сьогодні з метою наукового обґрунтування та удосконалення шляхів  

застосування препаратів вітаміну D для запобігання розвитку асоційованих з 

дефіцитом холекальциферолу захворювань, велика увага приділяється 

вивченню молекулярних механізмів його дії, що реалізуються на геномному та 

негеномному рівнях. 

Усі представники вітамінів групи D відносяться до секостероїдів, які 

мають загальну кільцеву трієнову систему з трьома подвійними зв’язками в 

молекулі між атомами карбону в позиціях 5-6, 7-8 та 10-19 (Рис. 1.1).  

Термін «вітамін D» поєднує групу молекул, серед яких розрізняють 5 

форм: D1, D2, D3, D4 та D5. Найбільш розповсюдженими представниками є D2 

(С28Н44О, ергокальциферол, що утворюється з ергостеролу під дією сонячного 

світла здебільшого у рослинах) та D3 (С27Н44О, холекальциферол, що 
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утворюється в організмі тварин з 7-дегідрохолестеролу під впливом УФ-

опромінення), які традиційно відносять до жиророзчинних вітамінів. Вітамін D3 

не є вітаміном у класичному розумінні, оскільки він біологічно не активний, 

проте за рахунок двохстадійного гідроксилювання в організмі метаболізує у 

гормонально активну форму – 1,25-дигідроксихолекальциферол (1,25(ОН)2D3) 

та чинить множинні біологічні ефекти через взаємодію зі специфічними 

рецепторами [12]. 

 

Рис. 1.1 Структурні формули 

ергокальциферолу та  холекальциферолу 

[13] 

 

 

 

Унікальність вітаміну D3 полягає в тому, що забезпечення ним організму 

може відбуватися одночасно двома шляхами: через ендогенне утворення в 

шкірі під впливом ультрафіолетових променів та шляхом асиміляції 

екзогенного вітаміну D3 з харчових продуктів чи медичних препаратів [14].  

Ендогенне утворення вітаміну D3 відбувається у кератиноцитах шкіри під 

дією УФ-опромінення і включає 4 основні стадії: 1) біосинтез сквалену та 

холестеролу із ацетил-CoA в печінці; 2) перетворення сквалену в 7-

дегідрохолестерол (7-ДГХ) у кишечнику та шкірі; 3) фототрансформація 7-ДГХ 

в результаті фотолітичної неензиматичної реакції за УФ-опромінення (280-320 

нм) у термолабільний провітамін D3; 4) термічна ізомеризація (при +37°С) 

провітаміну у холекальциферол у глибоких шарах епідермісу [15]. 

Іншим шляхом забезпечення потреб організму у вітаміні D є його 

надходження з харчовими продуктами та фармацевтичними препаратами і 

подальше всмоктування в проксимальному відділі тонкого кишечника шляхом 

пасивної дифузії (засвоюваність становить 30-50%) [16]. Жовчні кислоти 

сприяють солюбілізації жиророзчинного вітаміну в водному середовищі з 

Вітамін D2   Вітамін D3 
(ергокальциферол)             (холекальциферол) 
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утворенням міцелярних структур та подальшим дифундуванням у кишечник, а 

потім в грудну лімфатичну протоку та кровоносну систему [17].  

Як ендогенно утворений, так і екзогенний вітамін D3 та його метаболіти 

циркулюють у крові у комплексі з вітамін D зв’язуючим протеїном (VDBP). 

Окрім транспортної функції VDBP також виконують роль депо 25OHD і буфера 

для запобігання занадто швидкому його надходженню до клітин-мішеней [18].  

Для утворення гормонально активної форми вітаміну D3 – 1,25(OH)2D3 – 

необхідним є послідовне двохстадійне гідроксилювання: спочатку у 25-, а потім 

у 1α-положенні (рис. 1.2). Перший етап гідроксилювання відбувається у 

печінці. Із кровотоку близько 70% вітаміну D3 поглинається клітинами печінки 

– ретикулоцитами і гепатоцитами.  

 

Рис. 1.2 Метаболізм вітаміну D3 в організмі [19]. 

 

В печінці процес 25-гідроксилювання вітаміну D3 здійснюється двома 

ізоформами гідроксилази: локалізованою на внутрішній мембрані мітохондрій 

(CYP27A1) та мікросомальними (CYP2D25 і CYP2R1) [20], [21]. Ефективність 
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процесу 25-гідроксилювання холекальциферолу залежить не тільки від 

забезпеченості організму вітаміном D та активності гідроксилюючих ензимів, 

але й від функціонального стану печінки [22].  

Після гідроксилювання в печінці 25ОНD транспортується у зв’язаній з 

VDBP формі до нирок або до інших органів [23], [24], де метаболізується до 

1,25(ОН)2D3 або 24,25(ОН)2D3 (рис. 1.2). Синтез активних похідних 

здійснюється ензимами 25ОНD 1α-гідроксилазою та 25ОНD 24-гідроксилазою, 

які локалізовані не тільки у мітохондріях клітин проксимальних звивистих 

канальців нирок, як вважалось раніше, але й у клітинах головного мозку, м’язів, 

кератиноцитах, волосяних фолікулах, β-клітинах підшлункової залози, 

макрофагах, лімфоцитах та інших, що свідчить про важливу роль вітаміну D3 у 

регулюванні їх фізіологічних функцій [25]. Вважається, що ренальний шлях 

синтезу 1,25(ОН)2D3 відповідає за реалізацію «кальціємічної дії» 

холекальциферолу, а екстраренальний – за ауто/паракринну регуляцію 

клітинного метаболізму.  

Основним регулятором ниркової 25ОНD 1α-гідроксилази є 

паратиреоїдний гормон (ПТГ), проте залучаються і інші регулятори – фосфат, 

Са2+, 1,25(OH)2D3, кальцитонін, естрогени, пролактин, гормон росту [26], [27]. 

При низькому рівні кальцію у сироватці крові переважає синтез 1,25(ОН)2D3, а 

утворення 24,25(ОН)2D3 інгібується.  

Експресія екстраренального CYP27B1 може регулюватись незалежно від 

концентрацій циркулюючого ПТГ, кальцію або 1,25(OH)2D3 [28], [29] та 

індукуватись локальними тканинними факторами, наприклад, у кератиноцитах 

та макрофагах – фактором некрозу пухлин-α (TNFα), інтерфероном-γ (ІFNγ) та 

іншими цитокінами [30], [31].  

Катаболізм вітаміну D3 відбувається за участю 25-гідроксивітамін D 24-

гідроксилази (CYP24A1), що експресується у всіх клітинах, функції яких 

регулюються 1,25(OH)2D3 [32]. CYP24A1 перетворює 1,25(OH)2D3 на 

1,24,25(OH)3D3 та 25OHD3 – на 24,25(OH)2D3.  
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Отже, серед регуляторних механізмів метаболізму вітаміну D можна 

виділити три основних: ПТГ активує  1α-гідроксилазу і знижує активність  24-

гідроксилази; кальцитріол, навпаки, інгібує 1α-гідроксилазу та стимулює 

активність 24-гідроксилази; низькі рівні кальцію у сироватці крові індукують 

синтез 1,25(ОН)2D3 та інгубують 24,25(ОН)2D3; а при високих концентраціях 

Са2+ спостерігається зворотня залежність.  

Таким чином, важливі відкриття щодо метаболізму холекальциферолу та 

залучення його гормонально активних форм у регулювання клітинних функцій 

дозволили виділити окрему вітамін D ауто/паракринну систему в багатьох 

органах та тканинах, яка включає рецептори вітаміну D та власні ензими для 

синтезу і катаболізму 1,25(ОН)2D3.  

 

1.1.2 Молекулярні механізми дії вітаміну D3 

Гормонально активні метаболіти вітаміну D реалізують біологічну дію 

двома шляхами: подібно до дії стероїдних гормонів на геномному рівні – через 

ядерні рецептори вітаміну D (VDR) або негеномним шляхом через мембранні 

рецептори або модуляцію інших сигнальних шляхів [33], [34].  

Вважається, що негеномний механізм дії реалізується через асоційовані з 

мембранами рецептори вітаміну D (mVDR) [35]. Інші джерела свідчать про те, 

що реалізація швидких ефектів може відбуватись за рахунок безпосереднього 

модулювання інших сигнальних шляхів або активності ензимів у клітинах-

мішенях [36]. Виявлено, що гормонально активні форми вітаміну D регулюють 

активність ензимів in vitro на ізольованих мембранних везикулах за відсутності 

VDR, без запуску транскрипції та синтезу нових протеїнів, що вказує на їх 

вплив безпосередньо на плинність мембран та їх функції [13]. Дослідження 

також показали, що 1,25(OH)2D3 може модулювати стан сигнальних шляхів, які 

запускаються на плазматичній мембрані через Wnt, трансформуючий фактор 

росту β (TGF-β) та епідермальний фактор росту (EGF) [36]. Отже, комплексна 

біологічна активность 1,25(OH)2D3 опосередковується не тільки геномною дією 
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через VDR, але й здатністю взаємодіяти з мембранно-асоційованими 

сигнальними шляхами, модулювати плинність мембран та активність ензимів.  

На геномному рівні  фізіологічна дія вітаміну D3 реалізується через 

високоспецифічні VDR, що належать до родини ядерних рецепторів, підродини 

рецепторів гормонів щитовидної залози і ретиноєвої кислоти [37]. VDR – 

протеїн з 427 амінокислотних залишків, з молекулярною масою 72-80 кДа [38], 

що має класичну доменну структуру:  

1) аміно-кінець є змінної довжини і містить трансактиваційний домен (AF-1) 

та ДНК-звʼязувальний домен (DBD) з двома мотивами типу цинкових пальців, 

які відповідають за протеїн-ДНК взаємодію; 

2)  карбокси-кінець містить ліганд-звʼязувальний домен (LBD) та AF-2 

домен. С-кінець складається з 12 α-спіралей, амінокислотні залишки яких 

утворюють динамічну ліганд-зв’язувальну кишеню. Взаємодія VDR з 

1,25(OH)2D3 веде до утворення двох поверхонь для зв’язування, одна з яких 

полегшує взаємодію з гетеродимерним партнером, необхідним для зв’язування 

специфічної ДНК, а інша має важливе значення для залучення корегуляторного 

комплексу, необхідного для модулювання експресії генів [39]–[41]. 

3) шарнірний неструктурований регіон, що зв’язує DBD та LBD [42]. 

Гормонально активні метаболіти вітаміну D3 проявляють свій 

фізіологічний ефект подібно до дії стероїдних гормонів за наступною 

узагальненою схемою (рис. 1.3):  

1) 1,25(ОН)2D3 проникає у клітину-мішень і звʼязується з вільними 

цитоплазматичними VDR; 

2) утворений комплекс 1,25(ОН)2D3-VDR проникає до ядра клітини, де 

зв’язується з X-рецептором ретиноєвої кислоти (RXR). Гетеродимерний 

комплекс 1,25(ОН)2D3-VDR/RXR із залученням різних коактиваторів та 

корепрессорів взаємодіє зі специфічними послідовностями – «елементами 

відповіді на вітамін D» (VDRE) у проксимальних промоторах та дистальних 

регуляторних регіонах таргетних генів-мішеней. Коактиваторні комплекси 

протеїнів взаємодіють з С-кінцевим AF-2 доменом VDR [43]. 
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3) 1,25(ОН)2D3-VDR/RXR гетеродимер трансактивує гени-мішені 

шляхом зв’язування з двома прямими гексамерними повторами 

(A/G)G(G/T)ТСA у VDRE, розділеними трьома неспецифічними нуклеотидами. 

VDR також опосередковує 1,25(OH)2D3-залежну трансрепресію шляхом 

зв’язування з негативними VDREs (nVDREs). Проте механізми негативного 

регулювання через VDR є значно менш вивченими та можуть включати дію 

VDR в якості кофактора, який пригнічує експресію генів через взаємодію з 

іншими транскрипційними факторами без прямого зв’язування з ДНК [44]. 

 

 

Рис. 1.3 Механізм дії вітаміну D3 [45] 

 

Отже, VDR, діючи як лігандкерований транскрипційний фактор, здатний 

генерувати біологічну відповідь у більш ніж 40 тканинах-мішенях, 

контролюючи прямо або опосередковано експресію понад 500 генів. Більше 

того, показана здатність VDR функціонувати за відсутності 1,25(OH)2D3, 

зв’язуючи інші ліпофільні ліганди, такі як токотріенол, літохолева кислота та 

поліненасичені жирні кислоти, хоча і з низькою афінністю [38]. 

Велика кількість VDR знаходиться у клітинах шлунково-кишкового 

тракту (дванадцятипала, тонка, товста кишки) та остеобластах; менше – в 

клітинах нирок, щитоподібної залози, шкіри, підшлункової залози, гіпофізу, 

міокарду, плаценти, лейкоцитах. На сьогодні встановлено, що відповідь на 

зв’язування 1,25(OH)2D3 з VDR є тканинноспецифічною [26]. 

 

Гетеродимеризація  Ядро 

 

Трансактивування/трансрепресія 
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Порушення функціонування VDR повʼязане з розвитком патологічних 

процесів у кістковій тканині (остеопороз, D-резистентний рахіт, остеоартрит, 

остеопенія), злоякісним ростом, імунними, метаболічними, нирковими 

(сечокамʼяна хвороба), серцево-судинними патологіями (атеросклероз, 

гіпертонія, інфаркт міокарда), запальними захворюваннями (аутоімунний 

гепатит, цукровий діабет II типу, вовчак, цироз, хвороба Аддісона, псоріаз, 

хвороба Крона, артрит, астма, пародонтит, розсіяний склероз), неврологічними 

розладами (бічний аміотрофічний склероз, хвороба Альцгеймера), підвищеною 

чутливістю до інфекцій і порушеннями росту (низька вага при народженні, 

низька маса тіла). Миші, нокаутні за VDR, окрім вищезазначених розладів, 

мають також невелику тривалість життя (рис. 1.4). 

 

 

 

Рис.1.4 Миша, нокаутна за VDR [46] 

 

 

 

Такі важкі наслідки, викликані порушенням функцій VDR, пояснюються 

великою кількістю генів, що знаходяться під його контролем. Окрім генів, що 

залучені у регулювання мінерального обміну, були ідентифіковані інші гени-

мішені, cеред яких кальцієві та фосфатні транспортери в кишечнику і нирках,  

фактор диференціювання остеокластів – ліганд рецептора активатора NF-κB 

(RANKL) [47], остеокальцин [48], остеопонтін та інші. Вітамін D регулює 

також генні мережі, задіяні в обміні жовчних кислот, деградації ксенобіотиків, 

диференціюванні кератиноцитів в шкірі, розвитку волосяних фолікулів [46].  

Наразі використовуються нові методики, такі як імунопреципітація 

хроматину з гібридизацією на ДНК-мікрочипах (ChIP-chip) та з високо-

ефективним секвенуванням (ChIP-seq) або робота з трансгенними мишами, які 
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дозволять в деталях розуміти, як саме комплекс 1,25(OH)2D3/VDR модулює 

генні мережі у різних типах клитин. 

 

1.1.3 Плейотропні ефекти вітаміну D3 

Погляди щодо фізіологічної ролі вітаміну D3 в організмі тривалий час 

обмежувались тільки так званими «класичними» ефектами, а саме його участю 

у регулюванні мінерального обміну. Проте на сьогодні відомо, що вітамін D3 

чинить багато інших некласичних ефектів в різних органах. Плейотропність дії 

холекальциферолу обумовлена наявністю рецепторів до його гормонально 

активних форм та ензиму 1α-гідроксилази у різних тканинах. Локальне 

продукування 1,25(OH)2D3 істотно не впливає на його загальний циркулюючий 

рівень, проте є активним тканинноспецифічним паракринним регулятором [49].  

Виділяють 3 групи процесів від клітинного до системного рівня, що 

регулюються за участю вітаміну D3: 

1) регуляція проліферування, диференціювання та апоптозу клітин; 

2) регуляція обміну речовин в організмі: протеїнового, ліпідного, 

мінерального; регуляція синтезу рецепторів, ензимів, гормонів (ПТГ, 

кальцитоніну, тиротропіну, глюкокортикоїдів, пролактину, інсуліну тощо); 

3) регуляція функціональної активності багатьох органів та систем: імунної, 

репродуктивної, серцево-судинної, шлунково-кишкового тракту, печінки, 

нирок, підшлункової залози та інших. 

На сьогодні найбільш вивченими є класичні ефекти вітаміну D3, а саме 

вплив на обмін кальцію та фосфатів. Кальцитріол підтримує рівень кальцію та 

неорганічних фосфатів в сироватці крові у вузьких фізіологічних межах (2,10-

2,55 ммоль/л) [50] за рахунок впливу на їх всмоктування в кишечнику, 

реабсорбцію в ниркових канальцях та мобілізацію із кісткової тканини.  

Молекулярні механізми підтримання кальцієвого гомеостазу та його 

взаємозв’язок з метаболізмом кісткової тканини є досить складними та тісно 

переплетеними [51]. При низькій концентрації іонів кальцію запускається 

механізм резорбтивної мобілізації кальцію з кісткової тканини для підтримання 
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його нормального рівня у сироватці. Вітамін D3 в організмі забезпечує гнучку 

систему підтримання гомеостазу кальцію в залежності від його вмісту в раціоні 

й сироватці крові, співвідношення активних метаболітів вітаміну D3 та інших 

факторів. При нестачі кальцитріолу порушується утворення фосфату кальцію і 

кристалів гідроксиапатиту в органічному матриксі кісткової тканини, що 

призводить до розвитку рахіту та остеомаляції [46]. Кальцитріол разом з ПТГ і 

кальцитоніном складають тріаду кальціотропних гормонів, дія яких спрямована 

на підтримання сталого рівня кальцію і фосфатів у сироватці в межах 

фізіологічного діапазону.  

Узгоджене функціонування остеолітичних (остеокласти) та остеогенних 

(остеобласти) клітин забезпечує адекватний перебіг ремоделювання кісткової 

тканини [52]. Одним з найважливіших факторів, що регулюють 

ремоделювання кісткової тканини, є гормонально активні форми вітаміну D3, 

які модулюють процеси проліферування і диференціювання клітин кісткової 

тканини [53]. В кістковій тканині VDR експресується в остеобластах, 

остеоцитах та хондроцитах [54]. 1,25(OH)2D3/VDR сигналювання здійснює 

прямі фізіологічні ефекти на остеобласти та хондроцити, впливаючи тим самим 

на мінеральну щільність кісткової тканини (МЩКТ) незалежно від системних 

ефектів вітаміну D на регулювання обміну кальцію і фосфатів. 

Ген остеокальцину був першим геном, для якого показано, що він 

безпосередньо контролюється VDR, а тому став класичною моделлю для 

досліджень 1,25(OH)2D3-залежного трансактивування VDR. Окрім 

остеокальцину, VDR в кістковій тканині контролює експресію генів, що 

кодують важливі ефектори кісткового та системного гомеостазу: остеопонтін, 

остеопротегерин (OPG), RANKL, Runt-пов’язаний транскрипційний фактор Х2 

(Runx2) та фактор росту фібробластів 23 (FGF23) [37]. Окрім того, 1,25(ОН)2D3 

також впливає на остеобласти, що проліферують, збільшуючи синтез ними 

специфічного протеїну органічного матриксу – колагену, що утворює сітку 

міжклітинного матриксу, на якій відкладаються солі кальцію і фосфати [55]. 
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Щодо впливу на остеокласти, то на культурі кісткової тканини ембріонів 

щурів було показано, що 1,25(OH)2D3 володіє високою резорбтивною активністю, 

діючи вже при концентрації 10 пг/мл, у той час як подібний ефект для 25OHD 

виявлявся при 50 нг/мл, а для 24,25(OH)2D3 – при 500 нг/мл [56].  

Оскільки одним з некласичних ефектів  вітаміну D є його роль у 

регулюванні функціонування печінки, то доцільно припустити, що 

недостатність вітаміну D може бути одним з факторів порушення злагодженого 

функціонування кісткової системи та печінки та може лежати в основі розвитку 

різних захворювань кісткової тканини, наприклад, печінкової остеодистрофії. 

Разом з фарнезоїдним X рецептором (FXR) та прегнановим X рецептором 

(PXR), VDR належить до числа ядерних рецепторів, що активуються жовчними 

кислотами та відіграють роль у регулюванні гепатобіліарного гомеостазу та 

секреції жовчі [57]. VDR є сенсором для вторинних жовчних кислот у 

кишечнику та активується літохолієвою кислотою [58]. В печінці VDR 

експресується у непаренхіматозних клітинах, таких як клітини Купфера, 

ендотеліальні клітини, епітеліальні клітини жовчних протоків та стелатні  

клітини, проте майже не експресується в гепатоцитах [59]. В епітеліальних 

клітинах жовчних протоків активування VDR жовчними кислотами або 

вітаміном D індукує експресію антимікробного пептиду кателіцидіну [60], 

сприяючи підтриманню вродженого імунітету. VDR в активованих стелатних 

клітинах інгібує їх проліферування та пригнічує синтез колагену, що пояснює 

антифіброзні ефекти вітаміну D на моделі фіброзу печінки щурів [61].  

 Оскільки порушення абсорбції жиророзчинних вітамінів є ознакою 

холестазу і важкої дисфункції печінки, як правило, у пацієнтів з холестазом 

спостерігається низький рівень вітаміну D в сироватці крові, що має негативні 

наслідки для гомеостазу кісткової тканини. Накопичення літохолевої кислоти 

при холестазі знижує ефекти вітаміну D на остеобласти людини, діючи в якості 

конкурентного ліганду для VDR [62] і тим самим сприяючи розвитку 

остеопорозу у пацієнтів з холестазом.  
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Саме завдяки його множинним ефектам вітамін D3 може бути залучений 

до профілактики серцево-судинних захворювань, гіпертонії і цукрового діабету, 

лікування ревматоїдного артриту, запальних захворювань кишечника, псоріазу 

та нейродегенеративних патологій [63], [64]. 

Оскільки вітамін D3 розглядається одночасно як імуномодулятор та 

остеопротектор, значна увага в дослідженнях приділяється остеоімунній 

взаємодії завдяки наявностi спiльних регуляторних ланок. Головною 

сполучною ланкою між імунною та кістковою системами вважається 

цитокінова система RANKL/RANK/OPG [65]. Незважаючи на великий масив 

експериментальних даних, молекулярні механізми остеоімунної взаємодії та 

можлива роль її порушення у патогенезі остеопорозу недостатньо висвітлені, 

тому необхідні дослідження, що дозволять глибше зрозуміти регуляторні 

ефекти вітаміну D3 на остеоімунну взаємодію через модулювання стану 

цитокінової системи RANKL/RANK/OPG. 

 

1.1.4 Дефіцит вітаміну D3  як фактор розвитку остеопорозу 

Оскільки вітамін D приймає участь у регулюванні обміну речовин в 

організмі та функціонуванні багатьох органів і систем, вкрай важливим є 

достатній ступінь забезпеченості організму холекальциферолом, який 

визначається за рівнем 25ОНD. По-перше, 25ОНD є спільним метаболітом як 

вітаміну D, що синтезувався у шкірі, так і вітаміну D, що надійшов з їжею; по-

друге, вміст 25ОНD у крові є відносно високим; по-третє, значний період його 

напіврозпаду (2-3 тижні) дає можливість для визначення його концентрації 

лабораторними методами. Натомість, 1,25(ОН)2D3 має період напіврозпаду 

всього 4-6 годин, а його рівень на порядок нижчий, ніж 25ОНD [66]. Тому, 

незважаючи на те, що 1,25(ОН)2D3 є основною біологічно активною формою 

холекальциферолу, саме концентрація 25ОНD вважається індикатором D-

вітамінного статусу організму [67].  

Існує два ступеня забезпеченості вітаміном D. Перший ступінь відповідає 

рівню 25ОНD у сироватці крові близько 20 нг/мл, щоб задовольнити потребу 
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організму для ниркового синтезу 1,25(ОН)2D3, який регулює засвоєння кальцію, 

його мобілізацію з кісткової тканини і мінералізацію кісток. Другий ступінь 

потребує більш високих концентрацій циркулюючого 25ОНD (не менше 40 

нг/мл) для забезпечення максимально ефективного перебігу синтезу 

1,25(ОН)2D3 екстраренально [68].  

Раніше вважалось, що за фізіологічних умов потреба у вітаміні D становить 

1000-2000 МО на добу [69]. Проте на даний час не існує єдиної думки щодо 

оптимального статусу забезпеченості вітаміном D та мінімально ефективного 

рівня 25OHD, і, як наслідок, лишається відкритим питання щодо дозування 

вітаміну D для щоденного прийому. Зважаючи на світову тенденцію до 

персоналізованої медицини, наразі висловлюється концепція «персонального 

індексу чутливості до вітаміну D» [70]. Впровадження такої концепції, яка 

відображала би ефективність відповіді організму на прийом препаратів вітаміну 

D на молекулярному рівні, має домогти підібрати оптимальний протокол 

дозування холекальциферолу для кожної людини. Запропоновано розділити 

високо-, середньо- і низькочутливих до вітаміну D осіб на основі вимірювання 

вітамін D-чутливих молекулярних параметрів, таких як зміни епігенетичного 

статусу та транскрипції відповідних генів у імунних клітинах крові, рівня 

VDBP та метаболітів вітаміну D в сироватці.  

Оскільки консенсус відносно оптимального рівня сироваткового 25ОНD досі 

відсутній, вирізняють кілька класифікацій забезпеченості організму вітаміном 

D, одна з яких наведена у табл. 1.1 [71]. На думку багатьох експертів, дефіцит 

вітаміну D існує тоді, коли рівень 25ОНD є нижчим за 20 нг/мл (50 нмоль/л). 

Оптимальна концентрація 25ОНD повинна підтримуватись на рівні 100-150 

нмоль/л (40,0 - 60,0 нг/мл) [66], [72].  

Результати епідеміологічних досліджень демонструють, що D-

гіповітаміноз спостерігається у близько 1 млрд. людей [73], [74]. Так, 

співробітниками ДУ «Інститут геронтології імені акад. Д.Ф. Чеботарьова 

НАМН України» виявлено, що лише 4,6% жителів України мали рівень 25ОНD 

у сироватці крові у межах норми, у 13,6% відзначено D-гіповітаміноз, а у 81,8% 
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– D-вітамінна недостатність [75]. Зважаючи на ці дані, для України питання 

недостатньої забезпеченості  населення вітаміном D є також доволі актуальним. 

 

Таблиця 1.1  

Класифікація ступеня забезпеченості організму вітаміном D3 

№ 
Концентрація 25ОНD 

Діагноз 
нг/мл нмоль/л 

1 < 10,0 < 25,0 D-вітамінний дефіцит 

2 10,0 - 20,0 25,0 - 50,0 D-вітамінна недостатність 

3 20,0 - 40,0 50,0 - 100,0 D-гіповітаміноз 

4 40,0 - 60,0 100,0 - 150,0 Оптимальний рівень 

5 > 100,0        > 250,0 D-гіпервітаміноз 

 

Серед найбільш поширених факторів ризику розвитку D-гіповітамінозного 

стану необхідно виділити: зменшення часу перебування на сонці, використання 

сонцезахисних засобів, зменшене надходження екзогенного вітаміну D 

(обмеження раціону, недостатність у продуктах харчування), порушення 

метаболізму вітаміну D, розвиток D-резистентності, хронічні захворювання, 

постменопаузальний стан, вагітність, похилий вік, ожиріння та вплив 

лікарських препаратів (глюкокортикоїди, антикоагулянти тощо) [71], [76]. 

Найбільш поширеним наслідком дефіциту вітаміну D, в тому числі і ГК-

індукованого, вважається остеопороз – системне захворювання скелету, що 

характеризується порушенням метаболізму кісткової тканини, пошкодженнями 

її мікроархітектоніки та подальшим збільшенням частоти переломів кісток.  

 

1.2 Глюкокортикоїд-індукований остеопороз та обмін вітаміну D3 

1.2.1 Глюкокортикоїди – стероїдні гормони системної дії та медичні 

препарати 

Синтетичні ГК – це препарати, за хімічною будовою подібні до 

природних глюкокортикоїдів (рис. 1.5), які застосовуються для лікування 

хронічних запальних станів – астми, хронічних обструктивних легеневих 

захворювань, шкірних та очних інфекцій, а також для пригнічення імунної 
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відповіді у пацієнтів після трансплантації органів. Окрім протизапальних 

властивостей, ГК мають також антипроліферативні та антиангіогенні ефекти, а 

тому застосовуються при лікуванні онкопатологій [77].  

Преднізон, преднізолон, дексаметазон і будесонід – найбільш поширені 

синтетичні ГК у медичній практиці. Як ліпофільні речовини, ГК зв’язуються й 

транспортуються з протеїнами сироватки крові [78] та метаболізуються 

мікросомальними ензимами печінки з утворенням неактивних метаболітів.  

 

Рис. 1.5 Хімічна будова 

глюкокортикоїдів та їх 

синтетичних аналогів. 

 

ГК реалізують 

біологічні ефекти шляхом 

геномних і негеномних 

механізмів, перемикання між 

якими, як вважається, залежить від дози. Наприклад, за низьких концентрацій 

ГК (≥ 10-12 моль/л) проявляються геномні ефекти, для розвитку яких потрібно 

більше 30 хв, а за високих (≥ 100 моль/л) – негеномні, які проявляються через 

декілька секунд чи хвилин [79]. Негеномна дія може бути реалізована через 

активування певних сигнальних систем, таких як MAP-протеїнкіназний шлях 

[80]. Експериментально підтверджено, що швидкі ефекти ГК спостерігались у 

серцево-судинній, імунній та нейроендокринній системах [81], [82].  

Проте множинні ефекти як природних, так і синтетичних ГК 

опосередковані геномною дією через зв’язування з глюкокортикоїдними 

рецепторами (GR), які діють як ліганд-залежні транскрипційні фактори. GR 

експресуються майже у всіх типах клітин і, відповідно, модулюють численні 

метаболічні шляхи, включаючи регулювання водно-сольового, ліпідного, 

вуглеводного і протеїнового обмінів [83]. Проте, через неонатальну летальність 
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GR-нокаутних мишей, які мали дихальну недостатність [84], фізіологічні 

функції GR у тканинах дорослих тварин повністю не з’ясовано. 

GR, як і VDR, належить до надродини ядерних рецепторів та являє собою 

модульний протеїн, що містить N-кінцевий трансактиваційний домен (NTD), 

центральний ДНК-зв’язувальний домен (DBD), C-кінцевий ліганд-

зв’язувальний домен (LBD) та гнучкий «шарнірний регіон». Два мотиви типу 

«цинкових пальців» у складі DBD розпізнають та зв’язують специфічні ДНК-

послідовності цільових генів – ГК-чутливі елементи (GREs). DBD та LBD 

містять специфічну сигнальну послідовність, яка опосередковує транслокацію 

GR до ядра за імпортин-залежним механізмом [85].  

За відсутності ГК, GR знаходиться у цитоплазмі у неактивному стані, 

входячи до складу мультипротеїнових комплексів з протеїнами теплового шоку 

(Hsp90, Hsp70) та імунофіліном P59 [86]. Hsp-протеїни підтримують 

оптимальну конформацію гормонзв’язуючого домену рецептора й 

забезпечують високу спорідненість рецептора до гормону. Після проходження 

через ліпідний бішар клітинної мембрани ГК зв’язуються з GR, який при цьому 

зазнає конформаційних змін, що призводить до дисоціації олігомерного 

протеїнового комплексу та від’єднання Hsp-протеїнів та імунофіліну. Зв’язаний 

з лігандом GR транслокується до ядра, гомодимеризується, призводячи до 

транскрипційного активування або репресії шляхом прямого високоафінного 

зв’язування з GREs, що виявлені в промоторах та інтрагенних областях генів-

мішеней глюкокортикоїдів. Нещодавно були виявлені так звані «негативні» 

GRE-послідовності, до яких можуть залучатися специфічні корепрессори [87].  

Таким чином, GR може регулювати експресію генів за 3 механізмами: 1) 

зв’язування з GRE генів-мішеней та активування транскрипції генів; 2) 

інгібування транскрипції цільового гену шляхом прямого зв’язування з ДНК; 3) 

регулювання генів через взаємодію з іншими факторами транскрипції 

(наприклад, з ядерним фактором κB) [88].  

Прикладами генів, що позитивно регулюються GR є гени, що кодують 

тирозинову амінотрасферазу, фосфоенолпіруваткарбоксилазу, ГК-індуковану 



 

 

42 

лейцинову «блискавку» (GILZ), ГК-регульовану кіназу 1 сироватки крові та 

мітоген-активовану протеїнову кіназу фосфатази-1 [89], [90]. Прикладами генів, 

що негативно регулюються GR, є β-арестін 2, остеокальцин, 

проопіомеланокортин та власне сам ген GR – NR3C1 [91], [92].  

Процеси трансактивування вважаються відповідальними за численні 

побічні ефекти ГК, процеси трансрепресії – за терапевтичні протизапальні та 

імуносупресивні ефекти [93]. Трансрепресія генів-мішеней може відбуватись за 

непрямим механізмом – завдяки фізичній взаємодії між мономерними GR та 

такими факторами транскрипції, як c-Jun, c-Fos та NF-κB, які координують 

транскрипційне активування генів, залучених до розвитку запальних процесів. 

Зокрема, три основні домени GR можуть взаємодіяти з p65 субодиницею NF-κB 

і з обома АР-1 компонентами c-Jun і c-Fos. Такий взаємний антагонізм факторів 

транскрипції, залучених до цих протеїн-протеїнових асоціацій, перешкоджає 

зв’язуванню як GR, так і інших транскрипційних факторів  зі специфічними 

послідовностями ДНК. Крім того, ГК збільшують синтез ІκB і, таким чином, 

інгібують NF-κB, сприяючи його утриманню в цитозолі. GR також можуть 

кооперуватись з такими факторами транскрипції як Oct1 та Oct2, CREB та 

STAT5 [88].  

Отже, GR регулюють гени, що кодують ензими вуглеводного, 

протеїнового, ліпідного метаболізму, гормони та їх рецептори, протеїни гострої 

фази запалення, ензими метаболізму ксенобіотиків, антибактеріальні 

компоненти захисту, протеїни, що регулюють розвиток та запрограмовану 

загибель клітин [94]. Множинні ефекти ГК на системи органів, приклади 

терапевтичного застосування та можливі побічні ефекти наведені у табл. 1.2. 

Завдяки протизапальним, антипроліферативним, проапоптотичним та 

антиангіогенним властивостям, ГК є ефективними терапевтичними засобами 

при лікуванні бронхіальної астми, ревматоїдного артриту, червоного вовчаку, 

лейкозів, дерматозів тощо. Проте, як показано у табл. 1.2, тривале застосування 

або високе дозування ГК може призводити до прояву їх негативних ефектів, 

серед яких найбільш поширеним є ГК-індукований остеопороз. 
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Таблиця 1.2  

Ефекти глюкокортикоїдів на органи-мішені 

Фізіологічна 

система 

Фізіологічна роль Застосування в 

медицині 

Побічні ефекти  

Дихальна 

система 

Супресія синтезу цитокінів, 

хемокінів та молекул клітинної 

адгезії 

Астма, хронічні 

обструктивні за-

хворювання 

легень 

 

Імунна 

система 

Супресія синтезу прозапальних 

цитокінів, регулювання 

дозрівання, мігрування та 

апоптозу імунних клітин 

Імуносупресор-

ний ефект при 

трансплантації 

органів 

Збільшення чутли-

вості до інфекцій 

Метаболізм 

глюкози та 

печінка 

Регулювання рівня глюкози, 

резистентність до інсуліну, 

регуляція обміну ліпідів  

 Ожиріння, 

гіперглікемія, 

гіперліпідемія 

М’язова та 

кісткова 

системи 

Протизапальний ефект, 

регулювання метаболізму 

м’язів, апоптозу остеобластів та 

остеокластогенезу 

Ревматоїдний 

артрит 

Остеопороз, м’язова 

слабкість, судоми 

мязів 

Нервова 

система 

Підтримання фізіологічного 

гомеостазу, відповідь на 

стресорні фактори, 

 Психіатричні розлади, 

підвищена втомлю-

ваність, підвищення 

внутрішньочерепного 

тиску 

Органи зору Протизапальний та проти-

ангіогенний ефекти, виживання 

фоторецепторних клітин 

Увеіт, кератит Глаукома, підви-

щення внутрішньо-

глазного тиску 

Репродук-

тивна 

система 

Регулювання функцій статевих 

залоз, розвиток та дозрівання 

органів ембріонів 

Стимулювання 

передчасних 

пологів 

Затримка статевого 

дозрівання, порушення 

менструального циклу 

Серцево-

судинна 

система 

Протизапальний ефект, під-

тримання сталого кровяного 

тиску та тонусу судин, проти-

ангіогенний ефект 

 Артеріальна 

гіпертензія, 

тромбоемболія, 

дистрофія міокарда 

Шкіра Протизапальний ефект, регулю-

вання цілісності епітелію 

Псоріаз, екзема Гіперемія шкіри, 

уповільнення заго-

єння ран, підвищена 

пітливість 

 

1.2.2 Біохімічні та клітинно-молекулярні механізми розвитку остеопорозу 

за довготривалої дії глюкокортикоїдів 

Згідно епідеміологічних досліджень, 3% населення віком від 50 років та 

5,2%  –  від 80 років використовують ГК [95]. Використання навіть низьких доз 

преднізолону (7,5 мг/день) має несприятливі  наслідки для організму [96]. ГК-

індукований остеопороз є одним з найбільш деструктивних побічних ефектів 
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довготривалої глюкокортикоїдної терапії, оскільки втрата маси кісткової 

тканини, як правило, є незворотньою. Згідно досліджень, у 30% хворих із 

тривалою ГК терапією  (> 6 місяців) розвивається остеопороз [97], а у 50% 

пацієнтів, які потребують ГК для постійного контролю хронічних запальних 

легеневих, ревматологічних, аутоімунних, шлунково-кишкових захворюваннь 

або для запобігання відторгнення трансплантатів, виникають переломи [98]. 

Так, ризик переломів хребців підвищений у 2-5 разів в залежності від добової 

дози преднізону. Показано, що втрата маси кісткової тканини є двофазною: 1) 

швидка початкова фаза – зниження приблизно на 12% протягом перших кількох 

місяців; 2) повільна фаза, що наступає при подальшому використанні ГК – 

втрата маси кісткової тканини від 2% до 5% щорічно [99].  

ГІО – це метаболічне захворювання кісткової тканини, що розвивається 

внаслідок негативного впливу ГК на процес кісткового ремоделювання. 

Дослідження гістоморфометричних показників пацієнтів, що отримували 

високі дози ГК без остеопротекторних препаратів, показали загальмовану 

швидкість остеосинтезу, що було пов’язано із зменшенням кількості 

остеобластів, тоді як резорбція кісток була незмінною [100]. Інші джерела 

свідчать про те, що ГК можуть посилювати резорбцію кісткової тканини на тлі 

гальмування її формування  [101], [102]. Проте механізми розвитку ГК-

індукованого остеопророзу на клітинному і молекулярному рівнях є 

недостатньо з’ясованими, що перешкоджає ефективному пошуку препаратів 

для профілактики та лікування даного захворювання.  

Протягом останніх років було з’ясовано, що ГК індукують порушення 

диференціювання та апоптоз остеобластів та остеоцитів шляхом активування 

каспази-3 [103] або кінази глікогенсинтази 3β (GSK3β), яка відіграє важливу 

роль у шляху Wnt – сигнальному каскаді, що регулює остеобластогенез [104]. 

Це призводить до значного гальмування швидкості утворення кісткової 

тканини та руйнування остеоцитарно-канальцевої мережі [105]. Крім того, ГК 

можуть гальмувати Wnt-сигналювання за рахунок збільшення продукування 

його інгібіторів, таких як Dkk-1 [106]. Більше того, ГК гальмують формування 
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кісткової тканини шляхом пригнічення експресії генів, що є маркерами 

диференціюання остеобластів, таких як BMP [107], Runx2 та коллаген типу I 

[108]. Крім того, ГК «перемикають» диференціювання стромальних клітин 

кісткового мозку – клітин-попередників остеобластів – на адипоцитарний шлях, 

що, в основному, опосередковано збільшенною експресією PPARγ та репресією 

остеогенного транскрипційного фактору Runx2 [109]. Також високі дози ГК 

індукують адипогенез шляхом гальмування АР-1. Таким чином, трансрепресія 

АР-1 не тільки опосередковує протизапальні дії ГК, але також приводить до 

патологічних змін у кістковій тканині [110]. Проте, є експериментальні дані 

щодо здатності культивованих преостеобластів утворювати мінералізовані 

осередки у відповідь на вплив ГК [111]. Такий парадокс вказує на те, що 

супресивні ефекти ГК на формування кісткової тканини in vivo можуть 

відображати дію ГК на неостеобластні клітини або на інші системи, наприклад, 

гепатобіліарну та імунну, порушення функціонування яких може призводити до 

продукування паракринних факторів, що негативно впливають на формування 

кісткової тканини.  

Окрім прямого впливу на остеобласти, ГК гальмують апоптоз 

остеокластів та збільшують тривалість їх життя [112]. Посилення резорбції 

може опосередковуватись двома основними процесами: за рахунок утворення 

нових остеокластів або зростання активності зрілих клітин. Проте це 

твердження є дискусійним, оскільки нещодавні дослідження in vitro показали, 

що прямий вплив ГК на остеокласти призводить до зниження їх резорбтивної 

активності внаслідок неспроможності прикріпитись до кістки, що обумовлено 

порушеннями цитоскелету остеокластів [113]. Показано, що дексаметазон 

збільшував термін життя остеокластів, проте їх загальна резорбтивна 

активність in vitro була пригнічена [114]. Отже, якщо прямий вплив ГК на 

остеобластну ланку є доволі вивченим, то питання про вплив ГК на остеокласти 

та диференціювання їх попередників потребує подальших досліджень. 

Сьогодні ГІО розглядають як мультифакторне захворювання, у патогенезі 

якого лежать не тільки порушення у кістковій тканини, але й порушення у 
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функціонуванні багатьох інших органів та систем. Крім прямих ефектів на 

остеобласти, остеоцити та остеокласти, ГК опосередковано впливають на стан 

кісткової тканини порушуючи мінеральний, вуглеводний, ліпідний обміни, а 

також функціонування гепатобіліарної, імунної та статевої систем.  

Негативна дія ГК на мінеральний обмін виявляється у пригніченні 

всмоктування кальцію в кишечнику, підсилюванні його ниркової екскреції й 

виходу із кісткової тканини, що призводить до розвитку гіпокальціємії і 

гіперкальціурії; розвитку фосфатурії і зниження канальцевої реабсорбції 

фосфатів; зменшенні секреції кальцитоніну та кількості одиниць 

ремоделювання кісткової тканини; інтенсифікації формування ділянок некрозу 

кісткової тканини тощо [14]. Негативний баланс кальцію в організмі 

призводить до гіперсекреції ПТГ, що підсилює резорбцію кісткової тканини.  

Дія ГК на вуглеводний обмін проявляється у стимуляції глюконеогенезу в 

печінці, зменшенні проникності мембран для глюкози, гіперглікемії, глюкозурії 

та розвитку стероїдного діабету. ГК посилюють процеси катаболізму протеїнів, 

особливо в шкірі, в м’язовій і кістковій тканинах, що веде до схуднення, 

м’язової слабкості, атрофії шкіри і м’язів, крововиливів, уповільнення загоєння 

ран. Як наслідок розпаду протеїнового матриксу кісток і гіпокальціємії 

розвивається остеопороз [115], [116]. 

Крім того, ГК викликають зниження рівня статевих гормонів [117] та 

пригнічення секреції соматотропного гормону, що також розглядається як один 

з факторів розвитку глюкокортикоїдного остеопорозу.  

Одним із потенційних механізмів розвитку вторинного остеопорозу може 

бути втрата кісткової маси у зв’язку з гепатотоксичністю глюкокортикоїдних 

препаратів [118]. Показано, що глюкокортикоїди відіграють важливу роль у 

функціонуванні гепатобіліарної системи, регулюючи гомеостаз жовчних кислот 

та модулюючи експресію транспортерів жовчних кислот – NTCP, ASBT та 

OSTα/β [44]. Зважаючи на це, окрім лікування запальних і аутоімунних 

захворювань, ГК також розглядаються як препарати для коригування різних 

холестатичних розладів, що діють через модуляцію транспортерів жовчних 
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кислот [119]. Проте використання ГК обмежене, окрім класичних побічних 

ефектів, підвищеним ризиком розвитку жовчнокам’яної хвороби [120]. 

Асоційовані із захворюваннями печінки різноманітні порушення у кістковій 

тканині на сьогодні класифікують як печінкову остеодистрофію.  

Таким чином, тривале застосування ГК призводить до розвитку 

остеопорозу за рахунок як прямого негативного впливу на кісткову тканину, 

так і опосередкованих ефектів ГК на метаболізм та функціонування інших 

органів та систем, в тому числі і на метаболізм холекальциферолу.  

 

1.2.3  Вплив глюкокортикоїдів на метаболізм вітаміну D3  

За даними клінічних спостережень, довготривалий прийом ГК може 

обумовлювати різноспрямовані ефекти на рівень 25ОНD та 1,25(ОН)2D3 в 

сироватці крові. Так, їх вміст у сироватці крові людей з тривалою ГК терапією 

може знижуватись, не змінюватись, або, навіть, зростати [121], [122]. Проте 

експериментальні дослідження на тваринах за умови введення різних ГК 

свідчать про значне зниження вмісту 25ОНD [123], [124].  

Незважаючи на суперечливі дані клінічних спостережень, у багатьох 

протоколах лікування ГІО вітамін D розглядається як частина комбінованої 

терапії з бісфосфонатами, а також самостійно в якості препарату «другої лінії», 

завдяки його впливу на МЩКТ [125], [126]. Крім того, вітамін D може 

виступати препаратом «першої лінії» для лікування ГІО у пацієнтів молодого 

віку. Вважають, що хронічна ГК терапія може викликати зниження 

забезпеченості організму вітаміном D за декількома механізмами: шляхом 

інгібування експресії 25ОНD 1α-гідроксилази у печінці та посилення експресії 

ензиму катаболізму – вітамін D 24-гідроксилази в нирках. Зокрема, на 

остеобластоподібних клітинах було виявлено дозозалежне зростання експресії 

мРНК 24-гідроксилази та активності ензиму за дії дексаметазону [127].  

Нами раніше було показано, що преднізолон порушує метаболізм 

холекальциферолу в гепатоцитах щурів, пригнічуючи вітамін D 25-
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гідроксилазну активність та експресію мітохондріального (CYP27A1) і 

мікроcомального (CYP2R1) ізоензимів 25-гідроксилази [128]. 

Ефекти введення вітаміну D3 при ГІО були продемонстровані як на 

моделях з використанням тварин, так і у клінічних дослідженнях. Так, у щурів 

введення кальцитріолу разом з ГК попереджало зменшення вмісту OPG в 

сироватці крові та гістоморфометричні порушення [129]. В значній кількості 

робіт продемонстровано нормалізуючий вплив вітаміну D3, його біологічно 

активних гідроксильованих форм та композитів із кальцієм на порушення 

структури та функціонування кісткової тканини у пацієнтів після тривалої ГК 

терапії  [130], [131]. Однак питання щодо вибору препарату вітаміну D для 

терапії при ГІО залишається дискусійним. Так, при лікуванні ГІО з 

використанням препаратів кальцитріолу, вітаміну D2 з кальцієм та 

бісфосфонатів, для 1,25(ОН)2D3 був виявлений найменший терапевтичний 

ефект [132]. Наразі активно обговорюється питання недоцільності 

терапевтичного застосування 1,25(ОН)2D3, оскільки показано, що саме рівень 

25ОНD, а не 1,25(ОН)2D3, корелює з покращенням стану кісток [133]. Тому на 

сьогодні за ГІО вважають більш доцільним призначати саме вітамін D3, який є 

субстратом для синтезу гормонально активних форм.  

Отже, недостатня забезпеченість організму вітаміном D може бути одним 

з ключових факторів розвитку ГК-індукованого остеопорозу, тому актуальність 

подальших наукових досліджень щодо реалізації дії вітаміну D3 за ГІО та їх 

важливість для медичної практики не викликає сумнівів. 

 

1.3 Ремоделювання кісткової тканини за участі цитокінової системи 

RANKL/RANK/OPG  

1.3.1 Процес ремоделювання кісткової тканини та його регулювання 

Скелет як людини, так і тварин, є високоспеціалізованим динамічним 

органом, що постійно оновлюється та підтримує мінеральний статус організму. 

Кісткова тканина складається з неорганічного матриксу (близько 60%), води (8-

10%) та органічних сполук. Неорганічна фаза кісткової тканини представлена 
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кристалами гідроксиапатиту Ca10(PO4)6(OH)2 та аморфним фосфатом кальцію, 

які нековалентно зв’язані з протеїнами неорганічного матриксу. Органічна фаза 

представлена колагеном 1 типу, неколагеновими протеїнами, протеогліканами, 

фосфопротеїнами і протеоліпідами. Компонентами органічного матриксу є 

також різноманітні фактори росту, цитокіни та інтерлейкіни – TGF-β, ОРG, 

інсуліноподібний фактор росту (IGF), інтерферон-γ, ряд факторів некрозу 

пухлин (TNFs), які є регуляторними протеїнами, що впливають на 

диференціювання та ріст клітин [133].  

Близько 90-95% кісткової тканини складають структурні клітини – 

остеоцити, 4-6% – клітини, що беруть участь у її формуванні (остеобласти) та 2-

3% – клітини, що відповідають за резорбцію (остеокласти).  

Остеобласти походять з мультипотентних мезенхімальних стовбурових 

клітин-попередників і беруть участь в синтезі колагену 1 типу та інших 

протеїнів кісткового матриксу. Основними регуляторами їх активності є ПТГ, 

гормонально активні метаболіти вітаміну D, статеві гормони [134].  

Остеоцити – вбудовані в мінералізований кістковий матрикс клітини, 

попередниками яких є остеобласти [134]. На сьогодні остеоцити розглядаються 

як «оркестратори» процесу ремоделювання кісткової тканини завдяки їх 

здатності регулювати активність остеобластів та остеокластів. Так, у відповідь 

на механічне навантаження спостерігається посилене утворення 

транскрипційних факторів, важливих для регулювання активності остеобластів, 

таких як Runx2, TCF/LEF1, Osterix і AP-1[135]. Більше того, остеоцити 

відіграють роль в індукуванні процесу резорбції, що пов’язано з їх здатністю 

експресувати RANKL та макрофагальний колонієстимулюючий фактор (MCS-

F), які регулюють диференціювання остеокластів. Апоптоз остеоцитів, який 

посилюється при старінні організму, імобілізації, мікропошкодженнях, нестачі 

естрогенів, підвищенні концентрації цитокінів (зокрема, TNFα), за менопаузи та 

при лікуванні ГК препаратами, веде до активування остеокластів [136].  

Остеокласти – мультиядерні клітини, попередниками яких є гемопоетичні 

клітини кісткового мозку моноцитарно-макрофагальної лінії. Їх 
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диференціювання регулюється MCS-F, що секретується остеобластами та їх 

попередниками, і RANKL, що секретується остеобластами, остеоцитами та 

стромальними клітинами [137]. Зрілі мультиядерні остеокласти створюють 

кисле середовище у кістковому матриксі, що призводить до його руйнування. 

Бісфосфонати, активні форми кисню, оксид азоту та активування кальцієвих 

каналів на поверхні остеокластів спричиняють їх апоптичну загибель.  

Ремоделювання кісткової тканини – це процес узгодженого спільного 

функціонування остеокластів та остеобластів, який запобігає накопиченню 

старої та пошкодженої кісткової тканини [138]. Процес ремоделювання 

регулюється рядом гормонів та інших факторів, серед яких  ПТГ, кальцитонін, 

естрогени та андрогени, а також кальцитріол та глюкокортикоїди. Окрім 

системних гормонів, цитокінів та факторів росту в регулюванні процесу 

ремоделювання, а саме контролю диференціювання та активування 

остеокластів, ключову роль відіграє сигнальний каскад RANKL/RANK/OPG, 

що включає рецептор активатору ядерного фактору транскрипції В (RANK), 

його ліганд (RANKL) та остеопротегерин (OPG) [139]. Отже, система 

RANKL/RANK/OPG може бути молекулярною мішенню для дії багатьох 

регуляторів ремоделювання кісткової тканини, у тому числі і вітаміну D.  

 

1.3.2 Характеристика компонентів цитокінової системи 

RANKL/RANK/OPG 

Інтерес до пошуку факторів, що регулюють остеокластогенез з’явився 

після постулювання гіпотези Родана та Мартін [140] у 1981 році, щодо впливу 

остеобластів на формування остеокластів. Наприкінці 1990-х років було 

виявлено, що остеокластогенез може індукуватись за участі RANKL, який діє 

через рецептор RANK, в той час як остеопротегерин виступає як розчинний 

рецептор-пастка для RANKL [141]. Також було показано, що RANKL 

експресується на поверхні активованих Т- та В-лімфоцитів, відіграючи роль у 

регулюванні імунітету [142]. Таким чином, Т-клітини, що експресують RANKL, 
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можуть впливати на остеокластогенез, що пояснює втрату маси кісткової 

тканини при хронічних запальних захворюваннях [143]. Остаточне 

підтвердження ролі RANKL у підтриманні імунітету і метаболізмі кісткової  

тканини було отримано на мишах, нокаутних за RANKL, у яких спостерігались 

дефекти остеокластогенезу, і, як наслідок, розвиток остеопетрозу, порушення 

прорізування зубів та формування лімфатичних вузлів [144]. 

RANKL, або фактор некрозу пухлин надсімейства 11 (TNFSF11) та 

фактор диференціації остеокластів, є гомотримерним трансмембранним 

протеїном II типу [145]. Вперше RANKL було ідентифіковано на поверхні 

остеобластів, та показано, що він бере участь у всіх стадіях остеокластогенезу. 

Для RANKL ідентифіковано два рецептори – мембранний рецептор RANK, 

також відомий як рецептор фактору некрозу пухлини надсімейства 11А 

(TNFRSF11A) та розчинний рецептор-пастка OPG (TNFRSF11B). Виявлено, що 

RANKL і RANK присутні у багатьох тканинах, у тому числі у лімфатичних 

вузлах, тимусі, селезінці, головному та кістковому мозку [146]. 

Ще до відкриття RANKL було відомо, що макрофагальний 

колонієстимулюючий фактор (MCS-F) є необхідним для блокування апоптозу 

попередників остеокластів та для їх розвитку [147]. MCS-F діє через рецептор 

c-Fms та рекрутування фосфатидилінозитол 3К/Akt і фосфоліпази Сγ (PLCγ) 

[148]. Разом з RANKL, ці два цитокіни є необхідними сигналами для запуску 

диференціювання преостеокластів в функціональні зрілі мультиядерні 

остеокласти: M-CSF діє як фактор виживання для преостеокластів, тоді як 

взаємодія RANKL/RANK забезпечує ключовий сигнал для диференціювання.  

У кістковій тканині глікопротеїн RANKL експресується стромальними 

клітинами, остеобластами та їх попередниками, в той час як RANK присутній 

на поверхні остеокластів та їх попередників. Нещодавно показано, що 

остеоцити також можуть бути джерелом синтезу RANKL, що свідчить про їх 

безпосередню роль у активуванні остеокластогенезу.  

Зв’язування RANKL з RANK викликає олігомеризацію рецептора та 

рекрутування одного з адаптерних протеїнів – асоційованих з рецептором TNF 
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факторів 1, 2 та 6 (TRAF 1, 2, 6), до мембранної проксимальної ділянки  RANK 

[149]. Рекрутування TRAFs призводить до активування декількох сигнальних 

шляхів, включаючи шляхи NF-κB, сімейства мітоген-активованих протеїнкіназ 

(MAPK) та/або c-Src, результатом чого є посилення остеокластогенезу [148] 

(рис. 1.6). Активування NF-κB і та c-Fos є критичними етапами для 

остеокластогенезу. Це підтвердилось даними, отриманими на мишах, 

нокаутними за p50 і p52 субодиницями NF-κB або за c-Fos, у яких розвивався 

остеопетроз через відсутність остеокластів [150]. Рекрутування MAP-кіназ 

призводить до ядерної транслокації факторів транскрипції c-Fos і c-Jun [151]. 

Інший фактор транскрипції – ядерний фактор активованих Т-клітин (NFATc1) – 

також є важливим, оскільки саме одночасний запуск експресії c-Fos та NFATc1 

викликають реалізацію генетичної програми, необхідної для запуску процесу 

остеокластогенезу. Разом з ініціюванням злиття одноядерних попередників 

остеокластів з утворенням багатоядерних активних остеокластів, RANKL 

ініціює реорганізацію цитоскелету та клітинну поляризацію зрілих 

остеокластів, індукуючи їх резорбтивну активність [144].  

 

 

Рис. 1.6 Участь цитокінової системи RANKL/RANK/OPG у регулюванні 

ремоделювання кісткової тканини [152] 
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розчинний рецептор-пастка для RANKL. Часткова делеція гену OPG 

призводить до ювенільного синдрому Педжета через посилену взаємодію 

RANKL/RANK [153] та, як наслідок, скелетних деформацій, остеопенії і 

переломів кісток. На відміну від мишей, нокаутних за RANKL або RANK, у 

OPG-нокаутних мишей розвивається важкий остеопороз внаслідок збільшення 

кількості та активності остеокластів [154]. Таким чином, OPG інгібує 

активування остеокластів і  остеокластогенез, а отже, забезпечує узгодженість 

процесів остеосинтезу та резорбції. 

Адекватне співвідношення OPG/RANKL є важливою умовою збереження 

узгодженості між процесами резорбції та формування кісткової тканини та 

визначальним для маси і міцності кісток. Велика кількість цитокінів, гормонів 

та лікарських препаратів можуть впливати на співвідношення компонентів 

системи RANKL/RANK/OPG. Наприклад, IL-1ɑ, IL-1β, IL-6, TNFα сприяють 

остеокластогенезу, в той же час IFN- β, IFN-γ, IL-3, IL-4, IL-10, IL-13 інгібують 

утворення остеокластів. Крім того, ПТГ, ІL-11 та простагландини індукують 

експресію RANKL. На культурі клітин показано, що глюкокортикоїди 

підвищують синтез RANKL та знижують вміст OPG. Натомість, естрогени 

стимулюють синтез OPG, перешкоджаючи резорбції кісткової тканини.  

Вплив вітаміну D3 на сигнальний шлях RANKL/RANK/OPG є 

недостатньо вивченим. Вважається, що прямий молекулярний механізм дії 

вітаміну D3 на систему RANKL/RANK/OPG полягає у стимулюванні експресії 

RANKL, що показано на культурі остеобластів [133]. Таким чином, 

1,25(OH)2D3, посилюючи остеокластогенез, індукує резорбцію і мобілізацію 

кальцію [155]. Незважаючи на стимулювальний ефект вітаміну D3 на експресію 

RANKL, вважається, що його остеопротекторна дія є багатофакторною та може 

бути опосередкована як за рахунок зниження співвідношення RANKL/OPG, так 

і за рахунок підвищеної експресії LRP5 – корецептора синального шляху Wnt, 

який опосередковує анаболічні ефекти на остеобласти [156]. Оскільки 

остеопротекторні ефекти вітаміну D3 співіснують разом з його резорбтивними 

властивостями, визначення направленості дії холекальциферолу, в тому числі і 
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на систему RANKL/RANK/OPG, за умов різних патологій кісткової тканини 

потребує подальших досліджень. 

 

1.3.3 Роль NF-κB у реалізації функцій цитокінових систем 

Транскрипційний фактор NF-κB відіграє важливу роль у регулюванні 

багатьох фізіологічних процесів в організмі. Найбільш вивченими ефектами 

NF-κB є участь у розвитку, підтриманні гомеостазу та активуванні імунної 

системи. Проте ядерний фактор κB також є одним з ключових компонентів 

регулювання функціонування м’язевої та скелетної систем [157].  

До родини NF-κB входять: p65 (RelA), RelB, сRel, p50/p105 (NF-κB1) та 

p52/p100 (NF-κB2). Ці протеїни мають унікальний N-кінцевий Rel-

гомологічний домен для формування гетеро- або гомодимерів і зв’язування з 

ДНК. За участі С-кінцевого трансактиваційного домену р65, RelB і с-Rel 

функціонують як активатори таргетних генів, зв’язуючись з p50 або p52 [158]. 

За нормальних умов димери NF-κB утримуються в цитоплазмі у комплексі з 

інгібітором κB (IκB). Висока афінність репресорного протеїну IκB до NF-κB 

забезпечує тонкий контроль активування цього сигнального шляху  [159].  

NF-κB функціонує як один із найважливіших внутрішньоклітинних 

ефекторів, і діє на геномному рівні, поєднуючи найрізноманітніші фізіологічні 

та патологічні сигнали та контролюючи експресію численних генів [160]. 

Оскільки NF-κB є центральною ланкою у реалізації функцій цитокінових 

систем, вивчення сигнальних шляхів, до яких він залучений, їх дисфункції та 

способів модулювання активності NF-κB наблизить до розуміння молекулярних 

механізмів розвитку багатьох захворювань. 

Зважаючи на універсальність NF-κB та його роль як основного медіатору 

імунної відповіді, його індукторами є бактерії та бактеріальні токсини, віруси, 

прозапальні цитокіни (IL-1, -2, -12, -15, -17, TNFa), фізіологічні стимули 

(гіперглікемія, гіперосмотичний шок, оксидативно-нітрозативний стрес), 

медичні препарати (цисплатина, доксорубіцин, галоперидол, метамфетамін), 

ліганди рецепторів (CD11b/CD18-ліганд, CD28-ліганд, CD35-ліганд, CD3-
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ліганд, CD40-ліганд, CD4-ліганд, Flt-1-ліганд, N-CAM), мітогени, ростові 

фатори та гормони (bone morphogenic protein 2, -4, гормон росту, інсулін, MCS-

F, фактор росту тромбоцитів та інші) [161]. 

За звичайних умов NF-κB знаходиться у цитоплазмі у вигляді димеру та у 

комплексі з IκB. У відповідь на стимулювання клітини активується IκB кіназа 

(ІКК), яка фосфорилює IκB, що призводить до його деградації протеасомами. 

NF-κB вивільнюється з інгібіторного комплексу, транслокується до ядра, де 

зв’язується за специфічними послідовностями ДНК. Існує два основні шляхи, 

що опосередковують процес активування NF-κB – класичний (канонічний) та 

неканонічний, які відрізняються за рівнями цитокінів, що їх ініціюють, складом 

димерів та біологічними ефектами [161]. 

Класичний шлях у кістковій тканині активується практично всіма 

стимулами, що індукують NF-κB, включаючи RANKL, TNFα та інші запальні 

медіатори. Основною регуляторною ланкою для цього шляху є IKK комплекс, 

компонентами якого є IKKα, IKKβ та NEMO/IKKγ, які залучені у деградацію 

IκB. Оскільки одним з перших цільових генів цього шляху є сам IκB, це 

забезпечує зворотній негативний зв’язок для регулювання активності NF-κB. 

В альтернативному шляху NF-κB регуляторною ланкою є NF-κB-

індукуюча кіназа (NIK). Тільки окремі цитокіни родини TNF, в  тому числі 

RANKL, але не TNFα, можуть активувати цей шлях, що пояснюється здатністю 

їх специфічних рецепторів взаємодіяти з TRAF3 [161]. 

Остеокласти одночасно є як ключовою ланкою ремоделювання кісткової 

тканини, так і патогенетичним фактором втрати маси кісткової тканини. Після 

дії RANKL, відбувається активування NF-κB, і попередники остеокластів 

посилено експресують фактори транскрипції c-Fos і NFATc1, що необхідні для 

подальшої їх диференціації в зрілі мультиядерні остеокласти [162]. Це 

високополяризовані клітини, які прикріплюються до поверхні кістки за 

допомогою αvβ3-інтегринів, утворюючи зону ущільнення, в яку секретуються 

Н+ та протеази, формуючи таким чином резорбтивну ямку [163]. І хоча 

поєднання стимулів MCS-F та RANKL призводить до активування багатьох 
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внутрішньоклітинних шляхів, включаючи Са2+/кальцинейрин, MAPKs, PI3K і 

Src, активування NF-κB є критичною ланкою, без запуску якої остеокласти не 

формуються. Саме тому запальні цитокіни мають сильний ефект на резорбцію 

кісткової тканини, в основному через їх здатність активувати NF-κB та 

диференціювання остеокластів. Так, один з активаторів класичного шляху 

активування NF-κB – TNFα – опосередковує втрату маси кісткової тканини, 

пов’язану з хронічними запальними процесами.  

Роль NF-κB у підтриманні гомеостазу кісткової тканини не обмежується 

лише участю у регулюванні активності остеобластів. NF-κB-асоційоване 

сигналювання також відіграє важливу роль у функціонуванні остеобластів та 

остеоцитів. Так, NF-κB може інгібувати диференціювання і активність 

остеобластів. Ядерна транслокація p65 у остеобластах інгібує їх 

диференціювання шляхом блокування експресії факторів Runx2, SMAD та 

знижує їх активність внаслідок зменшення активності JNK та експресії Fra1. 

Механічні стимули також можуть активувати класичний шлях NF-κB, 

збільшуючи експресію прозапальних медіаторів, включаючи TNFα. 

Незважаючи на те, що остеоцити складають до 90-95% всіх клітин кісткової 

тканини, наразі існує мало досліджень їх внутрішньоклітинного сигналювання 

із залученням NF-κB через складність модельних систем in vitro. 

Таким чином, припускається, що у патогенезі ГК-індукованого 

остеопорозу можуть бути задіяні порушення NF-κB-опосередкованих 

сигнальних шляхів. Інгібування сигнального шляху NF-κB є ключовим 

механізмом протизапальної дії глюкокортикоїдів. Відомо, що GR негативно 

регулює активність NF-κB, напряму взаємодіючи з р65 NF-κB та 

перешкоджаючи її транслокації до ядра [164] або змінюючи конформацію 

комплексу у транскрипційно інертну форму [165]. 

Вітамін D3, окрім остеопротекторної, також володіє протизапальною 

дією, що дозволяє припустити його прямий або опосередкований вплив на NF-

κB. Так, відомо, що VDR контролює експресію RANKL, який індукує 

активування NF-κB. Саме завдяки складності взаємодії цих сигнальних шляхів 



 

 

57 

та суперечливій інформації щодо ефектів ГК та холекальциферолу на 

остеокінову систему RANKL/RANK/OPG, в контексті дисертаційної роботи 

фокус буде зосереджений на ролі NF-κB як сполучної ланки, що інтегрує 

сигнальний шлях RANKL/RANK/OPG, GR-опосередковане сигналювання та 

ланку, через яку може чинити свій вплив вітаміу D3 за участі VDR.  

 

1.3.4 Порушення функціонування цитокінової системи 

RANKL/RANK/OPG за глюкокортикоїд-індукованого остеопорозу     

Раніше вважалось, що ГК значно посилюють резорбцію кісткової 

тканини, проте на сьогодні ця концепція підлягає перегляду через суперечливі 

експериментальні дані щодо їх впливу на систему RANKL/RANK/OPG. На 

культурах остеобластних клітин було показано, що наслідком дії ГК є 

активування експресії RANKL та MCS-F, а також пригнічення експресії 

остеокальцину та OPG [102], [166]. Оскільки ГК-чутливі елементи були 

виявлені у гені RANKL, припускають можливість регулювання експресії цього 

цитокіну через посилення транскрипційної активності GR [167]. У дослідах in 

vitro на культурі стромальних клітин кісткового мозку продемонстровано, що 

дексаметазон знижував експресію OPG на 40% [166]. Дексаметазон та 

преднізолон вважаються сильними інгібіторами експресії OPG, оскільки вони 

гальмують продукування остеопротегерину на 80% у клітинній лінії 

остеобластів людини [168]. Дослідження сироваткового рівня OPG пацієнтів 

після короткотривалої терапії ГК (середня доза 32,5 ± 3,0 мг) також показали 

суттєве зниження його вмісту [169]. Таким чином, отримані in vitro дані 

свідчать про активування системи RANKL/RANK/OPG за дії ГК. 

З іншого боку, дослідження, проведені на кістковій тканині 

новонароджених мишей продемонстрували, що дексаметазон підвищував 

експресію мРНК тартрат-резистентної кислої фосфатази (TRAP), рецептора 

кальцитоніну, катепсину К, карбоангідрази II, OPG та RANK, а також 

експресію мРНК та протеїну RANKL. На противагу ефектам дексаметазону, 

введення 1,25(ОН)2D3 знижувало експресію OPG [169].  
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Поясненням наявності суперечливих експериментальних даних стосовно 

дії ГК на резорбцію кісткової тканини може бути двохстадійність розвитку ГІО. 

На початковій швидкій фазі відбувається суттєва втрата маси кісткової 

тканини, що може пояснюватись посиленням процесів резорбції за рахунок 

збільшення кількості нових остеокластів або зростання активності зрілих 

клітин. У повільній фазі гальмується формування кісткової тканини, як 

наслідок, продукування RANKL остеобластами також знижується, що веде до 

дерегулювання функціонування остеокластів (рис. 1.7).  

 

 

Рис. 1.7 Ефект ГК на 

ремоделювання  кісткової 

тканини. (А) Нормальний перебіг 

ремоделювання: остеокласти 

резорбують старий матрикс, 

остеобласти мігрують до лакуни 

та утворюють новий кістковий 

матрикс. (Б) ГК-індуковане 

порушення перебігу 

ремоделювання: ГК інгібують остеобласти та гальмують активність 

остеокластів, порушуючи організацію їх цитоскелету та ацетилування 

мікротрубочок [170].  

 

Наведені вище експериментальні дані здебільшого стосуються 

досліджень на культурах клітин або змін у кістковій тканині, пов’язаних з 

короткотривалим введення синтетичних ГК у високих дозах. Однак 

недостатньо з’ясованим залишається питання систематичного дослідження 

порушень експресії усіх компонентів системи RANKL/RANK/OPG у кістковій 

тканині та кістковому мозку за довготривалої дії ГК in vivo, а також майже 

відсутні дані щодо впливу вітаміну D3 на дану остеокінову систему.  

Нормальний перебіг процесу 
ремоделювання кісткової тканини 

 

Порушений процес ремоделювання кісткової  
Тканини за введення глюкокортикоїдів 

 

A 

Б 
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РОЗДІЛ 2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

 

2.1 Моделювання глюкокортикоїд-індукованого остеопорозу у щурів та 

схема введення вітаміну D3 

Дослідження проводили на білих щурах (самиці лінії Wistar масою 100 ± 

5 г), які утримувались у стандартизованих умовах: у пластикових клітках на 

харчовому повноцінному раціоні віварію (вміст кальцію –  1,2%, фосфору – 

0,8%), при температурі в межах 18-22°С, вологості 50-60% та природному 

світловому режимі «день-ніч». Після періоду акліматизації (один тиждень), 

щурів було розділено на 3 групи за методом «випадкових чисел»: 1 – 

контрольні тварини; 2 – тварини, яким щодоби вводили преднізолон 

перорально у дозі 5 мг/кг маси тіла протягом 30 діб; 3 – тварини, яким вводили 

вітамін D3 перорально (Sigma, США) у вигляді масляної суспензії у дозі 1000 

МО/кг маси тіла протягом 30 діб на тлі дії преднізолону. Для дослідження 

використовували тканину печінки, стегнову та гомілкову кістки, кістковий 

мозок, сироватку крові, ізольовані спленоцити, мононуклеари периферичної 

крові та гепатоцити. Усі маніпуляції проводили з дотриманням 

загальноприйнятих біоетичних норм поводження з лабораторними тваринами у 

відповідності до міжнародних та національних положень: «Європейська 

конвенція про захист хребетних тварин, що використовуються для дослідних та 

інших наукових цілей» (Страсбург, 1986); «Загальні етичні принципи 

проведення експериментів на тваринах» (Україна, 2001), Закон України «Про 

захист тварин від жорстокого поводження» № 3447-IV (Україна, 2006).  

 

2.2 Матеріали і обладнання  

При проведенні експериментальної роботи були використані наступні 

препарати та реактиви: препарат «Преднізолон» (Біофарма, Україна); вітамін D3 

(Sigma, США); 2′,7′-дихлордигідрофлуоресцеїн діацетат (Sigma, США); 4,5-

диамінофлуоресцеїн діацетат (Sigma, США); первинні антитіла проти RANK, 

RANKL, OPG, VDR, CYP27B1, VEGF, остеокальцину, фосфорильованої за Ser 
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311 субодиниці p65 NF-κB, IκB, каспази-3, GR (Santa Cruz Biotechnology, 

США), субодиниці p65 NF-κB (Thermo Fisher Scientific, США), iNOS та 3-

нітротирозину (Millipore, США), PARP-1 (Cell Signaling Technology, США), 

poly(ADP-ribose) (Trevigen, США), мієлопероксидази (Abcam, Великобританія), 

ламіну B1 та β-актину, кон’югованого з пероксидазою хрону (Sigma, США); 

вторинні антитіла, кон’юговані з пероксидазою хрону: anti-mouse IgG (Fab 

Specific)-Peroxidase (Sigma, США), anti-rabbit IgG (H+L)-HRP conjugate (Bio-Rad 

Laboratories, Inc., США) та anti-goat IgG (H+L) (Invitrogen, США); вторинні 

антитіла, кон’юговані з флуоресцентними мітками anti-rabbit IgG DyLight 488, 

anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor 546 conjugate, anti-mouse IgG (H+L) Alexa Fluor 

488 conjugate, anti-mouse IgG (H+L) Alexa Fluor 568 conjugate (Thermo Fisher 

Scientific, США); барвник Hoechst (Sigma, США); набір для виділення РНК з 

тканин Trizol RNA Prep kit (NEOGENE, Україна), набір для виділення РНК з 

тканин innuPREP RNA Mini Kit (Analytik Jena AG, Німеччина), набір для 

синтезу кДНК Maxima H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher 

Scientific, США), набір для проведення ПЛР у реальному часі Maxima SYBER 

Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, США), розчин для 

отримання мононуклеарів з цільної крові Histopaque-1083 (Sigma, США). Решта 

реактивів виробництва AppliСhem (Німеччина), Sigma (США), Pierce (США) та 

вітчизняного виробництва класу х.ч. або ч.д.а. Для приготування водних 

розчинів використовували дистильовану або деіонізовану воду. 

Для проведення досліджень використовувались наступні прилади: ваги 

електронні WPS 110/C/2 (RADWAG, Польща), центрифуга Mikro 200R (Hettich, 

Німеччина) та LU-418 (Угорщина), змішувач Bio Vortex V1 (BIOSAN, 

Німеччина), шейкер-термостат ES-20 (BIOSAN, Німеччина), водяна баня БЛ-

100 (НХП, Україна), рН-метр рН-301 (ПБФ «ДЕСКК», Україна), 

спектрофотометр СФ-46 (ЛОМО, Росія), фотоелектроколориметр КФК-2МП 

(ЗОМЗ, Росія), позитивно заряджені адгезивні скельця Objektträger Microscope 

slides (Th.Geyer Gruppe, Німеччина), світловий мікроскоп Olуmpus ВХ-15 

(Olуmpus, Японія), установка для електрофорезу та електропереносу Mini-
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Protein III (Bio-Rad Laboratories, США), ультразвуковий дезінтегратор Labsonic 

M (Sartorius, Німеччина), мікропланшетний зчитувач ER-500 (SINNOWA, 

Китай), протоковий цитофлуориметр COULTER EPICS XLTM (Beckman Coulter, 

США), конфокальний мікроскоп Carl Zeizz LSM 510 Meta (Carl Zeizz, 

Німеччина) спектрофотометр/флуориметр для вимірювання концентрацій 

протеїну та РНК DS-11 (DeNovix, США), ампліфікатор qTOWER 2.0 Standard 

RT-PCR Thermal Cycler (Analytik Jena AG, Німеччина) та інші.  

 

2.3 Методи досліджень 

2.3.1 Отримання сироватки крові 

Зібрану у стерильні пробірки кров інкубували 30 хв при +37 °С, після 

чого відділяли кров’яний згусток від стінок капіляром, центрифугували 10 хв 

при 3000 g та зберігали при -80°С до моменту використання для дослідження 

вмісту мінеральних компонентів, 25OHD та активності ензимів. 

 

2.3.2 Отримання загальних лізатів та лізатів з ядерної й цитоплазматичної 

фракцій для проведення вестерн-блот аналізу 

 Для приготування загального протеїнового лізату наважку тканини 200-

250 мг розтирали у фарфоровій ступці з рідким азотом, 100 мг подрібненої 

тканини інкубували протягом 20 хв з буфером екстракції протеїнів RIPA (20 

мМ трис-НCl, рН 7.5, 1% тритон Х-100, 150 мМ NaCl, 1 мМ ЕДТА, 1% 

дезоксихолат натрію) у співвідношенні 1:10 (вага/об’єм) та коктейлем 

інгібіторів протеїназ і фосфатаз (PIC) на льодяній бані. Гомогенат додатково 

обробляли ультразвуковим дезінтегратором (Cycle 0.8, Ampl. 50%), після чого 

центрифугували при 14000 g 20 хв при +4оС. Вміст тотального протеїну у 

аліквотах проб визначали за методом Лоурі. До лізату додавали 1/5 частину 

об’єму буферу Леммлі (60 мM Tris-Cl, pH 6.8, 2% додецилсульфат натрію, 10% 

гліцерин, 5% β-меркаптоетанол, 0.01% бромфеноловий синій), перемішували 

та проварювали на водяній бані +95°С протягом 5 хв, а після охолодження 

зберігали у фризері при -80°С для подальшої роботи. 
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 Для фракціонування ядерних та цитоплазматичних протеїнів [171], 

тканину подрібнювали за такою ж схемою як і для загальних лізатів, до 100 мг 

подрібненої тканини додавали 0,9 мл 0,5% розчину NP40-PBS (фосфатно-

сольовий буфер) з сумішшю PIC та інкубували, періодично перемішуючи, 

протягом 20 хв на льоді. Ядра осаджували центрифугуванням при 1500 g 

протягом 5 хв, супернатант відбирали, до отриманого осаду вносили 0,5 мл 

буферу RIPA з сумішшю інгібіторів та перемішували 5 хв на холоді. 

Супернатант I, що попередньо був відібраний, знову центрифугували при 14000 

g на +4°С 20 хв, щоб осадити залишки цитоплазматичних мембран, після чого 

до супернатанту II додавали буфер Леммлі та обробляли згідно описаному 

вище для загальних лізатів. В суміші осаду ядер з буфером RIPA руйнували 

ядерні мембрани ультразвуком за допомогою дезінтегратора двічі (Cycle 0.8, 

Ampl. 50%) протягом 20 сек, осаджували залишки ядерних мембран 

центрифугуванням при 14000 g на +4°С протягом 20 хв. Відбирали супернатант 

(ядерну фракцію), додавали буфер Леммлі та обробляли згідно описаному 

вище для загальних лізатів. Отримані фракцій протеїнів зберігали у фризері 

при -80°С для подальшої роботи. 

 

2.3.3 Виділення моноцитів з кісткового мозку та крові щурів  

Мононуклеарні клітини периферичної крові виділяли за допомогою 

Histopaque-1083 (Sigma, США) відповідно до стандартного протоколу від 

виробника. До 3 мл гепаринізованої  крові додавали 5 мл PBS та перемішували. 

У центрифужну пробірку додавали 3 мл розчину Histopaque-1083, на який 

обережно нашаровували 8 мл суміші крові з PBS та центрифугували при 400 g 

протягом 30 хв. Верхній шар обережно відбирали до непрозорого кільця з 

мононуклеарними клітинами. Шар клітин переносили в центрифужну пробірку 

та відмивали з використанням PBS та послідовного центрифугування при 250 g 

протягом 10 хв. Після відмивання отримані мононуклеарні клітини 

периферичної крові ресуспендували у 0,5 мл PBS для подальшої роботи. 
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Для отримання мононуклеарних клітин кісткового мозку, стегнові кістки 

очищували від залишків сполучних тканин, медичними кусачками відсікали їх з 

обох кінців. Шприцем на 1 мл кістковий мозок вимивали з тіла стегнової кістки 

холодним PBS та центрифугували при 400 g протягом 1 хв при +4°С і 

ресуспендовали в PBS, фільтрували через фільтри з порами 70 та 40 мкм з 

подальшими центрифугуванням при 400 g протягом 5 хв при +4°С. Проводили 

лізис червоних кров’яних клітин у буфері RBC (155 мМ NH4Cl, 12 мМ NaHCO3, 

0.1 мМ EDTA, pH 7.4) [172], промивали PBS, центрифугували і кінцевий осад 

мононуклеарів ресуспендували в PBS із розрахунку 0,5ˣ106/мл. 

 

2.3.4 Виділення спленоцитів 

 Спленоцити ізолювали за стандартною методикою [173], [174]. Селезінку 

обережно продавлювали через дрібне сталеве сито у PBS. Отриману суспензію 

клітин відмивали у PBS, лізували еритроцити у RBC буфері та знову відмивали 

у PBS двічі. Між промивками суспензію клітин фільтрували через клітинні сита 

з діаметром пор 100 мкм та зберігали при +4°С не більше 2 годин. 

 

2.3.5 Виділення гепатоцитів  

 Гепатоцити ізолювали після перфузії печінки холодним фізіологічним 

розчином через ворітну вену. 0,5 г тканини печінки подрібнювали на невеликі 

фрагменти та інкубували у PBS з 0,05% колагеназою IV типу при +37°С 

протягом 30 хв (120 коливань/хв) з подальшим відмиванням PBS (0,146 M 

NaCl, 5,4 мМ KCl, 0,8 мМ MgSO4·7H2O, 2 мМ CaCl2, 0,7 мМ Na2HPO4·12H2O, 

0,7 мМ KH2PO4, 1% альбуміну, рН 7.4). Після інкубування зразки фільтрували, 

промивали та центрифугували. Чистоту фракції гепатоцитів контролювали 

цитохімічним методом після їх фарбування гематоксиліном Бомера. Кількість 

гепатоцитів підраховували в камері Горяєва [123]. 

 

2.3.6 Визначення вмісту 25OHD у сироватці крові  
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 Про забезпеченість організму вітаміном D судили за рівнем 25ОНD, який 

визначали імуноензимним методом з використанням тест-набору 25-Hydroxy 

Vitamin D kit (IDS, США) за протоколом виробника та тест-системи для 

конкурентного визначення 25OHD у серологічних зразках з використанням 

поліклональних антитіл проти 25OHD і біотин-стрептавідинового способу 

візуалізації, що була розроблена в Інституті біохіміїї ім. О.В. Палладіна [175]. 

Концентрацію 25ОНD виражали в нмоль/л сироватки крові. 

 

2.3.7 Визначення вмісту загального кальцію та його фракцій у сироватці 

крові  

Вміст загального кальцію у сироватці крові визначали за допомогою біо-

тест набору (Lachema, Чехія) згідно протоколу від виробника, використовуючи 

в якості стандартного розчину 25 ммоль/л СаСО3 у 1,7 % НСl. Кальцій у 

лужному середовищі здатний утворювати з гліоксаль-біс-(2-оксианілом) 

комплекс червоного кольору. Інтенсивність забарвлення зразка прямо 

пропорційна концентрації кальцію й визначається спектрофотометрично при λ 

= 540 нм. Кількість загального кальцію розраховували в ммоль/л сироватки 

крові. Для визначення вмісту протеїнозв’язаного кальцію у сироватці крові 

попередньо осаджували протеїни 96% етанолом, центрифугували зразки при 

3000 об/хв протягом 15 хв та гідролізували осад 0,4 М розчином NaOH при 

+100°С протягом 10 хв. До зразка додавали гліоксаль-біс-(2-оксианіл) і 

визначали протеїнозв’язаний кальцій як описано вище. Вміст 

ультрафільтрованої фракції кальцію у сироватці крові визначали за різницею 

вмісту загального кальцію і кальцію, зв’язаного з протеїнами.  

 

2.3.8 Визначення вмісту неорганічного фосфату у сироватці крові  

Вміст неорганічного фосфату в сироватці крові визначали за методом 

Dyce [176]. Осадження протеїнів проводили 12% розчином трихлороцтової 

кислоти з подальшим центрифугуванням при 3000 об/хв протягом 10 хв. 

Безпротеїнові екстракти (0,5 мл) інкубували спочатку при +37ºС 10 хв з 
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аскорбіновою кислотою (260 мМ) та молібдатом амонію (7 мМ), а потім на 

льоду протягом 10 хв. Неорганічний фосфат у кислому середовищі утворює з 

молібдатом амонію фосфорномолібденовий комплекс синього кольору,  

інтенсивність забарвлення якого пропорційна концентрації фосфату у пробі. 

Визначення вмісту неорганічного фосфату проводили спектрофотометрично 

при λ=670 нм та розраховували в ммоль/л сироватки крові.  

 

2.3.9 Визначення активності загальної лужної фосфатази та її ізоензимів у 

сироватці крові  

Активність лужної фосфатази (лужна фосфогідролаза моноефірів 

ортофосфорної кислоти, КФ 3.1.3.1) у сироватці крові визначали за допомогою 

біо-тест набору (Lachema, Чехія) згідно протоколу для використання від 

виробника. Принцип методу базується на здатності лужної фосфатази (ЛФ) 

розщеплювати субстрат – 4-нітрофенілфосфат з утворенням 4-нітрофенолу та 

фосфату. Реакцію зупиняли 30 мМ розчином трилону Б в 1М NaОН. Мірою 

активності ензиму є кількість вивільненого продукту реакції – 4-нітрофенолу, 

який у лужному середовищі дає жовте забарвлення, інтенсиність якого 

визначається спектрофотометрично при λ=410 нм. Активність ЛФ виражали в 

Од/л, де Од – кількість мкмоль 4-нітрофенолу, яка утворюється за 1 хв при 

+37°С під дією ЛФ, що міститься у 1 л сироватки крові.  

Для визначення активності термостабільної ЛФ проводили термічне 

інгібування сироватки крові при +56°С протягом 15 хв. Активність кісткової 

ізоформи ЛФ вираховували за різницею між активностями загальної та 

термостабільної лужних фосфатаз. Активність кишкового ізоензиму ЛФ 

визначали за різницею між активностями загальної та незаінгібованої 

специфічним інгібітором (5мМ L-фенілаланін) ЛФ [177]. 

 

2.3.10  Визначення вмісту мінеральних компонентів кісткової тканини 

 Зольність кісткової тканини визначали методом сухої мінералізації при 

температурі +600-800°С після знежирювання стегнової кістки гексаном 
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протягом 7 діб. Вміст мінеральних компонентів у золі стегнової кістки 

визначали після її розчинення сумішшю Н2О:кHCl (30:1) вищенаведеними 

методами (2.3.7, 2.3.8) й розраховували в % до маси золи.  

 

2.3.11  Вивчення біомеханічних характеристик кісток  

 Стегнові кістки очищували від залишків сполучних тканин та фіксували 

10% розчином формаліну протягом 2 днів, після чого зберігали у 70% етанолі. 

Дослідження біомеханічних властивостей кісткової тканини піддослідних 

тварин проводилось м.н.с. Лабудзинським Д.О. на базі відділу анатомії та 

клітинної біології медичного факультету Університету м. Оулу. Перед 

тестуванням стегнові кістки промивали в PBS протягом 24 годин. Тест «3-х 

точкового прогинання» (з параметрами: span length 5.5 mm, loading speed 0.155 

mm/sec) на середину стегнової кістки був зроблений на приладі Instron 3366 

Universal Testing Machine (Instron Corp., США). На основі записаних кривих 

деформації та використовуючи програмне забезпечення Bluehill 2 software 

version 2.6 (Instron Corp., США) були вираховані максимальне навантаження на 

злам стегнової кістки (Н), міцність та жорсткість стегнової кістки (Н/мм2) [178]. 

 

2.3.12   Імуногістохімічне дослідження кісткової тканини  

Стегнові кістки щурів очищували від залишків сполучних тканин, з тіла 

стегнової кістки вимивали кістковий мозок, після чого їх фіксували 10% 

розчином формаліну протягом 48 годин, промивали та послідовно фіксували 

сумішшю етилового спирту:формаліну (1:10) та етиловим спиртом зростаючої 

концентрації. Після повної фіксації проводили декальцифікацію 5% розчином 

EDTA (рН 6,5), замінюючи його на свіжий кожні 2-3 дні. Про завершення 

декальцифікації судили за допомогою голкового тесту, після чого зразки 

промивали та переносили послідовно у 95% та 100% етанол (2 рази протягом 30 

хв), витримували у бензолі протягом 30 хв та заливали у парафін при 

температурі +58°С. Зрізи отримували на ротаційному мікротомі. Для 

імуногістохімічного мічення кісткових зрізів їх депарафінізували послідовно у 
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розчинах ксилолу (3 рази по 5 хв), абсолютного етанолу (3 рази по 5 хв), 95%, 

85% та 75% етанолу (по 3 хв для кожного), промивали дистильованою водою. 

Демаскували епітопи антигенів у цитратному буфері (10мМ, рН 6,0) на водяній 

бані при +95°С протягом 10 хв, промивали та проводили блокування 5% 

розчином бичачого сироваткового альбуміну (BSA) у PBS протягом 1 год. 

Промивали та інкубували з первинними антитілами RANK (Santa Cruz 

Biotechnology, США) у концентрації 1:200 протягом ночі при +4°С. Після 

відмивання зразків проводили інкубування з вторинними антитілами, 

кон’югованими з флуоресцентною міткою DyLight 488 (1:500) при постійному 

перемішуванні протягом 45 хв у темряві з подальшим відмиванням у PBS. Для 

підготовки зразків для конфокальної мікроскопії їх інкубували з барвником для 

ядер Hoechst 33258 протягом 10 хв, після чого зрізи наносили на предметне 

скло, накривали покривним та герметизували спеціальним лаком. Результати 

імунофлуоресцентного мічення зрізів стегнової кістки були оцінені за 

допомогою мікроскопа Carl Zeiss LSM 510 (Carl Zeiss, Німеччина) та оброблені 

з використанням програмного забезпечення Zeiss LSM Image Browser. 

 

2.3.13  Визначення рівня продукування активних форм кисню клітинами 

кісткового мозку та фагоцитуючими клітинами крові 

Флуоресцентне визначення вмісту АФК проводили з використанням 

специфічного зонду 2′,7′-дихлордигідрофлуоресцеїн діацетату (DCFН-DA, 

Sigma, США) [179]. До 100 мкл суспензії ізольованих клітин кісткового мозку 

щурів (0,5·106 клітин) додавали 1 мкл розчину DCFH-DA (2,5 мМ) та 

інкубували 15 хв при +37°С в темряві. Проби центифугували при 1500 об/хв 10 

хв та промивали 2 рази PBS. Після відмивання осад мононуклеарних клітин 

ресуспендували у 0,5 мл PBS та аналізували на протоковому цитофлуориметрі 

COULTER® EPICSTM XLTM (Beckman Coulter, США). Флуоресценцію окисленої 

форми DCFH-DA – 2′,7′-дихлорфлуоресцеїн діацетату (DCF-DA) реєстрували за 

каналом FL1 (515-535 нм) та при λзб = 488 нм.  

https://www.zeiss.com/microscopy/int/website/downloads/lsm-image-browser.html
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Флуоресцентне визначення рівня утворення АФК фагоцитуючими 

клітинами крові проводили з DCFH-DA. До 100 мкл крові дослідних щурів 

додавали 1мкл розчину DCFH-DA (2,5 мМ) і інкубували цільну кров 15 хв при  

+37С в темряві. Після інкубації проби піддавали гемолізу, додаючи 3 мл H2O. 

Після 35 секунд осмотичний тиск вирівнювали додаванням 1 мл 3,4% NaCl. 

Проби центрифугували 1500 об/хв 10 хв, промивали 2 рази розчином PBS, осад 

лейкоцитів ресуспендували у 0,5 мл PBS. Проби аналізували на протоковому 

цитофлуориметрі COULTER® EPICSTM XLTM. Обробку результатів проводили 

за допомогою програми FCS Express V3. 

 

2.3.14  Визначення рівня продукування оксиду азоту гепатоцитами та 

клітинами кісткового мозку 

 Оцінювання внутрішньоклітинного синтезу оксиду азоту (NO) 

ізольованими гепатоцитами та клітинами кісткового мозку було проведено з 

використанням специфічного флуоресцентного зонду 4,5-диамінофлуоресцеїн 

діацетату (DAF-2DA, Sigma, США). Проникаючи у клітину, діацетат 

відщеплюється внутрішньоклітинними естеразами, вивільняючи 4,5-

диамінофлуоресцеїн (DAF), який специфічно взаємодіє з NO, утворюючи 4,5-

диамінофлуоресцеїн триазол, за флуоресценцією якого можна оцінити рівень 

продукування NO у клітині [180]. Ізольовані гепатоцити та клітини кісткового 

мозку щурів (0,5·106 клітин) інкубували з 10 мкМ DAF-2DA у сольовому 

розчині Хенкса протягом 30 хв при +37°С. Інтенсивність флуоресценції 

аналізували на протоковому цитофлуориметрі COULTER® EPICSTM XLTM при 

довжині хвиль збудження/емісії 488/515 нм. Отримані цитофлуорограми 

обраховували за допомогою програмного забезпечення FCS Express V3, а 

результати виражали у вигляді умовних одиниць інтенсивності флуоресценції. 

 

2.3.15 Вивчення характеру загибелі гепатоцитів  

Загибель гепатоцитів оцінювали за накопиченням у них інтеркалюючого 

барвника пропідію йодиду (PI, Sigma, США), що проникає лише у мертві 
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клітини та ті, у яких пошкоджена цитоплазматична мембрана [181]. Клітини 

печінки (0,5·106/мл) інкубували з розчином PI (50 мкг/мл) протягом 15 хв при 

кімнатній температурі в темряві. Флуоресценцію клітин, здатних акумулювати 

PI, детектували на протоковому цитометрі COULTER® EPICSTM XLTM з 

використанням довжин хвиль збудження/випромінювання 488/645 нм. Було 

проаналізовано не менше 10000 клітин у кожному зразку. Результати були 

оброблені за допомогою програми FCS Express V3 та виражені як відсоток 

загиблих клітин від загального їх числа.  

 

2.3.16 Визначення кількості RANK-позитивних клітин кісткового мозку, 

крові й селезінки щурів, RANKL- та GR-позитивних клітин кісткового 

мозку методом протокової цитофлуориметрії та їх візуалізація 

 Визначення кількості RANK-позитивних клітин кісткового мозку, крові 

та селезінки щурів, а також RANKL- та GR-позитивних клітин кісткового мозку 

проводили використовуючи імунофлуоресцентне мічення клітин за 

стандартними протоколами з ресурсів http://www.leica-microsystems.com та 

http://www.abcam.com/protocols, умови яких були оптимізовані та адаптовані до 

наших потреб. Підготовлені як описано вище у 2.3.3. та 2.3.4 клітини кісткового 

мозку, крові та селезінки фіксували 4% розчином параформу в PBS протягом 

10-15 хв при кімнатній температурі та відмивали тричі PBS. Далі, в залежності 

від типу антигену, мембрани клітин, якщо необхідно, пермеабілізували  0,1% 

розчином Triton X-100 в PBS протягом 10 хв при кімнатній температурі та 

відмивали тричі спочатку у PBS, потім в 1% BSA у PBS. Надалі проводили 

блокування 1% розчином BSA у PBS при постійному перемішуванні протягом 

30-60 хв (в залежності від кількості клітин) при кімнатній температурі, 

відмивали та інкубували при постійному перемішуванні протягом 30-60 хв при 

кімнатній температурі з первинними антитілами у робочому розведенні 1:250 

для RANK, RANKL та GR. Після відмивання клітин проводили інкубацію зі 

специфічними вторинними антитілами, кон’югованими з флуоресцентною 

міткою у експериментально підібраному розведенні при постійному 

http://www.leica-microsystems.com/
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перемішуванні протягом 45 хв при кімнатній температурі у темряві з 

подальшим відмиванням у PBS. Відбирали проби на автофлуоресценцію, які 

інкубували тільки з вторинними антитілами. Флуоресценцію реєстрували на 

протоковому цитометрі COULTER® EPICSTM XLTM з використанням довжин 

хвиль збудження/випромінювання 488/530 нм для флуоресцентних міток 

DyLight 488 та Alexa Fluor 488. Результати обраховували за допомогою 

програми FCS Express V3 та виражали як відсоток флуоресцентно мічених 

клітин від їх загального числа. Для підготування проб для конфокальної 

мікроскопії клітини інкубували з барвником для профарбовування ядер Hoechst 

33258 протягом 5-10 хвилин, після чого наносили суспензію на предметне скло, 

накривали покривним та герметизували спеціальним лаком.  

Флуоресцентно мічені клітини кісткового мозку та селезінки 

візуалізували за допомогою конфокального мікроскопу Carl Zeizz LSM 510 

Meta (Carl Zeizz, Німеччина). Для збудження хромофорів використовували 

лазери з різними довжинами хвиль: для Hoechst 33258 – 405 нм; для 

флуоресцентних міток DyLight 488 та Alexa Fluor 488 conjugate – 488 нм; для 

флуоресцентних міток Alexa Fluor 546 conjugate та Alexa Fluor 568 conjugate – 

556 нм. Флуоресценція детектувалася за трьома каналами: 420-480 нм, 505-530 

нм та >560 нм відповідно. Обробка результатів проводилась за допомогою 

програмного забезпечення Zeiss LSM Image Browser. 

 

2.3.17 Визначення експресії мРНК CYP27B1, VDR, RANKL, NF-κB, TNFα 

та PPARγ у різних тканинах щурів  

Визначення експресії цільових генів у кістковому мозку, кістковій 

тканині та тканині печінки щурів проводили методом кількісної полімеразної 

ланцюгової реакції (ПЛР) у реальному часі. Тотальну РНК отримували з 

наважки подрібненої у рідкому азоті тканини за допомогою наборів для 

виділення РНК згідно інструкцій до їх використання: Trizol RNA Prep kit 

(NEOGENE, Україна) для тканини печінки та кісткової тканини або innuPREP 

RNA Mini Kit (Analytik Jena AG, Німеччина) для кісткового мозку. 

https://www.zeiss.com/microscopy/int/website/downloads/lsm-image-browser.html
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Концентрації мРНК визначали за допомогою спектрофотометру/флуориметру 

DS-11 (DeNovix, США). Синтез кДНК проводили згідно стандартного 

протоколу для використання набору для синтезу кДНК Maxima H Minus First 

Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, США) при +50°С протягом 

35 хв. Отриману кДНК використовували як матрицю для проведення ПЛР у 

реальному часі на ампліфікаторі qTOWER 2.0 Standard RT-PCR Thermal Cycler 

(Analytik Jena AG, Німеччина) з використанням набору Maxima SYBER 

Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, США). Праймери для 

кожного гену були сгенеровані за допомогою програмного забезпечення Primer 

BLAST (табл. 1.3) та синтезовані компанією «Мetabion International AG».  

 

Таблиця 1.3  

Перелік праймерів для проведення кількісної ПЛР у реальному часі 

Ген Forward 5’–›3’ Reverse 5’–›3’ Довжина 

продукту 

Gapdh TGAACGGGAAGCTCACTGG TCCACCACCCTGTTGCTGTA 307 

Vdr TCATCCCTACTGTGTCCCGT TGAGTCTCCTTGGTTCGTG 161 

Nf-κb GTACTTGCCAGACACAGACGA CTCGGGAAGGCACAGCAATA 149 

Cyp27b1 TGGGTGCTGGGAACTAACCC TCGCAGACTGATTCCACCTC 113 

Rankl CCAGCATCAAAATCCCAAGT TGAAAGCCCCAAAGTACGTC 201 

Tnfα TCAGCGAGGACACCAAGC CTCTGCCAGTTCCACATCTC 252 

Pparγ CGGTTGATTTCTCCAGCATT TCGCACTTTGGTATTCTTGG 301 

 

Отримані дані були нормалізовані за геном-референсом гліцеральдегід-3-

фосфат дегідрогеназою (GAPDH) та розраховані за методом ΔΔCt. 

 

2.3.18 Вестерн-блот аналіз цільових протеїнів у кістковому мозку, 

кістковій тканині та тканині печінки щурів  

Визначення вмісту цільових протеїнів у кістковому мозку, кістковій 

тканині та тканині печінки щурів проводили методом вестерн-блот аналізу. 

Перед проведенням електрофорезу лізати вирівнювали за концентрацією 

протеїну та прогрівали при +95°С протягом 5 хв у буфері Леммлі. 

Електрофоретичне розділення протеїнів у 10-15% поліакриламідному гелі 

(ПААГ) проводили у трис-гліциновому буфері з рН 8,3 (25 мМ Тris-HCl, 192 
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мМ гліцину, 0,1% додецилсульфату натрію) (30-100 мкг протеїну на лунку) 

при напрузі 100-110 V. Для визначення молекулярної маси протеїнів на 

електрофореграмах використовували протеїнові стандарти (Thermo Scientific, 

США). Розділені за молекулярною вагою протеїни з ПААГ переносили на 

нітроцелюлозну мембрану протягом 1 год при 350 mA у трансфер-буфері з рН 

8.3 (25 мМ трис, 192 мМ гліцину, 0,1% додецилсульфату натрію, 20% 

метанолу) [182]. Вільні центри зв’язування блокували 5% знежиреним сухим 

молоком в PBS з 0,05% Tween-20 (PBST) протягом 1 год. Мембрану відмивали 

тричі по 5 хв у PBST, інкубували ніч при +4оС з цільовими антитілами у 

попередньо підібраних оптимальних концентраціях: RANK (1:400), RANKL 

(1:250), OPG (1:250), VDR (1:200), CYP27B1 (1:200), VEGF (1:500), 

остеокальцину (1:500), фосфорильованої за Ser 311 субодиниці p65 NF-κB 

(1:200), NF-κB p65 (1:250), IκB (1:500), каспази-3 (1:400), GR (1:250), iNOS 

(1:1000), 3-нітротирозину (1:2500), PARP-1 (1:1000), poly(ADP-ribose) (1:1000), 

мієлопероксидази (1:600), ламіну B1 (1:1000) та β-актину (1:20000). Після 

інкубування з первинними антитілами мембрану тричі по 5 хв відмивали у 

PBST, після чого протягом 1-1,5 год при кімнатній температурі інкубували зі 

специфічними вторинними антитілами, кон’югованими з пероксидазою хрону у 

розведенні 1:4000 для anti-mouse, 1:2500 для anti-goat та anti-rabbit антитіл. 

Надалі мембрану знову відмивали та виявляли імунореактивні сигнали за 

допомогою реактивів для посиленої хемілюмінесценції (1,25 мМ розчин 

люмінолу, 2,72 мМ розчин кумарової кислоти та 0,01% розчин гідроген 

пероксиду в 0,1 М Тris-HCl, рН 8.5). Час експозиції оброблених мембран на 

рентгенівській плівці залежав від інтенсивності хемілюмінісценції і становив 1-

20 хв. Плівку проявляли й фіксували стандартними фотопроявником та 

фіксажем. Інтенсивність сигналів на рентгенівських плівках обраховували за 

допомогою програмного забезпечення GELPRO32. Відносний вміст цільових 

протеїнів було додатково нормалізовано за β-актином (для цитоплазматичної та 

загальної фракцій) або ламіном B1 (для ядерної фракції) та представлено в 

умовних одиницях (разах від рівня у контролі).  
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2.3.19  Визначення рівня транскрипційного активування NF-κB у 

кістковому мозку, кістковій тканині та тканині печінки щурів 

Про рівень транскрипційного активування NF-κB судили за кількома 

параметрами. По-перше, про вивільнення NF-κB з неактивного комплексу 

судили за рівнем IκB, який в нормі знаходиться у комплексі з NF-κB  у 

цитоплазмі, перешкоджаючи його транслокації до ядра. По-друге, беручи до 

уваги ключову роль процесу фосфорилювання у транскрипційному активуванні 

NF-κB [183], [184], методом вестерн-блот аналізу досліджували рівні 

фосфорильованої та нефосфорильованої субодиниці p65 ядерного фактору κB 

та їх співвідношення у кістковому мозку, кістковій тканині та тканині печінки 

щурів. По-третє, зважаючи на те, що транслокація NF-κB до ядра є ознакою 

траскрипційного активування, оцінювали перерозподіл фосфорильованої 

субодиниці p65 NF-κB між ядерною та цитоплазматичною фракціями у 

кістковому мозку щурів. Щоб констатувати транслокацію NF-κB p65 до ядра не 

тільки спираючись на дані вестерн-блот аналізу, pNF-κB-позитивні клітини 

кісткового мозку були проскановані в об’ємі з кроком 0,32 мкм за допомогою 

конфокального мікроскопу та на основі отриманих в результаті сканування 

серій знімків за допомогою програмного забезпечення LSM Image Browser 

побудовано 3D-модель транслокації NF-κB до ядра.  

  

2.3.20 Статистична обробка результатів  

Статистичну обробку даних проводили з використанням Microsoft Excel 

загальноприйнятими методами варіаційної статистики з вирахуванням 

середнього арифметичного значення показника (М) та стандартної похибки 

середнього значення (±m). Визначення достовірності відмінностей між 

одержаними величинами двох вибірок проводили з використанням t-критерію 

Стьюдента [185]. Вірогідність розходження між групами порівняння визначали 

методом однофакторного дисперсійного аналізу (one-way Anova) з подальшим 

post-hoc тестом Bonferroni за допомогою комп’ютерної програми Origin v.9.0. 

Достовірними вважали відмінності між групами при р < 0,05.  
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РОЗДІЛ 3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

 

3.1  Характеристика компонентів D-ауто/паракринної системи у тканинах 

щурів за тривалої дії преднізолону та при введенні вітаміну D3 

Клітинно-молекулярні механізми, що лежать в основі розвитку ГІО, на 

сьогодні залишаються недостатньо висвітленими. Проте відомо, що одним із 

важливих чинників, що відіграють роль у розвитку остеопорозу, є хронічний 

D-гіповітаміноз. Зниження забезпеченості організму вітаміном D3 за дії ГК 

може обумовлюватись порушенням обміну холекальциферолу, зокрема 

пригніченням процесів його гідроксилювання з утворенням першого 

гідроксильованого похідного – 25ОНD [128].  

Окрім рівня 25OHD, важливу роль в реалізації біологічних ефектів 

вітаміну D відіграють й інші компоненти D-ауто/паракринної системи. Так, 

недостатнє сигналювання через VDR може бути пов’язаним як зі зниженою 

концентрацією ліганда – 1,25(ОН)2D, так і з порушеною експресією самого 

VDR. Більше того, деякі клітини-мішені здатні самостійно експресувати 1α-

гідроксилазу (CYP27B1), що перетворює 25OHD у 1,25(OH)2D. Утворений в 

позаниркових клітинах-мішенях 1,25(ОН)2D не потрапляє в кров і не впливає на 

метаболізм кальцію, а поповнює внутрішньоклітинний пул 1,25(OH)2D, 

регулюючи диференціювання, проліферування та локальний синтез ензиму 25-

гідроксивітамін D-24-гідроксилази, який відповідає за катаболізм 1,25(ОН)2D з 

утворенням біологічно інертної форми – кальцитроєвої кислоти.  

У цьому розділі було визначено забезпеченість організму вітаміном  D, 

стан вітамін D-ауто/паракринної системи у різних тканинах щурів, оцінено 

зміни експресії глюкокортикоїдного рецептору при розвитку ГК-індукованого 

остеопорозу, а також досліджено взаємозв’язок дефіциту вітаміну D із 

функціональними та біохімічними змінами у тканині печінки за хронічного 

введення преднізолону та при корекції вітаміном D3.  
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3.1.1. Забезпеченість організму вітаміном D та стан D-ауто/паракринної 

системи у тканинах щурів за дії преднізолону та вітаміну D3 

Зважаючи на недостатнє висвітлення у сучасній літературі змін стану D-

ауто/паракринної системи у різних органах та тканинах за ГК-індукованого 

остеопорозу, було досліджено рівень ключових компонентів D-

ауто/паракринної системи, а саме 25OHD у сироватці крові, VDR та CYP27B1 у 

тканинах щурів за тривалої дії преднізолону та вітаміну D3.  

Показано, що вміст 25ОНD у сироватці крові за дії преднізолону 

знижувався майже у 3 рази порівняно з контролем (рис. 3.1). Це пояснюється 

продемонстрованим нами раніше порушенням першого етапу метаболізму 

вітаміну D у гепатоцитах внаслідок пригнічення загальної вітамін D 25-

гідроксилазної активності гепатоцитів та зниженням експресії її ізоензимів 

CYP27A1 й CYP2R1 [128]. Введення вітаміну D3 на тлі дії преднізолону 

нормалізувало вміст 25ОНD у сироватці. Отримані результати свідчать про 

негативний вплив преднізолону на обмін вітаміну D у гепатоцитах, що 

супроводжується розвитком стану D-недостатності, а також про можливість 

відновлення рівня 25ОНD шляхом перорального введення холекальциферолу. 

 

Рис. 3.1 Вміст 25ОНD у сироватці крові щурів 

за дії преднізолону та вітаміну D3 (М±m, 

n=10): 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – 

преднізолон +вітамін D3; * p < 0,05 порівняно 

з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією 

преднізолону. 

 

Оскільки компоненти D-ауто/паракринної системи присутні у різних 

типах клітин, нами було проведено дослідження особливостей експресії в 

різних тканинах як VDR, так і 25OHD-1α-гідроксилази (CYP27B1), ензиму, що 

здійснює гідроксилювання 25-гідроксихолекальциферолу з утворенням 

гормонально активної форми вітаміну D – 1,25(OH)2D.  
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Класичною тканиною-мішенню для дії 1,25(OH)2D є кісткова тканина. 

VDR міститься у остеобластах, остеоцитах, хондроцитах та остеокластах на 

різних стадіях розвитку клітин. CYP27B1 експресується у всіх клітинах 

кісткової тканини, окрім остеокластів. Таким чином, експресія цих двох 

компонентів D-ауто/паракринної системи більшою мірою може 

характеризувати процес остеогенезу. Показано, що за дії преднізолону у 

кістковій тканині вміст як мРНК, так і протеїну VDR знижувався у 1,3 та 1,6 

рази відповідно, що може свідчити про істотне порушення VDR-

опосередкованого сигналювання у чутливих до дії вітаміну D3 клітинах (рис. 

3.2). Введення преднізолону підвищувало рівень мРНК CYP27B1 у кістковій 

тканині у 1,7 рази, що може пояснюватись компенсаторною реакцією на 

зниження рівня субстрату 25OHD для цього ензиму у сироватці крові. Ці дані 

узгоджуються з проведеними раніше дослідженнями, в яких було виявлено 

посилення експресії CYP27B1 за дії дексаметазону [186]. Введення вітаміну D3 

достовірно не впливало на рівень мРНК у кістковій тканині, проте 

спостерігалась тенденція до відновлення вмісту протеїну VDR, що може 

свідчити про можливий механізм реалізації коригувальної дії 

холекальциферолу на рівні трансляції. При цьому, зважаючи на часткове 

відновлення рівнів 25OHD у сироватці та VDR у кістковій тканині, вміст мРНК 

CYP27B1 компенсаторно знижувався не тільки порівняно з преднізолоновою 

групою (у 4 рази), але й з контрольною (у 2,4 рази), тим самим відновлюючи 

стан D-ауто/паракринної системи та адекватне сигналювання через VDR. 

Окрім кісткової тканини відносний вміст VDR та CYP27B1 був оцінений 

в лізатах кісткового мозку щурів. У кістковому мозку VDR відповідає за 

регулювання процесів проліферування та диференціювання клітин, зокрема, він 

експресується мезенхімальними стовбуровими клітинами, що є попередниками 

остеобластів, а також преостеокластами. В свою чергу, на сьогодні бракує 

експериментальних даних щодо того, які типи клітин кісткового мозку 

експресують CYP27B1, а також стосовно впливу глюкокортикоїдів на 

експресію цього ензиму. Показано, що за дії преднізолону відбувалось суттєве 
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зниження вмісту як мРНК VDR (у 4,6 рази, рис. 3.3 Б), так і протеїну CYP27B1 

у клітинах кісткового мозку (у 2,1 рази, рис. 3.3 В). Відповідно, зниження 

експресії 1α-гідроксилази може обумовлювати гальмування локального синтезу 

1,25(OH)2D та призводити до порушення синтезу відповідних остеотропних 

цитокінів, які прямо чи опосередковано регулюються вітаміном D та залучені у 

процес ремоделювання кісткової тканини. На тлі падіння вмісту 25OHD такі 

зміни свідчать про пригнічення функціонування D-ауто/паракринної системи 

кісткового мозку та, як наслідок, порушення процесів проліферування та 

диференціювання попередників остеобластів. Продемонстровано 

коригувальний ефект вітаміну D3 на індуковані преднізолоном зміни експресії 

протеїну як VDR, так і CYP27B1. Їх вміст збільшувався у 20,0 та 3,2 рази 

відповідно порівняно з преднізолоновою групою.  

 

 

 

      

Рис. 3.2 Відносний вміст VDR та CYP27B1 у кістковій тканині щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7. Імуноблотограма VDR (А) та 

гістограми вмісту мРНК і протеїну VDR (Б) та мРНК CYP27B1 (В): 1 – 

контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з 

контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

Оскільки раніше було показано, що тривале введення преднізолону 

пригнічує активність вітамін D3 25-гідроксилази та експресію її ізоензимів 
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CYP27A1 й CYP2R1 у печінці [128], було зроблено припущення, що цей 

глюкокортикоїд може також впливати на інші компоненти D-ауто/паракринної 

системи печінки, зокрема на її сигнальну ланку – VDR. Щоб виявити, чи може 

дефіцит вітаміну D корелювати з порушеннями VDR-сигналювання у печінці 

було визначено його вміст на транскрипційному та трансляційному рівнях. 

 

                                                                                                                                                                                   

                    

Рис. 3.3 Відносний вміст VDR та CYP27B1 у кістковому мозку щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7. Імуноблотограма CYP27B1 (А) та 

гістограми вмісту мРНК VDR (Б) та протеїну CYP27B1 (В): 1 – контроль; 2 – 

преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з контролем, # p 

< 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

Хронічне введення преднізолону викликало більш виражене зниження у 

печінці рівня мРНК (у 10,0 разів) та помірне – у 1,2 рази – вмісту протеїну VDR 

у порівнянні з контрольними тваринами (рис. 3.4). На тлі відновлення вмісту 

25OHD у сироватці крові тварин, які отримували вітамін D3, рівень мРНК VDR 

достовірно підвищувався у порівнянні з дією преднізолону. Як відомо, VDR у 

печінці експресується гепатоцитами, холангіоцитами та клітинами Купфера 

[187], тому індуковані преднізолоном порушення експресії VDR можуть 

вказувати на зниження чутливості цих клітин до дії вітаміну D3, що може 
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проявлятись у порушенні VDR-регульованих процесів у різних типах клітин 

печінки. 

 

 

     

Рис. 3.4 Відносний вміст VDR у печінці щурів за дії преднізолону та вітаміну 

D3, М ± m, n = 7. Імуноблотограма VDR (А) та гістограми (Б) вмісту VDR на 

рівні мРНК та протеїну: 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + 

вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією 

преднізолону. 

 

Таким чином, отримані результати показали, що преднізолон викликає 

виражені зміни у функціонуванні D-ауто/паракринної системи, не тільки 

суттєво знижуючи вміст маркеру забезпеченості організму вітаміном D  – 

25OHD, але й порушуючи експресію її ключових компонентів (VDR та 

CYP27B1) у різних тканинах. При цьому зниження вмісту 25OHD у сироватці 

крові корелювало зі зниженням рівня тканинного VDR. Це узгоджується з 

даними літератури про те, що ГК можуть модулювати ефекти 1,25(OH)2D через 

пряме регулювання експресії VDR, оскільки GREs були ідентифіковані у гені 

Vdr [188]. У той час як експресія CYP27B1 у кістковому мозку пригнічувалась 

за дії преднізолону, спостерігалось збільшення, ймовірно компенсаторне, мРНК 

CYP27B1 у кістковій тканині. Продемонстровано коригувальний ефект вітаміну 

D3 на індуковані преднізолоном порушення експресії VDR та CYP27B1, який 

був більш виражений у кістковому мозку щурів. 
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3.1.2. Вміст глюкокортикоїдних рецепторів у кістковому мозку та печінці 

щурів за дії преднізолону та вітаміну D3 

 Геномна дія ГК на клітини-мішені реалізується на рівні регуляції 

транскрипції генів та опосередковується взаємодією ГК зі специфічними 

глюкокортикоїдними рецепторами (GR), які виявлені практично у всіх 

клітинах. Прояви як терапевтичних, так і побічних ефектів глюкокортикоїдів, 

окрім інших факторів, залежать також від ефективності сигналювання через 

GR, що належать, як і VDR, до надродини ядерних рецепторів [189]. З огляду 

на те, що глюкокортикоїди регулюють проліферування, диференціювання та 

дозрівання клітин кісткового мозку, доцільним було оцінити відносний вміст 

GR у тканинах щурів. 

 Відомо, що ГК можуть чинити прямі ефекти на остеобласти та 

остеокласти, проте, на жаль, детектувати GR у кістковій тканині методом 

вестерн-блот аналізу не вдалось. Однак, вплив ГК на розвиток клітин-

попередників остеобластів і остеокластів стало можливим оцінити за вмістом 

GR у кістковому мозку. Показано, що преднізолон викликав зниження (у 1,3 

рази) відносного вмісту протеїну GR у кістковому мозку порівняно з 

контролем, в той час як сумісне введення преднізолону та вітаміну D3 

підвищувало вміст даного рецептору порівняно як з преднізолоновою групою, 

так і з контрольною (у 2,5 та 1,9 разів відповідно, рис. 3.5 А, Б). Такий ефект 

преднізолону може пояснюватись компенсаторною відповіддю на довготривале 

введення гормону. Ці дані були підтверджені результатами підрахунку 

кількості флуоресцентно мічених GR-позитивних клітин кісткового мозку на 

протоковому цитофлуориметрі (рис. 3.5 В, Г). Виявлено 3-разове зниження 

кількості GR-позитивних клітин за дії преднізолону, в той час як введення 

холекальциферолу підвищувало їх кількість у 10,5 разів порівняно з групою 

щурів, що отримували лише ГК. За допомогою методу конфокальної 

мікроскопії були отримані знімки GR-позитивних клітин кісткового мозку, що 

підтвердили результати, отримані на протоковому цитофлуориметрі (рис. 3.5 

Д). Отже, результати вказують на те, що GR-опосередковане сигналювання у 
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клітинах-попередниках, яке відіграє суттєву роль у підриманні балансу між 

остеобласт-опосередкованим формуванням та остеобласт-залежною резорбцією 

кісткової тканини, може ефективно модулюватись вітаміном D3. 

                  

                       

 

GR– зелений канал; ядра клітин (Hoechst) – синій канал 

 Рис. 3.5 Відносний вміст GR у кістковому мозку щурів за дії преднізолону та 

вітаміну D3, М ± m, n = 7. Імуноблотограма GR (А) та гістограма (Б) вмісту 

протеїну GR, цитофлуорограми (В) GR-позитивних клітин (count – кількість 

подій; FL1 LOG – інтенсивність флуоресценції), їх кількісний аналіз (Г) та 

знімки (Д) GR-позитивних клітин у кістковому мозку щурів (конфокальна 

мікроскопія, метод непрямого імунофлуоресцентного мічення клітин): 1 – 

контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з 

контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 
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 Знижений рівень протеїну GR за дії преднізолону може свідчити про 

залучення механізму негативного зворотного зв’язку у регулюванні його вмісту 

або навіть про десенсетизацію, викликану надмірним навантаженням організму 

глюкокортикоїдним препаратом. Зважаючи на суттєве зменшення рівня GR за 

введення преднізолону, можна припустити, що його побічні ефекти 

опосередковуються не тільки через GR сигналювання, але й через 

опосередкований вплив на інші ключові сигнальні системи клітин кісткового 

мозку. Зокрема, побічні ефекти ГК можуть опосередковуватись його прямим 

впливом на NF-κB, оскільки відомо, що GR може прямо взаємодіяти з  NF-κB, 

блокуючи його транслокацію до ядра [164]. Так, за нестачі GR у цитозолі NF-

κB та за умов зняття інгібіторного контролю над NF-κB, останній може 

транслокуватись до ядра та чинити свої ефекти на експресію багатьох генів. 

Також відомо, що одним з механізмів дії ГК є підвищення вмісту IκB, тому за 

умов зниження рівня GR вміст IκB також може знижуватись, сприяючи тим 

самим активуванню NF-κB. Крім того, відомо, що ГК «перемикають» 

диференціювання стромальних клітин кісткового мозку – клітин-попередників 

остеобластів – на адипоцитарний шлях, що переважно опосередковується 

збільшенням експресії PPARγ та репресією остеогенного транскрипційного 

фактору Runx2 [109]. Більше того, високі дози ГК викликають перемикання 

диференціювання остеобластів на шлях адипогенезу через гальмування АР-1. 

Тому не виключено, що порушена експресія GR також може негативно 

впливати на сигнальні шляхи із залученням PPARγ та Runx2. 

 Оскільки відомо, що GR залучені у регулювання функціонування печінки, 

було визначено відносний вміст GR також у лізатах цього органу. Виявлено, що 

преднізолон індукував зменшення відносного вмісту GR в тканині печінки у 2,3 

рази порівняно з контролем (рис. 3.6), що може пояснюватись як адаптивним 

пристосуванням клітин до надмірного надходження ГК, так і посиленою 

загибеллю клітин, що експресують GR. Цікаво, що введення вітаміну D3 

сприяло подальшому зниженню відносного вмісту GR у 1,7 разів порівняно з 

преднізолоновою групою та у 3,9 рази порівняно з контрольною, що, ймовірно, 
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може відігравати гепатопротекторну роль. Проте, щоб з’ясувати за рахунок 

якого молекулярного механізму вітамін D3 чинить такий ефект, необхідним є 

проведення подальших досліджень. 

 

 

Рис. 3.6 Відносний вміст GR у печінці щурів за дії преднізолону та вітаміну D3, 

М ± m, n = 7. Імуноблотограма GR (А) та гістограма (Б) вмісту протеїну GR: 1 – 

контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з 

контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

 Таким чином, дослідження рецепторної ланки сигналювання ГК показало 

суттєве зменшення вмісту GR як у кістковому мозку, так і у тканині печінки 

щурів за введення преднізолону, що може пояснюватись компенсаторною 

відповіддю організму на довготривале введення препарату, а також впливати на 

сигнальні шляхи із залученням NF-κB. За введення вітаміну D3 спостерігався 

різнонаправлений ефект на вміст GR – відновлення у кістковому мозку та 

подальше його зниження у тканині печінки. 

 

3.1.3 Зв’язок забезпеченості організму вітаміном D із функціональними та 

біохімічними змінами у тканині печінки за дії преднізолону та вітаміну D3 

 Одним з побічних ефектів тривалого застосування глюкокортикоїдів є 

ушкодження тканини печінки, внаслідок чого може порушуватись процес 

гідроксилювання вітаміну D в гепатоцитах щурів, призводячи таким чином до 

зниженого рівня 25OHD [128]. Проте молекулярні механізми глюкокортикоїд-
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індукованих порушень функціонування печінки та шляхи їх коригування на 

сьогодні залишаються недостатньо висвітленими.  

 Перш за все, було оцінено вплив преднізолону на життєздатність 

гепатоцитів. Визначення ступеня загибелі гепатоцитів проводили на 

протоковому цитофлуориметрі за кількістю клітин, здатних акумулювати 

пропідій йодид (РІ) – інтеркалюючий барвник, що проникає через пошкоджені 

клітинні мембрани некротичних клітин [123]. Встановлено, що кількість РІ-

позитивних (загиблих) клітин серед ізольованих гепатоцитів зростала у 1,7 рази 

за дії преднізолону, а саме до 12,8% порівняно з 7,5% у контролі (рис. 3.7 А).  

 

 

            

Рис. 3.7 Загибель клітин печінки за дії преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 

7. Кількісний аналіз цитофлуорограм загибелі гепатоцитів за акумулюванням РІ 

(А); імуноблотограма (Б) та гістограма (В) вмісту протеїну каспази-3: 1 – 

контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з 

контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

 Відомо, що окрім некротичних клітин, PI-позитивні гепатоцити можуть 

включати певну кількість клітин, що перебувають на пізніх стадіях апоптозу. З 

огляду на це важливо було визначити, чи може преднізолон індукувати процес 

апоптозу у печінці. Оскільки каскадне активування каспаз відіграє ключову 

роль у запуску апоптозу клітини, було досліджено рівень активної субодиниці 
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ефекторної каспази-3 – p17. Продемонстровано, що за дії преднізолону рівень 

протеїну каспази-3 був підвищений у 1,3 рази порівняно з контролем (рис. 3.7 

Б, В). Введення вітаміну D3 на тлі дії преднізолону призводило до значного 

зменшення кількості як PI-позитивних клітин (у 1,4 рази), так і каспази-3 (у 1,6 

разів) порівняно з преднізолоном, що вказує на здатність вітаміну D3 

регулювати процеси некротичної та апоптичної загибелі клітин [190]. 

 Щоб поглибити розуміння молекулярних механізмів, що лежать в основі 

глюкокортикоїд-індукованої загибелі клітин та впливу вітаміну D3 на цей 

процес, було також досліджено рівень АDP-рибозилювання протеїнів – 

оборотної посттрансляційної модифікації, яка регулює активність протеїнів-

мішеней [191]. Приєднання негативно заряджених лінійних або розгалужених 

молекул полімеру АDP-рибози до акцепторних протеїнів залучене в широкий 

спектр фізіологічних процесів у клітині, включаючи її загибель. Ензим, який 

каталізує цей процес – PARP-1 (полі-ADP-рибозополімераза 1) – ще називають 

молекулярним сенсором генотоксичного стресу. Його активування та синтез 

PAR із NAD+ – одна з перших реакцій клітини на ушкодження ДНК, викликане 

оксидативним та нітрозативним стресом. Виявлено, що рівень PARP-1 

залишався незмінним у всіх досліджуваних групах, оскільки це конститутивний 

ензим, задіяний також в опосередкованих полі-АDP-рибозилюванням 

сигнальних шляхах, незалежних від ушкодження ДНК (рис. 3.8 Б). Проте, було 

показано, що вміст фрагменту 89 кДа PARP-1 збільшувався у 1,6 рази (рис. 3.8 

В). Це може свідчити про активування загибелі клітин апоптотичним шляхом 

паралельно з некротичною загибеллю гепатоцитів, що корелює з попередніми 

даними щодо підвищеного рівня каспази-3 за дії преднізолону. Також було 

встановлено зростання у 1,8 рази рівня PAR-протеїнів у лізатах печінки щурів 

за дії преднізолону, що підтверджує активування ензиму у відповідь на 

ушкодження ДНК, викликане оксидативним стресом.  Введення вітаміну D3 не 

впливало на рівень PARP-1, проте знижувало як відносний вміст фрагменту 89 

кДа PARP-1 (у 1,2 рази), так і PAR-протеїнів (у 1,2 рази) порівняно з дією 

преднізолону (рис. 3.8 В, Д). Отримані дані свідчать, що тривале введення 
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преднізолону індукує процес полі-АDP-рибозилювання, що поряд з 

підвищенням вмісту фрагменту 89 кДа PARP-1 вказує на активування 

апоптотичного шляху загибелі гепатоцитів [190].  

 

 

             

         

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

Рис. 3.8 Полі (ADP)-рибозилювання протеїнів за дії преднізолону та вітаміну 

D3, М ± m, n = 7. Імуноблотограми PARP-1 та фрагменту 89 kDa PARP-1 (А), 

гістограми вмісту протеїнів PARP-1 (Б) та фрагменту 89 kDa PARP-1 (В); 

імуноблотограма розподілу полі-(ADP)-рибозильованих протеїнів за 

молекулярною вагою (Г) та гістограма вмісту полі-(ADP)-рибозильованих 

протеїнів (Д): 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 

0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 
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Індукування загибелі гепатоцитів за дії преднізолону може бути 

опосередковане розвитком оксидативного стресу, що було показано нами 

раніше [123]. Проте на сьогодні залишаються малоз’ясованими механізми 

залучення сигнального шляху оксиду азоту (NO) у розвиток порушень 

функціонування печінки, асоційованих з довготривалим введенням 

терапевтичних доз преднізолону. Тому для оцінки участі NO у механізмах 

індукованого преднізолоном ушкодження печінки, було досліджено рівні 

утворення NO гепатоцитами, а також вміст одного з ензимів, що відповідають 

за його синтез (індуцибельної NO-синтази – iNOS) та рівень опосередкованого 

активними формами нітрогену посттрансляційного нітрування протеїнів.  

Інтенсивність продукування клітинами печінки оксиду азоту вимірювали 

за допомогою NO-чутливого флуоресцентного зонду – диамінофлуоресцеїну 

діацетату (DAF-2DA). Встановлено, що введення преднізолону призводить до 

збільшення утворення NO в ізольованих гепатоцитах у 1,9 разів порівняно з 

контролем (рис. 3.9). Вітамін D3 частково знижував рівень продукування NO в 

гепатоцитах у порівнянні з групою тварин, яким вводили глюкокортикоїд. 

 

                   

Рис. 3.9 Оцінка продукування гепатоцитами оксиду азоту з зондом DAF-2DA за 

дії преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7. Цитофлуорограми (А) утворення 

NO в ізольованих гепатоцитах (count – кількість подій; FL1LOG – інтенсивність 

флуоресценції) та їх кількісний аналіз (Б): 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – 

преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно 

з дією преднізолону. 
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Вважається, що надмірне утворення активних метаболітів 

оксигену/нітрогену є одним з основних механізмів, який призводить до 

пошкодження клітин та їх дисфункції. Цитотоксичні і мутагенні ефекти цих 

метаболітів пов’язані з посиленням вільнорадикального окислення фізіологічно 

важливих біомакромолекул (протеїнів, ліпідів, нуклеїнових кислот) [192]. 

Відомо, що оксид азоту може взаємодіяти з супероксид аніон-радикалами з 

утворенням нестабільної і високореактивної сполуки – пероксинітріту (ONOO-), 

який здатний ковалентно модифікувати протеїни та призводити до втрати їх 

нативних властивостей та наступної дисфункції, що може відігравати роль у 

посиленні загибелі гепатоцитів. Залишки тирозину у складі протеїнових 

молекул є чутливими мішенями до дії пероксинітриту, тому вміст 3-

нітротирозину розглядається як специфічний маркер нітрування протеїнів та 

індикатор розвитку оксидативно-нітрозативного стресу [192]. Встановлено, що 

преднізолон підвищував рівень нітрозильованих протеїнів в 1,6 рази порівняно 

з контролем (рис. 3.10 Б, В). Введення вітаміну D3 вело до зниження рівня 

нітрозильованих протеїнів майже до значень контрольних тварин. Отримані 

нами результати цілком узгоджуються з експериментальними даними щодо 

кореляції між дефіцитом вітаміну D в організмі тварин, підвищеним рівнем 3-

нітротирозину та розвитком нітрозативного стресу в різних тканинах [193]. 

Посилення утворення NO та зростання рівня нітрування протеїнів можуть 

бути пов’язані, ймовірно, з виявленим нами підвищенням у 1,4 рази експресії 

протеїну iNOS у тканині печінки (рис. 3.10 А, В). Натомість, введення вітаміну 

D3 нормалізувало вміст iNOS, що проявлялось також у суттєвому інгібуванні 

посиленого глюкокортикоїдом процесу нітрування протеїнів. 

Відомо, що під контролем NF-κB знаходяться різноманітні клітинні 

функції, серед яких індукування запальних реакцій та модулювання сигнальних 

шляхів, відповідальних за виживання клітин [194]. Оскільки експресія iNOS 

може індукуватись транскрипційним фактором NF-κB, з використанням 

методів вестерн-блот аналізу та ПЛР у реальному часі було досліджено вміст 

компонентів сигнального шляху NF-κB (загальна NF-κB p65, фосфорильована 
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за Ser 311 субодиниця p65 NF-κB та інгібітор ядерного фактору κB – IκB) у 

печінці щурів в нормі, за хронічного введення преднізолону та при корекції 

вітаміном D3 (рис. 3.11). 

 

                      

 

Рис. 3.10 Відносний вміст iNOS та 3-нітротирозину у печінці щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7. Імуноблотограми iNOS (А), 

нітрозильованих протеїнів (Б), гістограми (В) вмісту iNOS та нітрозильованих 

протеїнів: 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 

0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

Введення тваринам преднізолону призводило до збільшення рівня мРНК 

NF-κB р65 майже втричі у порівнянні з контрольною групою (рис. 3.11 Б), що 

цілком узгоджується з раніше отриманими нами даними щодо розвитку 

преднізолон-індукованого оксидативно-нітрозативного стресу, оскільки NF-κB, 

як відомо, є редокс-чутливим фактором транскрипції. Проте характер змін 

вмісту протеїну NF-κB р65 відрізнявся від змін на рівні експресії його мРНК. 

Так, у групі з преднізолоном не виявлено суттєвої різниці у відносному вмісті 

протеїну NF-κB р65 в печінці порівняно з контрольною групою (рис. 3.11 В).  
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Рис. 3.11 Відносний вміст NF-κB у печінці щурів за дії преднізолону та вітаміну 

D3, М±m, n=7. Імуноблотограма NF-κB (А) та гістограми вмісту NF-κB на рівні 

мРНК (Б) та протеїну (В): 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + 

вітамін D3. * різниця порівняно з контролем вірогідна (Р < 0,05), * p < 0,05 

порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

Зважаючи на провідну роль процесу фосфорилювання у 

транскрипційному активуванні NF-κB, було також визначено рівень 

фосфорильованої за Ser 311 субодиниці p65 NF-κB та виявлено, що введення 

тваринам преднізолону викликало значне підвищення її вмісту у тканині 

печінки як у загальних лізатах (у 2,2 рази), так і у ядерній фракції (в 1,8 рази) у 

порівнянні з контролем (рис. 3.12 Б, В). Нетипова протеїнкіназа (PKC) ξ була 

запропонована як ензим, що фосфорилює NF-κB за Ser 311 та потребує 

попереднього вивільнення p65/p50 з інгібіторного комплексу κB (IκB) [195]. 

Було показано, що преднізолон індукував зниження у 1,4 рази рівня IκB у 

печінці порівняно з контролем (рис. 3.12 Г), що свідчить про підвищену 

протеолітичну деградацію IκB, вивільнення NF-κB p65 з інгібіторного 

комплексу та транслокацію його до ядра, де він може зв’язуватись з сайтами 

промоторів специфічних генів та індукувати їх транскрипцію, в тому числі, не 

виключено, і iNOS. Крім того, оскільки продемонстровано підвищений рівень 
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(b) 

рNF-κB p65 у ядерній фракції (рис. 3.12 Б), це додатково є свідченням процесу 

транслокації NF-κB p65 з цитоплазми до ядра.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 3.12 Відносний вміст pNF-κB p65 та IκB у печінці щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М±m, n=7. Імуноблотограми (А) та гістограми 

вмісту фосфорильованої за Ser 311 субодиниці NF-κB p65 у ядерній фракції (Б), 

загальних лізатах (В) та IκB у загальних лізатах печінки щурів (Г): 1 – 

контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з 

контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

Введення вітаміну D3 за дії преднізолону спричиняло зниження 

відносного вмісту NF-κB p65 як на рівні транскрипції гену, так і на рівні 

протеїну, а також зниження рівня фосфорильованої форми р65 як у загальних 

лізатах (у 1,3 рази), так і у ядерній фракції (у 1,3 рази) у порівнянні з дією 

преднізолону. Поряд з одночасним зростанням тканинного вмісту IκB майже 

вдвічі порівняно з преднізолоновою групою, ці дані свідчать про зниження 

 

0

0.5

1

1.5

2

2.5

1 2 3

В
м

іс
т 

п
р
о
те

їн
у
  

p
N

F
-κ

B
, 

р
а
зи

 в
ід

 к
о
н
тр

о
л

ю

*

#

Total pNF-κB, 65 kDa 

β-actin, 42 kDa 

     1       2       3 

IκB, 35-41 kDa 

 

0

0.5

1

1.5

2

1 2 3

В
м

іс
т 

п
р
о
те

їн
у
 I

κ
B

, 
р
а
зи

 в
ід

 к
о
н
тр

о
л

ю

*

#

 

 

0

0.5

1

1.5

2

1 2 3

В
м

іс
т 

п
р
о
те

їн
у
 p

N
F

-κ
B

 у
 

я
д

е
р
н
ій

 ф
р
а
кц

ії
, 

р
а
зи

 в
ід

 к
о
н
тр

о
л

ю

*

#

 

Ядерний pNF-κB, 65 kDa 

Lamin B1, 68 kDa 

А Б 

Г В 



 

 

92 

активування сигнального шляху NF-κB та демонструють інгібіторний ефект 

вітаміну D3 на преднізолон-індуковану транслокацію NF-κB до ядра (рис. 3.11, 

рис. 3.12). Дія холекальциферолу, що спрямована на інгібування ключових 

елементів сигнального шляху NF-κB, може бути як опосередкованою, через 

зниження інтенсивності вільнорадикальних процесів, так і пов’язаною з його 

здатністю прямо впливати на окремі протеїни в складному сигнальному каскаді 

за участю NF-κB, зокрема на IκB. 

Результати підтверджують, що активування NF-κB внаслідок розвитку 

оксидативного стресу, викликаного преднізолоном, супроводжувалось 

підвищенням рівня протеїну iNOS у тканині печінки та посиленням синтезу NO 

в первинних гепатоцитах. Ці дані цілком узгоджуються з раніше отриманими 

даними щодо індукування iNOS у печінці мишей за дії глюкокортикоїду 

дексаметазону [196]. Виявлені зміни демонструють взаємозв’язок між 

розвитком оксидативно-нітрозативного стресу у тканині печінки за умов 

хронічного введення преднізолону, що опосередковується активуванням 

сигнального шляху NF-κB, та пов’язаним з дією глюкокортикоїду порушенням 

метаболізму вітаміну D в організмі тварин. 

Оскільки на сьогодні опубліковані нові експериментальні дані щодо 

можливості нітрозилювання протеїнів-мішеней за участю системи 

мієлопероксидаза (MPO)/нітрит/H2O2 [197], нами також було досліджено вміст 

MPO у тканині печінки. Виявлено зниження експресії мієлопероксидази у 1,3 

рази після введення преднізолону, що, ймовірно, виключає залучення MPO як 

вірогідного альтернативного механізму нітрування протеїнів у печінці за дії ГК 

(рис. 3.13). Спостерігалась тенденція до збільшення рівня протеїну MPO за 

введення вітаміну D3 порівняно з дією преднізолону. 

Залучення інших типів клітин печінки, окрім гепатоцитів, до ГК-

індукованого активування шляху NF-κB/iNOS/NO є менш імовірним. Зокрема, 

було показано, що ГК суттєво гальмують експресію iNOS та утворення NO у 

клітинах Купфера [198]. Це може свідчити про те, що індукування шляху 

iNOS/NO за дії преднізолону не може бути пов’язаним з активуванням 
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фагоцитуючих макрофагів у печінці. Більше того, показане нами у печінці 

зниження відносного вмісту MPO, маркеру рекрутування та активування 

нейтрофілів/макрофагів, є додатковим доказом, що надмірне продукування NO 

за дії преднізолону відбувається не за рахунок клітин, що беруть участь у 

розвитку запалення, що цілком узгоджується з антизапальною дією ГК. 

 

      

Рис. 3.13 Відносний вміст MPO у печінці щурів за дії преднізолону та вітаміну 

D3, М±m, n=7. Імуноблотограма MPO (А) та гістограма (Б) вмісту протеїну 

MPO: 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 

порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

Таким чином, одним з молекулярних механізмів розвитку 

гепатотоксичності за дії преднізолону може бути розвиток оксидативно-

нітрозативного стресу. Індуковане посиленим продукуванням активних форм 

кисню активування NF-κB та підвищений рівень продукування NO за рахунок 

посиленої експресії iNOS обумовлюють збільшення рівня нітрозилювання 

протеїнів (за рівнем 3-нітротиризину в тканині печінки), що призводить до  

посилення некротичної та апоптичної загибелі гепатоцитів.  

Отримані нами дані демонструють, що розвиток індукованих тривалим 

введенням преднізолону клітинно-молекулярних змін у тканині печінки та 

посилення загибелі гепатоцитів може обумовлюватись посиленим 

модифікуванням та ушкодженням протеїнів в результаті розвитку оксидативно-

нітрозативного стресу та запальної відповіді. Крім того, довготривале 

0

0.5

1

1.5

1 2 3
В

м
іс

т 
п
р

о
те

їн
у
 M

P
O

, 
р

а
зи

 в
ід

 к
о

н
тр

о
л

ю

*

1   2     3 

β-actin, 42 kDa 

MPO,131 kDa 

 

A 

Б 



 

 

94 

застосування ГК призводить до розвитку D-дефіцитного стану організму 

внаслідок зниження рівня 25ОНD та порушення експресії ключових 

компонентів D-ауто/паракринної системи – VDR та CYP27B1. Підвищення 

продукування АФК та NO за дії ГК може також чинити негативний вплив на 

VDR-сигналювання, оскільки відомо, що NO та пероксинітрит інгібують 

утворення комплексу VDR/RXR зі специфічними ділянками ДНК [199]. Більше 

того, показано, що накопичення літохолієвої кислоти при холестазі за тривалої 

дії ГК знижує ефекти вітаміну D на остеобласти людини, діючи в якості 

конкурентного ліганду для VDR [62] і тим самим сприяючи розвитку 

остеопорозу у пацієнтів з холестазом. 

Отже, нами підтверджено важливість нормалізування біодоступності 

вітаміну D3 для забезпечення нормального функціонування клітин печінки за 

умов навантаження організму тварин глюкокортикоїдним препаратом – 

преднізолоном. Більше того, раніше нами вже було показано антиоксидантний 

ефект вітаміну D3 у печінці щурів, що отримували преднізолон [123]. VDR-

опосередкований вплив холекальциферолу на клітини печінки за рахунок 

зменшення фосфорилювання NF-κB та підвищення рівня IκB у відповідь на 

надмірне активування NF-κB та індукування iNOS за дії преднізолону можна 

рорзглядати як один з ключових механізмів участі вітаміну D3 у попередженні 

розвитку оксидативно-нітрозативного стресу та загибелі клітин при тривалому 

введенні синтетичних ГК.  

 

3.2 Роль вітаміну D3 у коригуванні преднізолон-індукованого остеопорозу 

Вітамін D3, як відомо, має виражені кальціємічні ефекти, тому його 

дефіцит може призводити до глибоких порушень мінерального обміну. Однією 

з причин порушення структурно-функціонального стану кісткової тканини за 

ГІО є виражена D-вітамінна недостатність внаслідок негативного впливу 

преднізолону на метаболізм холекальциферолу. Оцінку впливу ГК на кісткову 

тканину здійснюють за біохімічними маркерами кісткового метаболізму, 

оскільки вони змінюються швидше, ніж денситометричні показники. Зокрема, 
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рівні маркерів формування кісткової тканини – остеокальцину, N-кінцевого 

пептиду проколагену типу І, загальної лужної фосфатази та її кісткового 

ізоензиму – зменшуються внаслідок впливу ГК, а вміст маркерів резорбції – N-

кінцевого телопептиду колагену І типу, тартрат-резистентної кислої фосфатази 

(TRAP) та гідроксипроліну – підвищується [200], [201].  

Питання ефективності застосування вітаміну D3 саме за умов 

преднізолон-індукованого остеопорозу, його дозування та молекулярні 

механізми дії залишаються відкритими і потребують подальших досліджень. 

Отже, ґрунтуючись на оцінці стану мінерального обміну, біомеханічних 

параметрів стегнової кістки щурів та інших маркерних показників розвитку 

остеопорозу наступним завданням було дослідити коригувальну дію вітаміну 

D3 на преднізолон-індуковані порушення мінерального обміну та структурно-

функціонального стану кісткової тканини. 

 

3.2.1 Стан мінерального обміну у щурів за тривалого введення 

преднізолону та ефект холекальциферолу на преднізолон-індуковані 

порушення мінерального обміну 

Для моделювання експериментального ГІО раніше було підібрано 

оптимальні дозу й термін введення синтетичного глюкокортикоїду 

преднізолону – 5 мг/кг маси тіла щура протягом 30 діб. Отримані нами 

результати (табл. 3.1 та табл. 3.2), підтверджують, що введення преднізолону 

супроводжується порушенням мінерального обміну в організмі, про що судили 

за змінами вмісту мінеральних компонентів у сироватці крові та кістковій 

тканині. Під впливом преднізолону у сироватці крові у 1,4 рази знижувався 

вміст загального кальцію та у 1,3 рази  – вміст неорганічного фосфату. При 

цьому зниження загального кальцію відбувалось за рахунок його фізіологічно 

активної (ультрафільтрованої) фракції. Відомо, що невелика частина кальцію у 

сироватці крові зв’язана з протеїнами – альбуміном та глобулінами (запасна, 

біологічно неактивна форма кальцію), тоді як більшість кальцію (близько 85%) 

перебуває в ультрафільтрованій формі, що включає переважно іонізований та 
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хелатований з цитратом, фосфатами та бікарбонатом кальцій. Співвідношення 

між різними формами кальцію змінюється за різних станів організму [202] і має 

велике фізіологічне значення. 

 

Таблиця 3.1  

Вплив преднізолону та вітаміну D3 на мінеральний обмін у сироватці 

крові щурів, М ± m, n = 20 

Досліджувані показники Контроль Преднізолон Преднізолон + 

вітамін D3 

Кальцій, ммоль∙л-1 

загальний 

протеїнзв’язаний 

ультрафільтрований 

 

2,32±0,17 

0,26±0,02 

2,03±0,15 

 

1,70±0,09* 

0,24±0,01 

1,46±0,10* 

 

2,17±0,10# 

0,22±0,01 

1,95±0,11# 

Фосфат неорганічний, ммоль∙л-1 2,20±0,12 1,71±0,10* 2,19±0,15 

 

* p < 0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

Схожа тенденція у характері змін мінеральних компонентів за дії 

преднізолону відзначалась у кістковій тканині. А саме, у 1,5 рази знижувався 

вміст кальцію і фосфату (у перерахунку на мг протеїну) порівняно з контролем 

(табл. 3.2). Такі дані узгоджуються з встановленим вираженим підвищенням 

активності кісткового ізоензиму ЛФ у сироватці крові за дії преднізолону. Крім 

того, після озолювання великогомілкової кістки було визначено вміст кальцію 

та фосфору у золі та показано, що за дії преднізолону їх відсоток знижувався у 

1,4 та 1,2 рази відповідно.  

Окрім основних показників мінерального обміну вважали за доцільне 

дослідити активність лужної фосфатази – ензиму, що здійснює гідроліз 

моноефірів фосфорної кислоти і є одним з маркерів стану кісткової тканини. 

Показано, що за дії преднізолону практично в 1,5 рази зростає активність 

загальної лужної фосфатази (ЛФ) та її ізоензимів у сироватці крові (табл. 3.3). 

Зокрема, суттєве (в 1,7 рази) зростання активності кишкового ізоензиму ЛФ у 

сироватці крові може бути свідченням посиленого виходу цього ізоензиму із 

ентероцитів у кров’яне русло при порушенні структури їх мембран внаслідок 
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D-гіповітамінозу. Зростання активності кісткового ізоензиму ЛФ у 1,5 рази 

свідчить про преднізолон-індуковане порушення структурно-функціонального 

стану кісткової тканини, опосередковане посиленням процесу демінералізації 

кісток та активуванням синтезу даного ізоензиму хондроцитами, кількість яких 

за цих умов значно зростає, внаслідок інгібування утворення остеобластів. 

Отже, оскільки ЛФ є біомаркером кісткоутворення, то зростання її активності у 

сироватці крові за дії преднізолону свідчить про порушення процесу 

кісткоутворення й активування резорбції кісткової тканини. Це 

підтверджується іншими даними, які вказують на те, що ГК індукують апоптоз 

остеобластів, а також зменшують кількість одиниць ремоделювання [33]. 

 

Таблиця 3.2  

Вплив преднізолону та вітаміну D3 на мінеральний обмін у кістковій 

тканині щурів, М ± m, n = 20 

Досліджувані показники Контроль Преднізолон Преднізолон + 

вітамін D3 

Кальцій: 

мкмоль/мг протеїну 

мкмоль/100 мг кісткової тканини 

 

0,53 ± 0,04 

0,46 ± 0,02 

 

0,36 ± 0,03* 

0,35 ± 0,01* 

 

0,38 ± 0,02 

0,37 ± 0,01 

Вміст кальцію у золі, % 44,8±0,2 28,4±0,4* 30,6±0,3 

Фосфор неорганічний: 

мкмоль/мг протеїну 

мкмоль/100мг кісткової тканини 

 

0,87 ± 0,04 

0,65 ± 0,02 

 

0,58 ± 0,04* 

0,58 ± 0,02* 

 

0,54 ± 0,01 

0,46 ± 0,01# 

Вміст фосфору у золі, % 17,8±0,4 15,2±0,2* 16,6±0,2# 

 

* p < 0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

У кістковій тканині відмічається інша картина щодо активності ензимів, 

аніж у сироватці. Активність ЛФ при введенні преднізолону порівняно з 

контролем достовірно не змінюється у розрахунку на протеїн (табл. 3.3). Це 

може бути пов’язано зі збільшенням за цих умов вмісту загального протеїну, 

що було показано нами раніше. Однак, у розрахунку на масу кісткової тканини 

активність ензиму зростає у 1,3 рази. Можливо, такий підхід до розрахунку 
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активності ензимів саме на масу кісткової тканини є більш точним і має бути 

врахований у подальших дослідженнях. 

 

Таблиця 3.3 

Активність лужної фосфатази у сироватці крові та кістковій тканині за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М±m 

Досліджувані показники Контроль Преднізолон Преднізолон + 

вітамін D3 

Сироватка крові, n = 20 

Лужна фосфатаза, Од∙л-1 

загальна 

кишковий ізоензим 

кістковий ізоензим 

 

230,0±12,0 

52,6±4,0 

200,0±13,0 

 

334,0±20,0* 

90,1±6,3* 

300,0±16,5* 

 

266,0±15,0# 

85,0±4,9# 

210,0±12,1# 

Кісткова тканина, n = 10 

мкмоль/хв٠мг протеїну 

мкмоль/хв٠100 мг кісткової 

тканини 

1,85 ±0,12 

1,44 ±0,08 

1,94 ± 0,11 

1,87 ± 0,09* 

2,35 ±0,13# 

2,29 ±0,12# 

 

* p < 0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

Експериментальні дані показали, що додаткове введення вітаміну D3 

разом з преднізолоном, окрім нормалізування вмісту 25OHD, 

супроводжувалось зростанням вмісту загального кальцію у сироватці у 1,3 рази 

(за рахунок ультрафільтрувальної фракції) та фосфору – також у 1,3 рази 

порівняно із групою, що отримувала тільки преднізолон. За цих умов 

знижується активність загальної ЛФ у 1,4 рази порівняно з групою, що 

отримувала лише преднізолон. При цьому у 1,5 рази знижується активність 

кісткової ізоформи ензиму, що відображає процес нормалізування 

функціональної активності кісткової тканини. Отримані дані свідчать про 

часткове нормалізування процесу мінералізації кісткової тканини із залученням 

пулу мінеральних компонентів у групі щурів, що отримувала вітамін D3 

сумісно з ГК. 

При дослідженні вмісту кальцію і фосфору у кістковій тканині щурів в 

дослідних групах виявлено, що введення холекальциферолу на тлі преднізолону 

не впливало на вміст кальцію (як у перерахунку на мг протеїну, так і у золі) та 
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незначно підвищувало вміст фосфору (у 1,1 рази) у золі кісткової тканини 

порівняно з групою, яка отримувала лише преднізолон (табл. 3.2). Такий 

відмінний характер змін мінеральних компонентів за дії холекальциферолу у 

сироватці крові та кістковій тканині може пояснюватись різним механізмом їх 

регулювання. У сироватці крові сталий рівень мінеральних компонентів 

пов’язаний із регулюванням їх транспорту у шлунково-кишковому тракті. У 

кістковій тканині ці зміни пов’язані із процесом утворення гідроксиапатиту. За 

умов дії преднізолону регуляторні системи організму, ймовірно, спрямовані на 

зниження інтенсивності демінералізації кісткової тканини, мобілізуючи пул 

кальцію та фосфату з крові, а при введенні холекальциферолу інтенсифікується 

процес транспорту мінеральних компонентів у шлунково-кишковому тракті, що 

призводить до відновлення їх вмісту у сироватці крові. 

Слабко виражений ефект введення вітаміну D3 спостерігався на загальну 

лужну фосфатазу у кістковій тканині (як у перерахунку на мг протеїну, так і на 

масу кісткової тканини), а саме відбувалось незначне підвищення (у 1,2 рази) її 

активності порівняно з групою, що отримувала тільки преднізолон. Зростання 

активності фосфатази у кістковій тканині, можливо, є наслідком її інтенсивного 

синтезу незрілими остеобластами.  

Враховуючи дані про негативний вплив глюкокортикоїдів на обмін 

речовин в організмі та отримані нами результати щодо порушення 

мінерального обміну кісткової тканини за дії преднізолону, було досліджено  

також його вплив на приріст маси тіла щурів (рис. 3.14). Показано, що введення 

преднізолону супроводжувалось зниженням приросту маси тіла порівняно з 

контролем у 2 рази. Однією з можливих причин зниження маси тіла за умов 

застосування ГК може бути зниження маси кісткової тканини внаслідок 

демінералізації та порушення процесу її ремоделювання. Вітамін D3 викликав 

частковий приріст маси тіла щурів (у 1,2 рази) порівняно з щурами, що 

отримували лише преднізолон, ймовірно, за рахунок покращення мінерального 

обміну та функціонального стану кісткової тканини.  
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Рис. 3.14 Приріст маси тіла щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 15: 1 

– контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон 

+ вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з 

контролем, # p < 0,05 порівняно з дією 

преднізолону. 

 

Одна з причин негативного балансу кальцію в організмі за розвитку 

преднізолон-індукованого остеопорозу, в першу чергу, може бути пов’язана зі 

зниженням його біодоступності внаслідок негативного впливу ГК на обмін 

вітаміну D та його фізіологічну функцію у регулюванні кальцієвого гомеостазу. 

Зниження рівня 25ОНD у сироватці крові під дією преднізолону значною мірою 

обумовлено гепатотоксичністю глюкокортикоїду, і як наслідок, зниженням 

вмісту й активності ізоензимів вітамін D 25-гідроксилази гепатоцитів та 

компонентів D-ауто/паракринної системи печінки, про що свідчать результати 

наших досліджень [190]. Ще однією причиною є те, що вітамін D – один з 

основних регуляторів формування кісткової тканини у процесі її розвитку й 

ремоделювання протягом усього життєвого циклу. Через пряму дію на клітини 

кісткової тканини гормонально активна форма вітаміну D контролює процес 

проліферування мезенхімальних стовбурових клітин, їх диференціювання з 

утворенням колонок хондроцитів, ростової пластинки й остеобластів, а також 

може прямо та/або опосередковано регулювати диференціювання та активність 

остеобластів [54].  

Отже, отримані результати свідчать про порушення мінерального обміну 

у сироватці крові та структурно-функціонального стану кісткової тканини за 

тривалого введення глюкокортикоїду преднізолону. Зниження рівня 25ОНD у 

сироватці крові супроводжується гіпофосфатемією, гіпокальціємією, 

зростанням активності лужної фосфатази у сироватці крові та зменшенням 

вмісту мінеральних компонентів у кістковій тканині, що свідчить про розвиток 

ГІО. Позитивний ефект призначення вітаміну D3 на тлі глюкокортикоїдної 
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терапії виявляється у нормалізуванні мінерального обміну у сироватці крові та 

частково у кістковій тканині, що є основою для подальшого вивчення 

молекулярних механізмів дії вітаміну D3 та використання його як препарату 

супровідної терапії за патологічних станів кісткової тканини. 

 

3.2.2 Маркерні показники розвитку остеопорозу за тривалого введення 

преднізолону та при дії вітаміну D3 

 Окрім дослідження мінерального обміну для ідентифікування розвитку 

порушень у кістковій тканині за дії преднізолону, а також для вивчення ефекту 

введення вітаміну D3 було досліджено біомеханічні параметри стегнової кістки 

на базі відділу анатомії та клітинної біології медичного факультету 

Університету м. Оулу методом «3-х точкового прогинання» (рис. 3.15) на 

приладі Instron 3366 Universal Testing Machine (Instron Corp., США). На основі 

записаних кривих деформації кістки з використанням програмного 

забезпечення Bluehill 2 software version 2.6 (Instron Corp., США) були 

вираховані наступні біомеханічні параметри стегнових кісток: максимальне 

навантаження на злам стегнової кістки, міцність та жорсткість. Це є структурні 

механічні параметри, які характеризують стан кістки як «цілого», а саме 

механічні властивості діафізу стегнової кістки при поступовому збільшенні 

навантаження на нього. 

 

Рис. 3.15 Схематичне зображення методу «3-

х точкового прогинання». Чорні лінії 

відображають цілу кістку, сірі – 

деформовану. Кістка розміщується між 

двома опорними точками, третьою є точка 

навантаження, яке прикладається до 

середини діафізу.  
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Максимальне навантаження на злам стегнової кістки (Н) – максимальне 

значення навантаження, досягнуте до зламу кістки під час випробування. Це 

найпростіший параметр структурної цілісності кістки і чим він більший, тим 

вищим є максимальне навантаження, яке кістка може витримати. 

Міцність (Н/мм2) – міра опору цілої кістки до прикладеного навантаження 

до зламу із збереженням її еластичності, здатності повернутись до початкового 

стану після навантаження, ступінь деформації вздовж осі. Цей показник є 

аналогом коефіцієнту жорсткості пружини у фізиці. Чим міцніша кістка, тим 

більше сили потрібно докласти для отримання певного просторового зміщення. 

Жорсткість (мДж) – міра роботи, яка повинна бути прикладена для руйнування 

кістки, іноді називається в’язкістю цілісної кістки. Чим жорсткішою є кістка, 

тим більшої роботи потрібно докласти для її зламу. 

 Було виявлено, що преднізолон знижував усі 3 параметри стегнової 

кістки: у 1,2 разів – максимальне навантаження на злам та у 1,3 рази – міцність 

та жорсткість (табл. 3.4), що може виявлятись у підвищеній ламкості кісток за 

дії глюкокортикоїдів навіть при невеликих фізичних навантаженнях. Введення 

вітаміну D3 призвело до поліпшення жорсткості на 42% та збільшення 

максимального навантаження на злам на 11% порівняно з введенням 

преднізолону. Це цілком узгоджується з попередніми даними щодо часткового 

нормалізування мінерального обміну у кістковій тканині за дії вітаміну D3. 

Крім того, відновлення біомеханічних параметрів відбувається значно 

повільніше, аніж нормалізування вмісту мінеральних компонентів. 

 Крім того, для підтвердження патологічних змін у органічному матриксі 

кісткової тканини був досліджений відносний вміст остеокальцину – 

маркерного протеїну процесу остеосинтезу. Остеокальцин – вітамін К-

залежний неколагеновий протеїн кісткової тканини (вітамін К необхідний для 

утворення γ-карбоксильних груп у молекулі остеокальцину, що зв’язує 

кальцій), складає близько 25% неколагенового матриксу кістки і локалізується 

переважно у позаклітинному матриксі [203]. Остеокальцин синтезується 

зрілими остеобластами і є чутливим індикатором перебігу процесу 
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остеобластогенезу. Більше 90% синтезованого остеобластами остеокальцину у 

молодих і близько 70% у дорослих людей включається в кістковий матрикс, а 

інша частина потрапляє в кровотік. Остеокальцин починає експресуватись на 

пізніх стадіях диференціювання остеобластів на початку мінералізації і надалі 

його експресія лишається на високих рівнях в остеоцитах і клітинах підкладки 

[204]. Незважаючи на те, що остеокальцин є найбільш розповсюдженим 

неколагеновим, специфічним для остеобластів протеїном і може брати участь в 

підтриманні структурної цілісності кісткової тканини, його роль в скелеті 

остаточно не визначена. Однак, вміст остеокальцину у кістковій тканині 

вважається одним з надійних маркерів її формування.  

 

Таблиця 3.4 

Біомеханічні параметри стегнової кістки щурів за дії преднізолону та при 

введенні вітаміну D3, М±m, n = 7 

Досліджувані показники 
Контроль Преднізолон Преднізолон + 

вітамін D3 

Максимальне навантаження на 

злам стегнової кістки (Н) 
99,9±5,6 80,2±2,3* 89,7±2,8# 

Міцність (Н/мм2) 355,4±10,9 267,2±10,5* 272,8±7,9 

Жорсткість (мДж) 58,3±0,8 43,7±1,2* 62,1±1,4# 

 

* p < 0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону 

 

 Показано, що тривале введення преднізолону викликало зниження 

відносного вмісту остеокальцину у 1,4 рази порівняно з контролем, що 

відображає порушення процесу формування кісткової тканини (рис. 3.16). 

Свідченням нормалізування процесу формування кісткової тканини та 

покращення метаболічних процесів у ній при введенні вітаміну D3 на тлі дії 

преднізолону є підвищення експресії остеокальцину, відносний вміст якого 

досягав рівня контрольних значень, що цілком узгоджується з даними 

літератури щодо безпосереднього контролювання гену остеокальцину 

гормонально активною формою 1,25(ОН)2D за участі VDR. Отже, через 
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регулювання експресії гена остеокальцину в кістковій тканині 

1,25(OH)2D/VDR-сигналювання у остеобластах може впливати на гомеостаз 

кісткової тканини [205]. 

                 

Рис. 3.16 Відносний вміст остеокальцину у кістковій тканині за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7. Імуноблотограма остеокальцину (А) 

та гістограма (Б) вмісту протеїну остеокальцину: 1 – контроль; 2 – преднізолон; 

3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 

порівняно з дією преднізолону. 

  

Підсумовуючи експериментальні дані цього розділу можна зробити 

висновок, що тривале введення преднізолону супроводжується порушеннями 

мінерального обміну у сироватці крові, структурно-функціонального стану 

кісткової тканини та зниженим вмістом біомаркерів остеосинтезу, що свідчить 

про розвиток ГК-індукованого остеопорозу. Оскільки ці патологічні зміни 

відбуваються на тлі суттєвого зниження рівня 25ОНD у сироватці крові, то 

додаткове введення вітаміну D3 за глюкокортикоїдної терапії чинить 

позитивний ефект, який виявляється у коригуванні мінерального обміну, 

частковому нормалізуванні біомеханічних параметрів стегнової кістки та 

повному відновленні вмісту остеокальцину, маркеру метаболізму кісткової 

тканини. Ці дані можуть бути основою для широкого використання вітаміну D3 

в якості супровідної терапії за глюкокортикоїд-індукованого остеопорозу. 
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3.3 Дія преднізолону та вітаміну D3 на компоненти ключового 

сигнального шляху ремоделювання кісткової тканини RANKL/RANK/OPG  

 Ключова роль у контролюванні процесу ремоделювання кісткової 

тканини належить остеокіновим системам. Так, зокрема, остеосинтез за участю 

остеобластів забезпечується регуляторним протеїном остеокальцином, який є 

валідним маркером формування кісткової тканини, а процес резорбції 

регулюється остеотропною цитокіновою системою RANKL/RANK/OPG [7]. 

Опубліковані експериментальні дані щодо впливу ГК на сигнальний шлях 

RANKL/RANK/OPG здебільшого стосуються досліджень на культурах клітин 

або змін співвідношення RANKL/OPG у кістковій тканині або сироватці крові, 

пов’язаних переважно з короткотривалим введенням синтетичних 

глюкокортикоїдів у високих дозах. Однак недостатньо з’ясованим залишається 

питання дослідження порушень експресії всіх трьох компонентів системи 

RANKL/RANK/OPG у кістковій тканині за довготривалої дії терапевтичних доз 

глюкокортикоїдів in vivo. Більше того, оскільки компоненти даного 

сигнального шляху синтезуються також клітинами-попередниками остеобластів 

та остеокластів у кістковому мозку, важливим є дослідження стану системи 

RANKL/RANK/OPG на ранніх етапах дозрівання клітин кісткової тканини, а 

саме визначення її компонентів у кістковому мозку. 

Показано, що гормональна форма вітаміну D3 (1,25(ОН)2D3) відіграє 

важливу роль в контролюванні продукування  цитокінів в різних тканинах. За 

нашими даними, один зі шляхів негативного впливу глюкокортикоїдів 

проявляється через їх дію на обмін вітаміну D та порушення функціонування D-

ауто/паракринної системи у різних органах та тканинах, що може призводити до 

порушення VDR-опосередкованої тонкої взаємодії різних типів клітин, 

інтегруючою компонентою якої є система цитокінів. Проте залишається 

недостатньо висвітленим питання яким чином недостатність вітаміну D і 

порушення процесу ремоделювання кісткової тканини пов’язані зі змінами у 

системі RANKL/RANK/OPG у кістковому мозку та кістковій тканині і чи 

корелюють ці зміни з порушеннями експресії VDR за ГІО. 
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З огляду на вищезазначене, метою даного розділу роботи було вивчити 

стан остеотропної цитокінової системи RANKL/RANK/OPG у кістковій 

тканині, кістковому мозку та печінці щурів в залежності від рівня 

забезпеченості організму вітаміном D та оцінити інтенсивність 

остеокластогенезу за вмістом маркерів ремоделювання кісткової тканини в 

нормі та за експериментального глюкокортикоїд-індукованого остеопорозу. 

 

3.3.1 Оцінка пулу попередників остеокластів у селезінці, периферичній 

крові та кістковому мозку щурів  

Відомо, що остеокласти походять з моноцитарно-макрофагальних 

попередників та диференціюються у зрілі остеокласти за умов дії двох факторів 

– колонієстимулюючого фактору-1 (MCS-F1) та RANKL. Раніше вже було 

показано, що  позитивні одночасно за RANK та рецептором CSF-1 (MCS-F-1R) 

попередники остеокластів знайдені не тільки у кістковому мозку, але й у 

селезінці, яка, як вважається, може слугувати для них місцем депонування 

[206]. Проте існує думка, що селезінка не може виступати як резервуар 

попередників остеокластів за фізіологічних умов, натомість за патологічних 

станів їх кількість у селезінці може значно зростати. Також показано, що 

преостеокласти вільно циркулюють у периферичній крові та кістковому мозку 

[207]. Так, RANK-позитивні клітини кісткового мозку не мають фагоцитарної і 

проліферативної активності та диференціюються тільки у остеокласти, але не у 

дендритні клітини. А RANK-позитивні клітини периферичної крові можуть 

повільно проліферувати і мають значно довшу тривалість життя, ніж 

макрофаги, позитивні за макрофагальним маркером F4/80. 

Оскільки питання щодо впливу тривалого введення ГК на пул 

циркулюючих попередників остеокластів є не висвітленим, було важливо 

оцінити кількість RANK-позитивних клітин серед моноцитів/макрофагів 

кісткового мозку, периферичної крові та селезінки. Більше того, відкритим 

залишається питання чи може вітамін D3 чинити коригувальний вплив на стан 

пулу попередників остеокластів за ГК-індукованого остеопорозу, оскільки є 
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попередні дані, що IL-34, експресія якого знаходиться під контролем вітаміну 

D3, відіграє важливу роль у підтримці пулу попередників остеокластів у 

селезінці [206].   

За допомогою методу непрямого імунофлуоресцентного мічення та 

підрахунку RANK-позитивних клітин кісткового мозку на протоковому 

цитофлуориметрі було виявлено збільшення їх кількості у 1,7 рази за дії 

преднізолону порівняно з контрольними щурами (рис. 3.17 А, Б). Також ці дані 

підтвердились знімками з конфокального мікроскопу, які демонструють, що за 

дії преднізолону кількість RANK-позитивних клітин (відмічені зеленим 

кольором) значно збільшується (рис. 3.17 В). Більше того, аналогічний 

підрахунок RANK-позитивних клітин було проведено серед моноцитів 

селезінки та периферичної крові щурів і виявлено зростання їх кількості у 1,5 та 

3,9 разів відповідно (табл. 3.5). Таким чином, преднізолон індукує більш 

виражені зміни кількості RANK-позитивних клітин у периферичній крові, аніж 

у селезінці та кістковому мозку. Проте, наразі не можна відповісти на питання 

яким чином відбувається регулювання преднізолон-індукованого мігрування 

попередників остеокластів і який механізм лежить в основі їх масового виходу 

до периферичної крові та перерозподілу пулу між кістковим мозком, кров’яним 

руслом та селезінкою. 

Отже, на тлі індукованого преднізолоном порушення метаболізму вітаміну 

D та розвитку D-гіповітамінозу було виявлено збільшення пулу циркулюючих 

RANK-позитивних клітин, що відображає порушення стану ключового 

рецепторного компоненту остеокінової системи RANKL/RANK/OPG, який 

забезпечує трансдукцію сигналу RANKL у процесі диференціювання та 

активування преостеколастів у зрілі остеокласти.  

Введення холекальциферолу зменшувало пул циркулюючих RANK-

позитивних преостеокластів майже до контрольного рівня у кістковому мозку 

та периферичній крові. У селезінці спостерігавлось зменшення кількості 

RANK-позитивних клітин порівняно з преднізолоновою групою, що свідчить 

про коригування ГІО, адже відомо, що селезінка виступає у ролі депо 
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преостеокластів тільки за умов хронізації патологічних процесів. Можна 

припустити, що такий ефект холекальциферолу може бути обумовлений його 

здатністью виступати в якості регулятору клітинного циклу та знімати «арешт» 

клітинного циклу RANK-позитивних попередників остеокластів, так званих 

«cell cycle-arrested quiescent osteoclast precursors», що може перемикати 

диференціювання цих клітин з остеокластного напрямку у дендритні клітини. 

  

        

  

 RANK– зелений канал; ядра клітин (Hoechst) – синій канал 

Рис. 3.17 Кількість RANK-позитивних клітин кісткового мозку щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7. Цитофлуорограми (А) (count – 

кількість подій; FL1 LOG – інтенсивність флуоресценції), їх кількісний аналіз 

(Б) та знімки (В) RANK-позитивних преостеокластів (конфокальна мікроскопія, 

метод непрямого імунофлуоресцентного мічення клітин, збільшення 400х): 1 – 

контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з 

контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

  

 Отже, отримані дані свідчать про порушення RANK-опосередкованого 

регулювання дозрівання кістково-мозкових попередників остеокластів та 
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значне збільшення їх циркулюючого пулу за умов тривалого введення 

преднізолону. Виявлений коригувальний ефект холекальциферолу надає 

можливість обгрунтувати доцільність застосування вітаміну D3 як потенційного 

модулятора пулу циркулюючих попередників остеокластів як у кістковому 

мозку, з якого вони походять, так і у периферичній крові та селезінці. 

 

Таблиця 3.5 

RANK-позитивні клітини селезінки та периферичної крові щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7 

 

* p < 0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

   

3.3.2 Стан цитокінової системи RANKL/RANK/OPG у кістковому мозку та 

кістковій тканині щурів за дії преднізолону та вітаміну D3 

Серед негативних ефектів синтетичних ГК є добре відомою їх здатність 

чинити прямі ефекти на остеобласти, зокрема пригнічувати їх синтетичні 

функції та індукувати апоптоз. Проте питання щодо впливу синтетичних ГК на 

остеокласти, зокрема на функціонування системи RANKL/RANK/OPG, 

залишається на сьогодні дискусійним. Більше того, є актуальним та потребує 

комплексного дослідження питання наскільки зміни метаболізму вітаміну D 

корелюють з порушеннями в цитокіновій системі RANKL/RANK/OPG за ГІО. 

Як відомо, взаємодія RANKL, що продукується, в основному, 

остеобластами, з рецептором RANK на поверхні попередників остеокластів 

призводить до активування ядерного фактору транскрипції NF-κВ, його 

транслокації до ядра та індукування геномної відповіді у попередниках 

остеокластів, які, внаслідок цього трансформуються у зрілі активні 

багатоядерні остеокласти, що здійснюють резорбцію кісткової тканини. OPG, 

Групи Контроль Преднізолон Преднізолон + D3 

RANK-позитивні клітини 

селезінки (%) 

3,60±0,12 4,53±0,50* 2,36±0,19# 

RANK-позитивні клітини 

периферичної крові (%) 

1,14±0,05 4,08±0,92* 1,87±0,09# 
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діючи як розчинний рецептор-пастка для RANKL, попереджає його зв’язування 

з рецептором, тим самим інгібуючи резорбцію кісткової тканини. Адекватне 

співвідношення між RANKL та OPG є важливою умовою збереження 

узгодженості між процесами формування та резорбції кісткової тканини. Проте, 

тонкий баланс між даними цитокінами може порушуватись за дії гормонів та 

лікарських препаратів, які чинять стимулювальний або інгібувальний ефекти на 

систему RANKL/RANK/OPG. 

Оскільки ГК, як системні гормони, знаходяться у тісній взаємодії з 

різними регуляторами процесу ремоделювання, спектр патогенетичних впливів 

на стан кісткової тканини за їх тривалої дії є надзвичайно широким і, на нашу 

думку, може в тому числі включати зміни у остеокіновій системі 

RANKL/RANK/OPG. Тому важливо було оцінити направленість змін у 

експресії компонентів шляху RANKL/RANK/OPG за дії преднізолону як в 

кістковому мозку, так і в кістковій тканині в залежності від рівня 

забезпеченості організму вітаміном D та оцінити остеобластно-остеокластну 

рівновагу за вмістом маркерів ремоделювання кісткової тканини в нормі, за 

преднізолон-індукованого остеопорозу та при корекції вітаміном D3. 

Виявлено, що відносний вміст RANKL у лізатах кісткового мозку за дії 

преднізолону зростав у 4,1 рази на рівні мРНК та у 1,3 рази на рівні протеїну, у 

той час як вміст OPG знижувався у 1,3 разів порівняно з контролем (рис. 3.18 В, 

Г). Такі зміни призводили до зниження співвідношення OPG/RANKL, що 

свідчить про порушення процесів диференціювання остеокластів за дії 

преднізолону. Також було оцінено рівень протеїну RANK як маркеру 

гемопоетичних попередників остеокластів і виявлено, що його вміст у 

кістковому мозку за дії преднізолону зростав у 1,5 рази порівняно з контролем 

(рис. 3.18 Б). Цей ефект може бути обумовлений збільшенням кількості пре-

остеокластів, що цілком узгоджується з отриманими нами раніше даними щодо 

зростання відсотку RANK-позитивних клітин кісткового мозку щурів [208].  

За умов одночасного введення преднізолону та холекальциферолу 

спостерігалось зниження мРНК та протеїну RANKL майже у 2 та 3 рази  



 

 

111 

відповідно порівняно з дією преднізолону (рис. 3.18). Відносний вміст OPG 

також знижувався за сумісного введення преднізолону та холекальциферолу, 

призводячи до того, що співвідношення OPG/RANKL залишалось незмінним. 

Проте при введенні вітаміну D3 на тлі дії преднізолону відбувалось 

нормалізування рецепторної ланки системи RANKL/RANK/OPG. Вміст RANK 

знижувався до рівня, що спостерігався у кістковому мозку контрольних щурів, 

що при незмінному співвідношенні OPG/RANKL, ймовірно, вказує на деяке 

зменшення трансдукції сигналу від RANKL, і, як наслідок, свідчить про 

здатність вітаміну D3 інгібувати посилене диференціювання попередників 

остеокластів за дії преднізолону. 

 

 

             

 
Рис. 3.18 Відносний вміст RANK, RANKL та OPG у кістковому мозку щурів за 

дії преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7. Імуноблотограми (А) та 

гістограми вмісту RANK (Б), RANKL (В) OPG (Г): 1 – контроль; 2 – 

преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з контролем, # p 

< 0,05 порівняно з дією преднізолону. 
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З огляду на наявні експериментальні дані, що дозволяють розглядати 

стромальні клітини кісткового мозку як джерело продукування RANKL у 

кістковому мозку, а RANK-позитивні клітини – як попередники остеокластів, 

що знаходяться під контролем цього цитокіну, для їх візуалізації ми 

використовували метод непрямого імунофлуоресцентного мічення клітин 

кісткового мозку. Отримані нами дані щодо ГК-індукованого зростання рівнів 

RANKL та RANK були проілюстровані знімками з конфокального мікроскопу 

позитивних за RANK та RANKL клітин кісткового мозку (рис. 3.19 А). Більше 

того, на основі сканування поодиноких клітин з кроком 0,32 мкм та отриманих 

в результаті серій знімків побудовано 3D-модель, що ілюструє посилене 

зв’язування RANK-позитивними клітинами ліганду RANKL за дії преднізолону 

(рис. 3.19 Б), в той час як у контролі та при введенні вітаміну D3 такого ефекту 

майже не спостерігалось. Варто також відзначити, що певна частина клітин, які 

не були позитивні за RANK, демонстрували незначний імуноспецифічний 

сигнал від RANKL, що свідчить про наявність пулу RANKL-позитивних 

мезенхімальних клітин – попередників остеобластів у кістковому мозку, але 

обрахувати їх кількість методом протокової цитофлуориметрії не вдалося. 

Отже, на тлі індукованих преднізолоном порушень метаболізму вітаміну 

D був виявлений значний дисбаланс співвідношення компонентів цитокінової 

системи RANKL/RANK/OPG, а саме – на тлі зменшеного рівня OPG 

спостерігалось збільшення вмісту RANKL та його посилена взаємодія з RANK, 

що може призводити до каскаду геномних перетворень попередників 

остеокластів у кістковому мозку. Введення холекальциферолу частково 

нормалізувало вміст RANKL та RANK, проте призводило до подальшого 

падіння вмісту OPG. 

Оскільки відомо, що відносні концентрації RANKL і OPG в кістковій 

тканині детермінують показники маси та механічної міцності кісток, наступним 

завданням було оцінити стан сигнального шляху RANKL/RANK/OPG саме у 

кістковій тканині. Представлені на рис. 3.20 результати свідчать, що введення 

тваринам преднізолону, не викликаючи істотного підвищення вмісту RANKL у 
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кістковій тканині, призводило до зниження рівня остеопротегерину у 1,3 рази 

порівняно з контрольними щурами.  

 

  

 

 

 

 

 

Рис. 3.19 RANKL- та RANK-позитивні клітини кісткового мозку щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 5. Знімки (А) клітин кісткового мозку 

(конфокальна мікроскопія, метод непрямого імунофлуоресцентного мічення 

клітин, збільшення 400х) та 3D-модель, що ілюструє зв’язування RANK-

позитивними клітинами ліганду RANKL за дії преднізолону (збільшення 1000х) 

(Б). RANK – зелений канал; RANKL – червоний канал, ядра клітин (Hoechst) – 

синій канал; merge – накладання флуоресценції за трьома каналами.  
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Незначне підвищення тканинного рівня RANKL, з одного боку, та досить 

різке пригнічення продукції OPG з іншого за тривалої дії преднізолону, 

призвело до зменшення співвідношення даних регуляторних протеїнів 

(OPG/RANKL) у 1,5 рази порівняно з контролем (рис. 3.21), що свідчить про 

ГК-індуковане порушення процесу ремоделювання кісткової тканини. 

 

              

                

Рис. 3.20 Відносний вміст RANK, RANKL та OPG у кістковій тканині щурів за 

дії преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7. Імуноблотограми (А) та 

гістограми вмісту RANK (Б), RANKL (В) та OPG (Г): 1 – контроль; 2 – 

преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з контролем, # p 

< 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

При введенні вітаміну D3 спостерігалось зростання відносного вмісту 

OPG у 1,2 рази й зниження вмісту RANKL у 1,2 разів у кістковій тканині 

порівняно з їх вмістом за дії преднізолону (рис. 3.20 В, Г). Отже, введення 

вітаміну D3 за дії преднізолону викликало майже повне відновлення 

співвідношення вмісту OPG/RANKL (рис. 3.21), яке було вище у 1,4 рази 
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порівняно з дією преднізолону, що свідчить про нормалізування процесу 

остеокластогенезу. Таким чином, вітамін D3 може бути одним з потенційних 

модуляторів сигнального шляху RANKL/RANK/OPG через пряме регулювання 

синтезу RANKL та OPG у кістковій тканині із залученням VDR і у такий спосіб 

забезпечувати узгодженість процесів остеосинтезу та резорбції кісткової 

тканини і контролювати перебіг процесу ремоделювання. 

 

Рис. 3.21 Cпіввідношення вмісту протеїнів 

OPG та RANKL у кістковій тканині щурів за 

дії преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7: 1 

– контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + 

вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з контролем, # 

p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

Також було визначено рівень протеїну RANK – ключового компоненту 

системи активування остеокластів, який локалізований на клітинній поверхні 

преостеокластів і забезпечує трансдукцію сигналу RANKL, а також є маркером 

зрілих остеокластів у кістковій тканині. Виявлено, що за дії преднізолону 

рівень RANK знижується у 1,5 рази відносно контролю (рис. 3.20 Б), що, 

скоріше за все, відображає гальмування інтенсивності остекластогенезу на 

даному етапі розвитку глюкокортикоїд-індукованого остеопорозу. Відомо, що 

клітинами, які синтезують RANK у кістковій тканині є зрілі багатоядерні 

остеокласти, тому зменшення відносного вмісту цього рецептору у кістковій 

тканині може свідчити про знижену активність та/або кількість остеокластів у 

другій, повільній фазі втрати маси кісткової тканини. Однак з іншого боку 

відомо, що резорбтивна активність остеокластів і характер ремоделювання 

кісткової тканини здебільшого визначається співвідношенням протеїнів OPG та 

RANKL [11]. Остеопротегерин, що синтезується переважно остеобластами та 

остеоцитами, зв’язуючи RANKL, запобігає активуванню RANK, що гальмує як 

остеокластогенез, так і резорбтивну активність остеокластів. Виявлене нами 
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падіння рівня OPG, ймовірно, відображає гальмування активності остеобластів 

за дії ГК та/або їх посилену загибель, що може сприяти посиленню RANKL-

опосередкованої резорбції кісткової тканини. 

Таким чином, встановлене ГК-індуковане суттєве зниження 

співвідношення OPG/RANKL у кістковій тканині порівняно з контролем 

свідчить про дерегулювання остеокінової системи RANKL/RANK/OPG за 

глюкокортикоїд-індукованого остеопорозу. Отримані дані узгоджуються з 

нещодавно висунутою новою гіпотезою щодо дії глюкокортикоїдів на кісткову 

тканину [170]. У сучасному розумінні, тривалий прийом глюкокортикоїдів 

пригнічує не тільки функціонування остеобластів, що підтверджується 

показаним нами падінням вмісту VDR, остеокальцину та остеопротегерину, а й 

остеокластів також, таким чином порушуючи нормальний перебіг процесу 

ремоделювання в цілому. Як результат – зменшується утворення нової 

кісткової тканини та розвивається остеопенія.  

Так, введення тваринам вітаміну D3 на тлі дії преднізолону призводило до 

збільшення вмісту RANK у 1,6 рази порівняно з контролем. Свідченням 

відновлення, принаймні часткового, процесу формування кісткової тканини та 

покращення метаболічних процесів у ній було підвищення експресії маркеру 

остеосинтезу остеокальцину та нормалізування показників мінерального обміну 

у сироватці крові та кістковій тканині щурів, що було висвітлено нами у 

попередньому розділі. 

Більше того, як дія преднізолону, так і вплив вітаміну D3 на вміст RANK 

були підтверджені результатами імуногістохімічного мічення зрізів стегнової 

кістки з використанням антитіл проти RANK та специфічних флуоресцентно 

мічених вторинних антитіл (рис. 3.22). Проте механізми, яким саме чином 

вітамін D3 може впливати на вміст протеїну RANK у кістковій тканині 

лишаються нез’ясованими і потребують подальших досліджень. 

В цілому отримані результати узгоджуються з даними літератури щодо 

можливості негативних ефектів глюкокортикоїдів на стан цитокінової системи 

RANKL/RANK/OPG [102], [117], [166], [167]. Незважаючи на відсутність 
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істотних змін експресії RANKL і зниження рівня RANK, недостатнє утворення 

OPG може свідчити про пригнічення функціональної активності остеобластів та 

переважання, принаймні на першому етапі, втрати маси кісткової тканини, що 

було підтверджено даними щодо порушень мінерального обміну. Більше того, 

зважаючи на роль остеокальцину як гідроксиапатит-зв’язувального протеїну й 

одного з детермінантних факторів, що відображають стан остеобласт-

опосередкованого формування кісткового матриксу та зниження його вмісту за 

дії ГК, можна констатувати чітко виражене гальмування остеосинтезу та 

подальшу демінералізацію кісткової тканини за дії преднізолону [209]. 

Додатковим свідченням пригнічення функціональної активності клітин, 

відповідальних за остеосинтез (остеобласти та остеоцити) є виявлене нами 

зниження вмісту у кістковій тканині маркерного для цих клітин протеїну – VDR 

[210]. Глюкокортикоїди змінюють інтенсивність синтезу й активність факторів 

росту остеобластів, інгібують диференціювання клітин-попередників та 

індукують апоптоз остеобластів [100], що частково може пояснювати 

встановлене нами зниження рівнів маркерних для остеобластів протеїнів – 

остеокальцину, остеопротегерину та VDR – у кістковій тканині.  

З огляду на наявність вираженого дефіциту вітаміну D за умов 

глюкокортикоїдної терапії та ефективність введення холекальциферолу, 

виявлені зміни вмісту досліджуваних остеокінів та їх співвідношення, можуть, 

принаймні частково, бути обумовленими порушеннями механізмів реалізації 

біологічної дії холекальциферолу в регулюванні кісткового ремоделювання і 

вказувати на пряме чи опосередковане залучення D-гормону до цих процесів. 

Таким чином, за рівнем експресії ключових маркерів ремоделювання 

було досліджено інтенсивність та характер змін формування та резорбції 

кісткової тканини за глюкокортикоїд-індукованого остеопорозу у взаємозв’язку 

із забезпеченістю організму тварин вітаміном D. Отримані результати 

продемонстрували, що порушення в цитокіновій системі RANKL/RANK/OPG, 

які відбуваються на тлі недостатньої забезпеченості організму вітаміном D, 

можуть відповідати за втрату маси кісткової тканини при тривалому введенні 
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преднізолону. Введення преднізолону індукувало збільшення пулу 

преостеокластів у кістковому мозку, крові та селезінці, в той час як у кістковій 

тканині навпаки, спостерігалось зниження кількості зрілих остеокластів. 

Вітамін D3 здатний нормалізувати виявлені порушення ремоделювання 

кісткової тканини через VDR-опосередкований вплив на клітини кісткової 

тканини та їх попередників, зміщуючи остеобласт/остеокластне співвідношення 

в бік посилення остеосинтезу та нормалізування процесу резорбції. 

 

 

RANK – зелений канал; ядра клітин (Hoechst) – синій канал 

Рис. 3.22  Імуногістохімічне дослідження зрізів стегнової кістки з 

використанням антитіл проти RANK за дії преднізолону та вітаміну D3, М ± m, 

n = 5 (збільшення 400х).  

 

3.3.3 Стан цитокінової системи RANKL/RANK/OPG у печінці щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3 

Традиційно вважається, що цитокінова система RANKL/RANK/OPG  

регулює процес остеокластогенезу. Проте нещодавно компоненти цієї тріади 

були знайдені у багатьох органах та тканинах. Зокрема, рецептор RANK, окрім 

кісткової тканини та кісткового мозку, був ідентифікований у тимусі, 
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кишечнику, молочних залозах, простаті, підшлунковій залозі, серці, легенях, 

мозку, скелетних м’язах, нирках, шкірі, а також у печінці [211]. Ліганд RANKL 

окрім кісткової системи, знайдений у скелетних м’язах, тимусі, товстому та 

тонкому кишечнику, наднирниках, епітеліальних клітинах молочної залози, 

простаті, підшлунковій залозі та печінці. OPG переважно експресується 

стромальними клітинами кісткового мозку, В-лімфоцитами та дендритними 

клітинами, проте його мРНК була детектована у шкірі, легенях, серці та печінці 

[212]. Існує невелика кількість експериментальних даних щодо ролі системи 

RANKL/RANK/OPG у печінці, які вказують на можливість регулювання 

гомеостазу глюкози за участю RANKL у печінці  [213], свідчать про 

протекторну роль RANKL за умов ішемії печінки у мишей [214] та 

демонструють залученість RANKL/OPG у патогенез хронічних захворювань 

печінки, таких як біліарний цироз та хронічний гепатит С [214]. Проте, роль 

сигнального шляху RANKL/RANK/OPG у функціонуванні печінки та його 

участь у розвитку різних патологій залишається на сьогодні не вивченою. Тому 

важливо було оцінити направленість дії преднізолону на компоненти даної 

цитокінової системи в печінці щурів за ГК-індукованого остеопорозу та 

визначити роль вітаміну D3 як потенційного модулятора її стану. 

Було встановлено, що рівень протеїну RANKL у лізатах тканини печінки 

за дії преднізолону зростав у 1,2 рази (рис. 3.23 В), що може пояснюватись 

посиленням експресії RANKL Т-лімфоцитами та клітинами Купфера. Ці 

результати підтверджуються експериментальними даними, які вказують, що за 

умов запалення у печінці може індукуватись експресія RANKL та OPG [214]. За 

введення преднізолону та вітаміну D3 рівень RANKL достовірно знижувався у 

порівнянні як з дією преднізолону, так і з контролем. Відносний вміст 

остеопротегерину у всіх трьох піддослідних групах достовірно не змінювався 

(рис. 3.23 Г). Рівень протеїну RANK у тканині печінки за дії преднізолону 

знижувався у 1,5 рази (рис. 3.23 Б). При сумісному введенні преднізолону та 

вітаміну D3 спостерігалось збільшення його рівня у 1,4 рази порівняно з 

ефектом глюкокортикоїду. Оскільки відомо, що RANK експресується у 
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гепатоцитах [214], зниження його вмісту у печінці за дії преднізолону може 

пояснюватись їх дисфункцією та посиленою загибеллю внаслідок оксидативно-

нітрозативного стресу, який був показаний нами раніше. Введення вітаміну D3, 

який володіє протизапальними ефектами, на тлі дії преднізолону покращує 

функціональний стан гепатоцитів, протидіє проявам оксидативно-

нітрозативного стресу, та, як наслідок, нормалізує рівень RANK у печінці.  

                           

        

Рис. 3.23 Відносний вміст RANK, RANKL та OPG у печінці щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7. Імуноблотограми (А) та гістограми 

вмісту RANK (Б), RANKL (В) OPG (Г): 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – 

преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно 

з дією преднізолону. 

 

Отримані результати вказують на порушення функціонування системи 

RANKL/RANK/OPG у печінці при довготривалому введенні преднізолону, 

оскільки при незмінному рівні OPG та незначному підвищенні вмісту RANKL, 

відносний вміст рецепторної ланки (RANK) суттєво знижувався. Зважаючи на 

те, що під прямим контролем сигнального шляху RANKL/RANK/OPG 
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знаходиться NF-κB, ймовірно, пригнічення сигналювання не може пояснювати 

встановлене нами раніше посилене індукування та транслокацію NF-κB р65 до 

ядра за дії ГК. Отже, система RANKL/RANK/OPG, вірогідно, не відіграє 

ключову роль у активуванні NF-κB у печінці за дії преднізолону, а тому 

необхідно було визначити інші фактори, які могли чинити такий ефект. 

Відомо, що фактор некрозу пухлин α (TNFα), взаємодіючи з власним 

рецептором, також, як і RANKL/RANK, здатний активувати NF-κB через 

опосередковане PKCξ фосфорилювання залишку серину 311 р65 субодиниці 

NF-κB [214]. Нами було висунуто припущення про можливе залучення цього 

прозапального цитокіну у ГК-індуковане активування вісі NF-κB/iNOS за умов 

ушкодження тканини печінки. Тому було визначено рівень TNFα у печінці і 

показано, що преднізолон індукував збільшення рівня мРНК TNFα у 1,5 рази, 

що свідчить про залучення даного цитокіну у процес активування NF-κB за дії 

ГК (рис. 3.24). Це спостереження ставить питання щодо типу клітин, які 

можуть бути відповідальні за збільшення експресії TNFα. З огляду на 

протизапальні властивості ГК внесок імунних клітин у продукування TNFα 

маловірогідний, що було підтверджено зниженим рівнем MPO. Раніше було 

показано можливість продукування гепатоцитами різних прозапальних 

цитокінів, а тому числі і TNFα [215], що може свідчити про їх роль в якості 

можливого джерела TNFα за дії ГК. Введення вітаміну D3 не змінювало 

достовірно рівень TNFα, що свідчить про інший механізм дії холекальциферолу 

на інгібування активування NF-κB р65, ймовірно, через суттєве підвищення 

рівня IκB, що показано нами раніше.  

 

Рис. 3.24 Відносний вміст мРНК TNFα у 

печінці щурів за дії преднізолону та вітаміну 

D3, М±m, n=7: 1 – контроль; 2 – преднізолон; 

3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 

порівняно з контролем. 0
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Таким чином, отримані експериментальні дані свідчать про зниження 

сигналювання через цитокінову систему RANKL/RANK/OPG у печінці за 

тривалої дії ГК, що вказує на відсутність залучення даного сигнального шляху 

у преднізолон-індуковане активування NF-κB р65 та ушкодження тканини 

печінки. Натомість, підвищений рівень TNFα за дії ГК, як і підвищене 

продукування активних форм кисню, може бути індуктором транслокування 

NF-κB р65 до ядра та пов’язаних з цим негативних ефектів преднізолону на 

функціонування печінки. Виявлено, що вітамін D3 чинив коригувальний ефект 

на співвідношення компонентів системи RANKL/RANK/OPG та не впливав на 

ГК-індукований підвищений рівень TNFα. 

 

3.4 Транскрипційний фактор NF-κB як регулятор RANK-, VDR- та GR-

опосередкованих сигнальних шляхів за глюкокортикоїд-індукованого 

остеопорозу та при дії вітаміну D3 

За останні 20 років були досягнуті значні успіхи у розумінні 

молекулярних механізмів остекластогенезу, а саме відкрито, що процес 

формування остеокластів потребує залучення сигналюванння через NF-κB, що 

активується у відповідь на основні «остеокластогенні» цитокіни, зокрема 

RANKL та MCS-F1. RANKL та деякі прозапальні цитокіни, включаючи TNFα, 

активують NF-κB-асоційовані сигнальні шляхи, індукуючи c-Fos та ядерний 

фактор активованих Т-клітин (NFATc1), а також інгібують репресори NFATc1-

сигналювання, позитивно регулюючи таким чином формування і подальше 

функціонування остеокластів.  

Канонічний шлях NF-κB-сигналювання швидко активується у 

попередниках остеокластів у відповідь на зв’язування RANKL з RANK. Так, 

показано, що протягом години спостерігається швидке збільшення рівня 

експресії мРНК RelA (р65 субодиниця NF-κB) та p50 [216]. Протягом цього 

періоду RelA та p50 разом з ядерним фактором активованих Т-клітин 2 

(NFATc2, який, на відміну від NFATc1, не потрібний для утворення 
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остеокластів), залучаються до промотору NFATc1, який вважається головним 

регулятором остеокластогенезу, та індукують його експресію [217].  

Зважаючи на те, що у відповідь на зв’язування RANKL з RANK 

активується NF-κB, завданням даного розділу було охарактеризувати наступну 

ланку сигнального шляху RANKL/RANK/OPG, а саме – систему NF-κB у різних 

тканинах щурів в залежності від рівня забезпеченості організму вітаміном D в 

нормі, за преднізолон-індукованого остеопорозу та при корекції вітаміном D3. 

 

 

3.4.1 Оцінка транскрипційного активування NF-κB у кістковому мозку 

щурів за дії преднізолону та вітаміну D3 

Зважаючи на ключову роль NF-κB у остеокластогенезі було визначено 

вміст компонентів системи NF-κB (NF-κB p65, фосфорильована за Ser 311 

субодиниця p65 NF-κB та IκB) у кістковому мозку щурів методом вестерн-блот 

аналізу, а також рівні фосфорильованої за Ser 311 субодиниці p65 NF-κB (pNF-

κB p65) у ядерній та цитоплазматичній фракціях й перерозподіл між ними в 

нормі, за хронічного введення преднізолону та при корекції вітаміном D3.  

Відомо, що активування сигнального каскаду NF-κB із залученням 

субодиниці p65 (RelA) відбувається за класичним шляхом, який відповідає за 

виживання остеокластів та гальмування дозрівання остеобластів. Так, було 

виявлено, що відносний вміст як нефосфорильованої, так і фосфорильованої за 

Ser 311 субодиниці p65 NF-κB у кістковому мозку за дії преднізолону зростав у 

1,6 та 1,5 разів відповідно (рис. 3.25 Б, В), у той час як відносний вміст IκB 

знижувався у 1,2 рази порівняно з контролем (рис. 3.25 Г).    

Враховуючи ключову роль процесу фосфорилювання у транскрипційному 

активуванні NF-κB, було визначено також рівні pNF-κB p65 у ядерній та 

цитоплазматичній фракціях та виявлено їх збільшення у 1,8 та 1,3 рази 

відповідно (рис. 3.26), що безперечно свідчить про посилення ядерної 

транслокації NF-κB. 

Щоб констатувати транслокацію NF-κB p65 до ядра за дії преднізолону не 

тільки спираючись на дані вестерн-блот аналізу щодо його перерозподілу між 
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ядерною та цитоплазматичною фракціями, було візуалізовано pNF-κB-

позитивні клітини кісткового мозку з використанням методу непрямого 

імунофлуоресцентного мічення. На основі сканування поодиноких NF-κB-

позитивних клітин та отриманих в результаті серій знімків побудовано 3D-

модель транслокації NF-κB до ядра за дії преднізолону, в той час як у контролі, 

та при введенні вітаміну D3 NF-κB був дифузно розподілений у цитоплазмі 

(позначено червоними стрілками на рис. 3.27).  

 

                                  
 

    
 

Рис. 3.25 Відносний вміст NF-κB та IκB у загальних лізатах кісткового мозку 

щурів за дії преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7. Імуноблотограми (А) та 

гістограми вмісту фосфоNF-κB р65 (Б), NF-κB p65 (В) та IκB  (Г): 1 – контроль; 

2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з контролем, 

# p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

Зважаючи на показане нами у попередньому розділі зростання відносного 

вмісту RANK та RANKL та посилення їх взаємодії у кістковому мозку за дії 
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преднізолону, активування сигнального каскаду NF-κB з залученням р65, який 

в свою чергу індукує експресію c-Fos та NFATc1, необхідних для 

диференціювання попередників остеокластів, може також свідчити про 

посилення процесу диференціювання преостеокластів з гемопоетичних клітин-

попередників та збільшення їх кількості.  

 
            

  

                     

Рис. 3.26 Відносний вміст pNF-κB у фракціях кісткового мозку щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М ± m, n = 7. Імуноблотограми (А) та гістограми 

вмісту фосфоNF-κB p65у цитоплазматичній (Б) та ядерній фракціях (В): 1 – 

контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з 

контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

При введенні вітаміну D3 на тлі дії преднізолону відбувалось 

нормалізування відносного вмісту pNF-κB p65 як у загальній, так і у ядерній та 

цитоплазматичній фракціях до рівня, що спостерігався у кістковому мозку 

контрольних щурів, а також суттєве зниження відносного вмісту NF-κB p65 та 

IκB порівняно не тільки з введенням преднізолону, але й з контрольною 

групою. Отже, показано, що вітамін D3 інгібує індуковане преднізолоном 

фосфорилювання та активування сигнального каскаду NF-κB у клітинах 

кісткового мозку щурів, модулюючи стан NF-κB-асоційованих сигнальних 

шляхів та сприяючи таким чином відновленню узгодженості між процесами 

остеосинтезу та резорбції кісткової тканини. 
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Рис. 3.27 pNF-κB p65-

позитивні клітини 

кісткового мозку щурів 

за дії преднізолону та 

вітаміну D3, М±m, n=3. 

Знімки (А) клітин 

кісткового мозку 

(конфокальна мікро-

скопія, метод непрямого 

імунофлуоресцентного мічення клітин, збільшення 400х) та 3D-модель (Б) 

транслокації pNF-κB p65 до ядра клітин кісткового мозку за дії преднізолону, 

побудована на основі серій знімків, отриманих при скануванні з кроком 0,32 

мкм pNF-κB p65-позитивних клітин (збільшення 1000х) (В). pNF-κB p65 – 

зелений канал; ядра клітин (Hoechst) – синій канал; merge – накладання 

флуоресценції за зеленим та синім каналами.  
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З огляду на те, що NF-κB є добре відомим редокс-чутливим фактором, 

його активування може бути відповіддю на розвиток оксидативного стресу. 

Крім того, відома здатність вітаміну D3 чинити прямі і непрямі антиоксидантні 

ефекти як за нормальних, так і за патологічних станів, ефективно інгібуючи 

перекисне окислення ліпідів та окислювальне ушкодження протеїнів клітин, що 

на структурному рівні веде до збереження клітинної цілісності та відновлення 

функціональної активності пошкоджених клітин. Тому цікаво було дослідити 

перебіг оксидативних процесів у мононуклеарних клітинах кісткового мозку та 

периферичної крові. Для вимірювання на протоковому цитофлуориметрі рівня 

продукування активних форм кисню та азоту використовували два специфічні 

флуоресцентні барвники – 2,7-дихлородигідрофлуоресцеїну діацетат (DCFH-

DA) та 4,5-диамінофлуоресцеїну діацетат (DAF-2DA). 

Ступінь окислення DCFH, що відображає інтенсивність прооксидантних 

процесів у клітинах периферичної крові та кісткового мозку за дії преднізолону 

та вітаміну D3 представлена у табл. 3.6. На тлі преднізолон-індукованого 

дефіциту та порушення обміну вітаміну D були виявлені значні зміни в 

окисному метаболізмі у клітинах периферичної крові та кісткового мозку. Так, 

хронічне введення преднізолону стимулювало продукування АФК в 

ізольованих мононуклеарних клітинах крові у 1,4 рази у порівнянні з 

контрольними тваринами. Введення вітаміну D3 чинило нормалізуючий ефект 

на надмірне ГК-індуковане генерування активних форм кисню. На відміну від 

моноцитів крові, рівень утворення АФК в мононуклеарних клітинах кісткового 

мозку залишився достовірно незмінним після введення преднізолону, проте за 

сумісного введення преднізолону та вітаміну D3 рівень продукування АФК 

підвищувався у 1,3 рази порівнянні з групою, що отримувала глюкокортикоїд. 

Щоб оцінити, чи може залучатись оксид азоту та його метаболіти до ГК-

індукованих змін функціонування клітин кісткового мозку, було досліджено 

рівень продукування цими клітинами NO з використанням флуоресцентного 

зонду DAF-2DA. Відомо, що оксид азоту чинить біфазні ефекти на процес 

резорбції кісткової тканини. Низькі його концентрації стимулюють IL-1-
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залежну резорбцію, що було показано у дослідах in vitro [218]. Вважається, що 

конститутивне продукування NO остеокластами є важливим для їх 

нормального функціонування, оскільки є дані, що свідчать про здатність 

інгібіторів NO-синтази пригнічувати активність та рухливість ізольованих 

остеокластів. Високі концентрації NO також інгібують остеокластогенез, 

гальмуючи формування та активування остеокластів. 

 

Таблиця 3.6 

Утворення DCF-чутливих активних форм кисню в ізольованих 

мононуклеарних клітинах периферичної крові та кісткового мозку за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М±m, n=10 

Групи Контроль Преднізолон 
Преднізолон + 

вітамін D3 

Мононуклеари периферичної 

крові, у.о. 
452,3±21,2 668,7±46,31* 535,1±23,6# 

Мононуклеари кісткового 

мозку, у.о. 
150,5±9.9 138,9±10,4 186,3±13,7# 

 

* p < 0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

Виявлено, що преднізолон не впливав на генерування NO в 

мононуклеарах кісткового мозку (рис. 3.28), що також було підтверджено 

відсутністю змін вмісту 3-нітротирозину, який є маркером нітрування протеїнів 

пероксинітритом (рис. 3.29).  

Вітамін D3 спричинював посилення утворення NO у 2,5 рази та зростання 

нітрування протеїнів у 2,4 рази порівняно з дією преднізолону (рис. 3.28, рис. 

3.29). Оскільки відомо, що високі концентрації NO інгібують формування та 

активування остеокластів за рахунок індукування NO-опосередкованого 

апоптозу попередників остеокластів, то можна припустити, що один з 

механізмів гальмування резорбції кісткової тканини за умов введення 

холекальциферолу полягає саме у стимулюванні продукування NO і, як 

наслідок, індукування апоптозу попередників остеокластів у кістковому мозку. 
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Рис. 3.28 Продукування NO мононуклеариними клітинами кісткового мозку за 

дії преднізолону та вітаміну D3, М±m, n=7. Цитофлуорограми (А) утворення 

оксиду азоту мононуклеарами кісткового мозку (count – кількість подій; 

FL1LOG – інтенсивність флуоресценції) та кількісний аналіз цитофлуорограм 

(Б): 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 

порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону (Р < 0,05). 

 

 

   

 
 

 

Рис. 3.29 Відносний вміст 3-нітротирозину у кістковому мозку щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М±m, n=7. Імуноблотограми (А) та гістограми 

вмісту нітрозильованих протеїнів (Б): 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – 

преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно 

з дією преднізолону (Р < 0,05). 

 

Отже, за дії преднізолону показано транскрипційне активування каскаду 

NF-κB за класичним шляхом у клітинах кісткового мозку. Активні форми 
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кисню та азоту не задіяні у ГК-індукованому активуванні NF-κB, тому процес 

його транслокації до ядра відбувається, ймовірно, лише у відповідь на 

зв’язування RANKL з RANK. В свою чергу, вітамін D3 інгібує індуковане 

преднізолоном надмірне активування NF-κB та стимулює NO-індукований 

апоптоз попередників остеокластів у кістковому мозку, відновлюючи 

узгодженість між процесами формування та резорбції кісткової тканини. 

 

3.4.2 Стан системи NF-κB/IκB у кістковій тканині щурів за дії преднізолону 

та вітаміну D3 

З огляду на те, що NF-κB відіграє важливу роль у функціонуванні трьох 

типів клітин кісткової тканини – остеоцитів, остеобластів та остеокластів, 

доцільним було визначити вміст фосфорильованої за Ser 311 субодиниці p65 

NF-κB та IκB у кістковій тканині методом вестерн-блот аналізу та мРНК NF-κB 

методом ПЛР у реальному часі. Встановлено, що відносний вміст pNF-κB p65 

за дії преднізолону знижувався у 1,6 рази порівняно з контролем (рис. 3.30 Б), 

що цілком узгоджується з попередньо отриманими нами даними щодо 

недостатності сигналювання через RANK у кістковій тканині. Пригнічення 

активування класичного каскаду NF-κB підверджується також зростанням у 1,4 

рази у кістковій тканині відносного вмісту IκB (рис. 3.30 Г), який знаходиться у 

комплексі з NF-κB і таким чином, перешкоджає його транслокації до ядра.  

Враховуючи те, що на 90-95 % кісткова тканина складається з остеоцитів 

– клітин, що вбудовані в мінералізований кістковий матрикс, і лише на 4-6 % та 

2-3 % з остеобластів та остеокластів відповідно, доцільно припустити, що 

основний внесок у загальний пул NF-κB у кістковій тканині здійснюють саме 

остеоцити, проте функціональна роль сигнального каскаду NF-κB у цих 

клітинах на сьогодні не висвітлена. Введення вітаміну D3 підвищувало рівень 

pNF-κB p65 у 1,5 рази порівняно з дією преднізолону, а також відновлювало 

рівень IκB до контрольних значень. Отже, вітамін D3 здійснював коригувальний 

вплив на NF-κB-асоційовані сигнальні каскади, функціонування яких у 

клітинах кісткової тканини було порушено внаслідок хронічного введення ГК. 
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Рис. 3.30 Відносний вміст NF-κB та IκB у кістковій тканині щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М±m, n=7. Імуноблотограми (А) та гістограми 

вмісту мРНК NF-κB (Б), фосфорильованої за Ser 311 субодиниці p65 NF-κB (В) 

та IκB (Г): 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 

0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 порівняно з дією преднізолону (Р < 0,05). 

 

Оскільки молекулярні механізми дії вітаміну D3 на PPARγ- та HIF-

1α/VEGF-сигналювання як шляхів, що відповідають за остеогенез/ангіогенез у 

кістковій тканині за ГК-індукованого остеопорозу залишаються недостатньо 

висвітленими, наступним етапом було оцінити їх залученість у патогенез ГІО та 

можливість коригування їх спряженості шляхом введення вітаміну D3. Щоб 

оцінити, наскільки VEGF – регулятор ангіогенезу у кістковій тканині, може 

бути задіяний у патогенезі ГІО, було визначено рівень його димерної форми, 

яка вважається активною. Незважаючи на зростання рівня мРНК ключових 

регуляторів VEGF: HIF-1α у 1,8 рази (рис. 3.31 Б) та NF-κB у 4,8 рази (рис. 3.30 

Б), рівень протеїну VEGF у 6,9 разів знижувався після хронічного застосування 

ГК, відображаючи порушення узгодженості між процесами остеогенезу та 
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ангіогенезу. Це може пояснюватись продемонстрованим нами раніше зниженим 

рівнем фосфоNF-κB p65 (рис. 3.30 В), яка є активною формою і транслокується 

до ядра. Таким чином, ці дані вказують на важливість процесу 

фосфорилювання NF-κB p65 в регулюванні рівня VEGF у кістковій тканині.  

 

 

 

 
 

          

Рис. 3.31 Відносний вміст HIF-1α та VEGF у кістковій тканині щурів за дії 

преднізолону та вітаміну D3, М±m, n=7. Імуноблотограма (А) та гістограма 

вмісту протеїну VEGF (В) та мРНК HIF-1α (Б): 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 

– преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з контролем, # p < 0,05 

порівняно з дією преднізолону. 

 

Преднізолон знижував вміст мРНК TNFα у кістковій тканині у 1,3 рази 

(рис. 3.32 А), що узгоджується з його антизапальною дією та разом з падінням 

вмісту RANK пояснює знижений рівень pNF-κB за дії ГК. Оскільки відомо, що 

PPARγ активується у відповідь на дію TNFα, то було визначено його експресію 

у кістковій тканині та встановлено зростання рівня мРНК PPARγ у 10 разів за 

дії преднізолону (рис. 3.32 Б). Так само як і VDR, PPARγ є ядерним 

рецептором, який діє через рецептор-партнер RXR, тому він може конкурувати 

з VDR за зв’язування з ним, тим самим перешкоджаючи реалізації геномних 

ефектів VDR. Оскільки PPARγ задіяний як у регулюванні остеобластогенезу, 

так і у підтриманні функціонування остеоцитів, а його надмірна експресія може 
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обумовлювати їх загибель за апоптичним шляхом, то у сукупності ці результати 

можуть вказувати на порушення гомеостазу кісткової тканини. Не виключено, 

що ці зміни обумовлюють анти-остеобластну та про-остеокластну дію ГК.  

Введення вітаміну D3 підвищувало рівень VEGF у 12 разів (рис. 3.31 В) 

порівняно з дією преднізолону, що свідчить про посилення інтенсивності 

процесу ангіогенезу у кістковій тканині. Можна припустити, що такий ефект 

холекальциферолу міг бути обумовлений тенденцією до зростання рівня HIF1-α 

(рис. 3.31 Б), а також запобігати прямій інгібувальній дії ГК на VEGF, проте це 

питання потребує додаткових досліджень. Подальше зниження рівня TNFα за 

сумісної дії преднізолону та холекальциферолу (рис. 3.32 А) може 

обумовлювати інгібування ГК-індукованої оверекспресії мРНК NF-κB. Про 

відновлення процесу остеогенезу за дії холекальциферолу свідчить 

нормалізування рівня мРНК PPARγ до контрольних значень (рис. 3.32 Б). 

 

    

Рис. 3.32 Відносний вміст мРНК TNFα (А) та PPARγ (Б) у кістковій тканині 

щурів за дії преднізолону та вітаміну D3, М±m, n=7: 1 – контроль; 2 – 

преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3. * p < 0,05 порівняно з контролем, # p 

< 0,05 порівняно з дією преднізолону. 

 

Таким чином, виявлено ГК-індуковане пригнічення активування каскаду 

NF-κB у кістковій тканині, що може вести до інгібування процесів остеогенезу/ 

ангіогенезу, в той час як вітамін D3 здійснював коригувальний вплив на 

порушені внаслідок введення преднізолону NF-κB-асоційовані сигнальні 

каскади, відновлюючи рівень IκB та запобігаючи фосфорилюванню NF-κB р65. 
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АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ 

 

Синтетичні глюкокортикоїди (ГК) є ефективними протизапальними, 

імуносупресивними та протиалергічними препаратами, які широко 

застосовуються в медицині, проте викликають численні побічні ефекти, 

зокрема, розвиток остеопорозу [1]. ГК впливають на проліферування, 

диференціювання та метаболізм клітин кісткової тканини як прямо, так і 

опосередковано, порушуючи роботу цитокінових систем. Однією з причин 

розвитку ГК-індукованого остеопорозу (ГІО) можуть бути порушення у 

цитокіновій системі рецептора активатора NF-κB (RANK), його ліганду 

(RANKL) та остеопротегерину (OPG), що контролює процес остеокластогенезу. 

Вітамін D3 відповідає за узгодженість між процесами формування та 

резорбції кісткової тканини, а його недостатність вважається однією з 

провідних причин розвитку ГІО [56]. Актуальним залишається питання яким 

чином D-вітамінна недостатність та порушення експресії компонентів D-

ауто/паракринної системи у цільових органах пов’язані зі змінами 

RANKL/RANK/OPG-сигналювання та експресії транскрипційного фактору NF-

κB і чи корелюють ці зміни з порушенням процесу ремоделювання кісткової 

тканини за ГК-індукованого остеопорозу. На сьогодні обґрунтування 

можливості застосування вітаміну D3 як перспективного засобу коригування 

патологічних процесів у кістковій тканині за умов тривалого введення ГК є 

актуальною медико-біологічною проблемою. 

У дисертаційній роботі увагу зосереджено на дослідженні ролі NF-κB-

асоційованого регуляторного сигнального шляху RANKL/RANK/OPG у 

механізмах розвитку порушень ремоделювання кісткової тканини за 

експериментального глюкокортикоїд-індукованого остеопорозу та оцінці 

плейотропних регуляторних ефектів вітаміну D3 за даної патології.  

Для підтвердження експериментальної моделі остеопорозу за умов 

тривалого введення преднізолону було вивчено стан мінерального обміну та 

визначено маркерні показники розвитку остеопорозу, а саме біомеханічні 
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параметри стегнової кістки та вміст протеїну остеокальцину – маркеру процесу 

остеосинтезу. Показано, що введення преднізолону супроводжувалось 

порушенням мінерального обміну у сироватці крові та кістковій тканині 

(гіпокальціємією, гіпофосфатемією та зростанням активності лужної 

фосфатази), зниженням біомеханічних параметрів стегнової кістки та 

зменшенням вмісту маркерів остеосинтезу (остеокальцину,  OPG та VDR) у 

кістковій тканині, що безперечно свідчить про розвиток ГК-індукованого 

остеопорозу. Оскільки ГК-індуковані патологічні зміни у кістковій тканині 

відбувались на тлі розвитку D-дефіциту (3-разового зниження рівня 25ОНD у 

сироватці крові), то додаткове введення вітаміну D3 за ГК терапії чинило 

позитивний ефект, який виявлявся у коригуванні стану мінерального обміну, 

частковому нормалізуванні біомеханічних параметрів стегнової кістки та 

повному відновленні вмісту протеїну остеокальцину [123], [128].  

Вперше показано, що тривале введення преднізолону на тлі зниження 

рівня 25ОНD також порушувало синтез компонентів D-ауто/паракринної 

системи (VDR та CYP27B1) у кістковому мозку, кістковій тканині та печінці, 

тим самим вказуючи на важливість адекватного функціонування даної системи 

для нормального перебігу процесу ремоделювання кісткової тканини. 

Сьогодні ГІО розглядають як мультифакторне захворювання, у патогенезі 

якого лежать не тільки порушення у кістковій тканині, але й порушення у 

функціонуванні багатьох інших органів та систем. Недостатність вітаміну D 

може бути одним з факторів порушення злагодженого функціонування 

кісткової та гепатобіліарної систем, що може лежати в основі патогенезу так 

званих печінкових остеодистрофій та розглядатись як один з механізмів 

розвитку преднізолон-індукованого остеопорозу.  

Нами було припущено, що преднізолон-індуковане порушення процесу 

гідроксилювання вітаміну D за 25 положенням в гепатоцитах може 

обумовлюватись гепатотоксичною дією ГК. Тому наступним етапом було 

дослідити молекулярні механізми ушкодження тканини печінки і оцінити роль 

вітаміну D3 у нормалізації ГК-індукованих порушень функціонування 
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гепатоцитів. Виявлено, що в основі гепатотоксичної дії преднізолону лежить 

посилене продукування активних форм кисню та азоту гепатоцитами. Оскільки 

відомо, що NF-κB є редокс-чутливим транскрипційним фактором, також було 

досліджено його вміст і виявлено, що преднізолон викликав виражене 

підвищення вмісту фосфорильованої (активної) субодиниці р65 NF-κB як у 

загальних лізатах, так і у ядерній фракції, на тлі одночасного зниження рівня 

інгібітору κB, що свідчить про активування NF-κB та його транслокацію до 

ядра [190]. Більше того, вперше показано, що у преднізолон-індукованому 

активуванні NF-κB, окрім АФК, можуть бути задіяні GR, прозапальний цитокін 

TNFα та система RANKL/RANK/OPG. Встановлено, що введення преднізолону 

призводило до зменшення рівня протеїну GR, який в нормі блокує 

транслокацію субодиниці p65 NF-κB до ядра за рахунок прямого зв’язування з 

нею. Більше того, активуванню NF-κB може сприяти виявлене нами суттєве 

збільшення продукування TNFα, що в свою чергу також є свідченням 

пошкодження тканини печінки, а також рівня RANKL. 

Оскільки відомо, що під контролем NF-κB знаходиться індуцибельна NO-

синтаза, і крім того, залишаються малоз’ясованими механізми залучення 

оксиду азоту у розвиток порушень функціонування печінки, було досліджено 

маркери нітрозативного стресу. З огляду на активування NF-κB за дії 

глюкокортикоїду, було виявлено збільшення рівня протеїну iNOS у тканині 

печінки, що корелювало із збільшенням продукування NO та зростанням 

опосередкованого пероксинітритом рівня нітрозилювання протеїнів. ГК-

індукований оксидативно-нітрозативний стрес може бути причиною 

ушкодження ДНК, а отже, відповідальний за активування PARP-1, що 

призводило до збільшення рівня полі(ADP)-рибозильованих протеїнів. В свою 

чергу, інтенсифікація вільнорадикальних процесів та збільшення відносного 

вмісту активного фрагменту 89 кДа фрагменту PARP-1 корелювали зі 

зростанням відсотку  некротичних та апоптичних клітин серед гепатоцитів за 

дії преднізолону. За умов хронічного застосування ГК цей механізм може 

лежати в основі розвитку D-дефіцитного стану організму внаслідок падіння 
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рівня 25ОНD та зниження вмісту як мРНК, так і протеїну VDR (Додаток 2А). 

Більше того, в основі порушення сигналювання через VDR може лежати не 

тільки недостатність вмісту ліганду та знижений рівень рецептору, але й 

активний процес нітрозилювання протеїнів, в тому числу і VDR [219], адже 

необоротно нітрозильований VDR не здатний утворювати комплекс з RXR, а 

отже, реалізувати свої геномні ефекти.  

Введення вітаміну D3 за дії преднізолону виявлялось у зниженні 

продукування АФК, фосфорилювання NF-κB та повному нормалізуванні вмісту 

IκB і iNOS (та як наслідок, зниження рівня NO та нітрозилювання протеїнів), а 

також частковому – рівнів PAR-протеїнів та 89 кДа фрагменту PARP-1 [190]. 

Це цілком узгоджується з даними щодо здатності гормонально активних форм 

вітаміну D3 чинити антиоксидатні ефекти та виступати в ролі інгібітору 

активності PARP-1. Показано, що вітамін D3 на тлі дії преднізолону 

нормалізував також вміст RANKL та RANK, зменшував вміст маркерів 

оксидативно-нітрозативного стресу за рахунок VDR-опосередкованого 

інгібування NF-κB та підвищення вмісту IκB у печінці, що корелювало зі 

зменшенням інтенсивності процесів некрозу та апоптозу гепатоцитів (Додаток 

2Б). Таке покращення функціонування печінки за дії холекальциферолу, 

ймовірно, вело до нормалізування процесу гідроксилювання 25OHD у 

гепатоцитах та відновлення його рівня у сироватці крові, що може мати 

позитивний ефект на ремоделювання кісткової тканини.  

Відомо, що гомеостаз кісткової тканини підтримується за умов 

збалансованого перебігу процесів остеосинтезу, резорбції та ангіогенезу. Кожен 

з цих процесів контролюється певними сигнальними шляхами, наприклад для 

остеокластогенезу – це сигнальна система  RANKL/RANK/OPG, для 

остеобластогенезу – остеокальцин, ядерні рецептори PPARγ та VDR, для 

ангіогенезу – вісь HIF-1α/VEGF. Компоненти системи NF-κB/IκB можуть 

виступати ключовою інтегруючою ланкою для взаємодії RANKL/RANK/OPG, 

VDR- та GR-опосередкованих сигнальних шляхів, задіяних у підтриманні 

гомеостазу кісткової тканини. Тому на другому етапі нами було 
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охарактеризовано стан ключових сигнальних шляхів у кістковому мозку та 

кістковій тканині, а також за рівнем експресії ключових маркерів 

ремоделювання досліджено характер змін формування та резорбції кісткової 

тканини за ГІО у взаємозв’язку із забезпеченістю організму тварин вітаміном D. 

Нами вперше продемонстровано збільшення кількості RANK-позитивних 

попередників остеокластів за дії преднізолону у кістковому мозку, 

периферичній крові та селезінці. Введення преднізолону також активувало 

систему RANKL/RANK/OPG у кістковому мозку, про що судили за 

зменшенням рівня OPG та збільшенням вмісту протеїнів RANKL і RANK, а 

також за посиленим формуванням комплексів RANKL з RANK на 

преостеокластах [208]. Наслідком активування системи RANKL/RANK/OPG 

було активування (фосфорилювання) NF-κB та його транслокація до ядра, що 

може опосередковувати про-остеокластні ефекти. Більше того, у процесі 

активування NF-κB можуть бути задіяні IκB та GR, адже за дії преднізолону 

спостерігалось зменшення їх рівнів, а отже зниження ступеня блокування 

субодиниці р65 NF-κB за рахунок протеїн-протеїнових взаємодій з IκB та GR. В 

той же час спостерігались порушення у D-ауто/паракринній системі, а саме 

зниження вмісту протеїнів VDR  та CYP27B1, що свідчить про пригнічення 

остеобластної ланки. Сумарно ці дані відображають порушення 

диференціювання та дозрівання попередників остеобластів та остеокластів у 

кістковому мозку за дії ГК (Додаток 3А). Одним з ключових моментів, 

виявлених у даній роботі, був цікавий механізм анти-резорбтивної дії вітаміну 

D3, а саме інгібування NF-κB у кістковому мозку не тільки внаслідок 

пригнічення функціонування тріади RANKL/RANK/OPG, але й за рахунок 

суттєвого зростання вмісту GR, що може напряму зв’язуватись з NF-κB, 

блокуючи його. Крім того, показано, що вітамін D зменшував пул 

циркулюючих попередників остеокластів, а також суттєво збільшував рівень 

продукування NO [220], тим самим опосередковуючи NO-індукований апоптоз 

преостеокластів (Додаток 3Б). 
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Отже, за дії преднізолону показано транскрипційне активування 

сигнального каскаду NF-κB у клітинах кісткового мозку. Активні форми кисню 

та азоту не задіяні у ГК-індукованому активуванні NF-κB, тому процес його 

транслокації до ядра відбувається, ймовірно, лише у відповідь на зв’язування 

RANKL з RANK. В свою чергу, вітамін D3 інгібував індуковане преднізолоном 

активування NF-κB та стимулював NO-залежний апоптоз попередників 

остеокластів у кістковому мозку, відновлюючи узгодженість між процесами 

формування та резорбції кісткової тканини. 

У кістковій тканині було виявлено ГК-індуковане зменшення 

співвідношення OPG/RANKL, що є ознакою порушення перебігу процесу 

остеокластогенезу. За рахунок суттєвого підвищення вмісту IκB (що є проявом 

класичного механізму дії ГК) спостерігалось інгібування активності NF-κB у 

кістковій тканині, що корелювало з виявленим нами падінням вмісту протеїну-

маркеру зрілих остеокластів RANK та зниженням рівня мРНК TNFα, що цілком 

узгоджується з антизапальною дією преднізолону як медичного препарату. 

Крім того, продемонстровані порушення у остеобластній ланці, про що 

свідчили знижені рівні VDR, OPG та остеокальцину. Також введення 

преднізолону значно підвищувало рівень мРНК PPARγ, що може обумовлювати 

загибель остеоцитів та остеобластів за апоптичним шляхом. Збільшений рівень 

PPARγ може перешкоджати реалізації геномних ефектів VDR за рахунок 

конкурування за RXR, оскільки обидва ці ядерні рецептори потребують 

зв’язування з ним та формування гетеродимеру [53]. Для оцінки процесу 

ангіогенезу у кістковій тканині було визначено вміст VEGF та виявлено, що 

незважаючи на зростання рівня мРНК ключових регуляторів VEGF – HIF-1α та 

NF-κB, рівень протеїну VEGF знижувався після хронічного застосування ГК. Ці 

зміни підтвердили антиангіогенні властивості преднізолону та свідчать про 

порушення узгодженості між процесами остеогенезу та ангіогенезу. Це може 

пояснюватись продемонстрованим нами зниженим рівнем фосфорильованої за 

Ser311субодиниці p65 NF-κB. Таким чином, продемонстровано важливість 

процесу фосфорилювання NF-κB p65 в регулюванні рівня VEGF у кістковій 
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тканині. Отже, за дії преднізолону виявлено порушення спряження між 

процесами ангіогенезу, остеобластогенезу та остеокластогенезу, що виявлялось 

у зниженні біомеханічних параметрів стегнової кістки (Додаток 4А). 

Введення вітаміну D3 здійснювало коригувальний вплив на вміст 

компонентів системи NF-κB/IκB та маркерів адекватного перебігу 

остебластогенезу – VDR, PPARγ, остеокальцину та остеопротегерину. 

Відновлення рівня фосфоNF-κB за введення холекальциферолу призводило до 

нормалізування вмісту VEGF до контрольних значень та до подальшого 

зниження рівня TNFα, що свідчить про відновлення нормального перебігу 

ангіогенезу та узгоджується з даними щодо протизапальних властивостей 

вітаміну D3. Таким чином, введення холекальциферолу відновлювало 

узгодженість між процесами остеобластогенезу, остеокластогенезу та 

ангіогенезу, що виявлялось у частковому відновленні біомеханічних параметрів 

кісткової тканини, а отже, може розглядатись як один з ключових 

молекулярних механізмів участі вітаміну D3 у відновленні процесу 

ремоделювання кісткової тканини за умов тривалої глюкокортикоїдної терапії 

(Додаток 4Б). 

 Отже, одним з важливих моментів, встановлених у даній роботі, було те, 

що зміни експресії компонентів систем RANKL/RANK/OPG та NF-κB/IκB 

відбувались на тлі порушення метаболізму вітаміну D та можуть відповідати за 

втрату маси кісткової тканини при тривалому введенні преднізолону. 

Преднізолон індукував збільшення пулу преостеокластів у кістковому мозку, 

крові та селезінці, в той час як у кістковій тканині навпаки, спостерігалось 

зниження кількості зрілих остеокластів. Показано, що вітамін D3 здатний 

нормалізувати виявлені порушення ремоделювання кісткової тканини через 

VDR-опосередкований вплив на клітини кісткової тканини та їх попередники, 

зміщуючи остеобласт/остеокластне співвідношення в бік посилення 

остеосинтезу та нормалізування процесу резорбції. Отже, ці дані можуть бути 

обґрунтуванням для широкого використання вітаміну D3 в якості супровідної 

терапії за глюкокортикоїд-індукованого остеопорозу. 
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Висновки 

З’ясування клітинно-молекулярних механізмів розвитку глюкокортикоїд-

індукованого остеопорозу та шляхів його коригування залишається актуальною 

медико-біологічною проблемою. У дисертаційній роботі вперше показано 

зв’язок між дефіцитом вітаміну D3 в організмі та тканинноспецифічними 

порушеннями NF-κB-залежних сигнальних шляхів за преднізолон-індукованого 

остеопорозу. Продемонстровано здатність вітаміну D3 регулювати вміст 

компонентів систем RANKL/RANK/OPG та NF-κB/IκB, що обґрунтовує 

доцільність використання холекальциферолу у супровідній терапії з метою 

нормалізування перебігу процесів остеосинтезу та резорбції кісткової тканини 

за тривалої терапії глюкокортикоїдами. 

1. Показано, що введення преднізолону призводило до розвитку глибокої D-

вітамінної недостатності (за рівнем 25ОНD у сироватці крові), викликаної 

порушеннями метаболізму холекальциферолу. Дослідження компонентів D-

ауто/паракринної системи виявили, що на тлі зниження вмісту VDR у кістковій 

тканині, кістковому мозку та печінці спостерігались ГК-індуковані 

тканинноспецифічні порушення синтезу CYP27B1: зниження вмісту протеїну 

CYP27B1 у кістковому мозку та збільшення експресії мРНК у кістковій 

тканині.  

2. Встановлено, що преднізолон-індуковані порушення метаболізму 

холекальциферолу обумовлюються гепатотоксичною дією ГК. Індуковане 

активними формами кисню активування NF-κB вело до підвищення рівня 

продукування NO, збільшення рівня нітрозилювання протеїнів (за рівнем 3-

нітротирозину) та посилення некротичної (за кількістю РІ-позитивних клітин) 

та апоптотичної (за вмістом каспази-3) загибелі гепатоцитів.  

3. Продемонстровано коригувальний ефект вітаміну D3 на вміст 25ОНD у 

сироватці крові та на індуковані преднізолоном порушення експресії VDR та 

CYP27B1 у різних тканинах. Введення вітаміну D3 за дії преднізолону 

зменшувало вміст маркерів оксидативно-нітрозативного стресу шляхом VDR-
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опосередкованого інгібування NF-κB, що корелювало зі зниженням загибелі 

гепатоцитів. 

4. Встановлено, що ГК-індукований D-дефіцит та порушення метаболізму 

холекальциферолу сприяли розвитку гіпокальціємії, гіпофосфатемії та 

зростанню активності лужної фосфатази. Порушення мінерального обміну 

супроводжувалось зниженням біомеханічних параметрів стегнової кістки та 

зменшенням вмісту маркерів остеосинтезу (остеокальцину та VDR) у кістковій 

тканині, що свідчить про розвиток остеопорозу. 

5. У кістковому мозку, периферичній крові та селезінці введення 

преднізолону збільшувало кількість циркулюючих RANK-позитивних 

преостеокластів. На тлі зменшеного рівня GR та OPG спостерігалось ГК-

індуковане збільшення вмісту RANKL та його комплексів з RANK, що 

супроводжувалось фосфорилюванням та транскрипційним активуванням NF-κB 

p65 у клітинах кісткового мозку.  

6. У кістковій тканині виявлено зменшення співвідношення OPG/RANKL та 

вмісту RANK за дії преднізолону, що свідчить про порушення процесу 

ремоделювання кісткової тканини. ГК-індуковане підвищення вмісту IκB та 

зменшення рівня NF-κB призводило до гальмування процесу остеосинтезу.  

7. Продемонстровано здатність вітаміну D3 зменшувати пул 

преостеокластів, частково нормалізувати вміст RANKL та RANK, інгібувати 

індуковане преднізолоном активування NF-κB p65 внаслідок посилення 

експресії протеїну GR та стимулювати NO-індукований апоптоз попередників 

остеокластів у кістковому мозку. У кістковій тканині введення 

холекальциферолу нормалізувало ГК-індуковані порушення експресії 

компонентів систем RANKL/RANK/OPG та NF-κB/IκB, відновлюючи 

узгодженість між процесами остеосинтезу та резорбції.  
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Додаток 2  

Молекулярні механізми гепатотоксичної дії глюкокортикоїдів  

та ефект вітаміну D3 
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Додаток 3 

Вплив глюкокортикоїдів на клітини кісткового мозку  

та ефект введення вітаміну D3 
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Додаток 4 

Молекулярні механізми дії глюкокортикоїдів на кісткову тканину  

та коригувальний ефект вітаміну D3 
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