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Резюме. Досліджено вплив гіпергомоцистеїнемії 
(ГГЦ) на ендотеліальну секрецію вазоактивних молекул 
та стан стегнових артерій із переломом стегнової кістки 
в щурів у різні періоди репаративного остеогенезу. 
Показано, що ГГЦ викликає прогресуюче порушення 
синтезу вазоактивних молекул (H2S, NO) у стегнових 

артеріях щурів із переломом. Індуковані ГГЦ біохімічні 
зміни в судинах  асоціювалися з посиленням резорбції 
кісткової тканини та зниженням колагеноутворення.  

Ключові слова: остеогенез, перелом, гіпергомо-
цистеїнемія, оксид азоту, гідроген сульфід. 

Вступ. Репаративний остеогенез є складним 
генетично запрограмованим процесом, перебіг 
якого залежить від дії чисельних зовнішніх та 
внутрішніх чинників [4]. Важливе місце серед 
них займає група чинників, що детермінують 
остеоіндуктивний потенціал організму та актив-
ність процесів резорбції або біосинтезу кісткової 
тканини на момент травми, а саме вік, стать, на-
явність метаболічних розладів (цукровий діабет, 
атеросклероз), імунологічний статус, облітеруючі 
захворювання судин тощо [3, 4]. В останні роки 
опубліковані дані [9], які свідчать, що порушення 
обміну сірковмісних амінокислот – гіпергомоци-
стеїнемія (ГГЦ) є незалежним чинником серцево-
судинних уражень та тромбозів і асоціюється з 
високим ризиком остеопорозу та остеопоротич-
них переломів. Механізми токсичної дії високих 
рівнів ГЦ на кісткову тканину здебільшого пов’я-
зують з активацією процесів демінералізації кіс-
ток, деградації колагену, хімічною модифікацією 
білків кісткової тканини тощо [5, 9]. Цілком імо-
вірно, що небажаний вплив ГГЦ на кісткову тка-
нину може реалізовуватися через судинні механі-
зми, в основі яких мають місце порушення обмі-
ну оксиду азоту (NO), гідроген сульфіду (H2S) та 
інших вазоактивних речовин [6, 10]. Натомість, 
роль судинних механізмів у реалізації негативно-
го впливу ГГЦ на перебіг репаративного остеоге-
незу остаточно не з’ясована. Не виключено, що 
зміни судинної продукції H2S та інших вазоакти-
вних речовин, інтегровані в патогенез ГГЦ-
індукованих порушень репаративного остеогене-
зу, ще потребують вивчення. 

Мета дослідження. Вивчити ендотеліальну 
секрецію вазоактивних речовин (NO, H2S) та біо-
хімічні зміни у стегнових артеріях щурів із моде-
льним переломом стегнової кістки за умов ГГЦ у 
різні періоди репаративного остеогенезу.  

Матеріал і методи. Досліди проведені на 67 
білих нелінійних щурах-самцях. Під час експери-
ментів всі тварини перебували в стандартних 
умовах, з 12-годинним світлотіньовим режимом, 

вільним доступом до води та їжі й отримували 
напівсинтетичну крохмально-казеїнову дієту з 
контрольованим вмістом усіх макро- та мікронут-
рієнтів. Згідно з умовами експерименту дослідні 
тварини розподілені на три групи. Тваринам 2-ї 
та 3-ї груп у стерильних умовах формували попе-
речний перелом стегнової кістки. Перелом прово-
дили ортопедичним сепараційним диском у сере-
дній третині діафіза стегнової кістки, розпилюю-
чи його на 2/3 товщини та подальшим надломом 
кістки. У кістковомозковий канал проксимально-
го та дистального відламків уводилася спиця Кір-
шнера діаметром 1 мм. Після зіставлення улам-
ків, проводили гемостаз та ушивання рани. Дода-
ткова іммобілізація перелому не застосовувалась. 
ГГЦ створювали у тварин три групи (23 тварини) 
шляхом уведення D,L-гомоцистеїну (Fluka, Німе-
ччина) у дозі 100 мг/кг маси тіла інтрагастрально 
на 1 % розчині крохмалю 1 раз на добу протягом 
14 діб до та 45 діб після проведеної операції. Ко-
нтрольну групу склала 21 інтактна тварина. На 
15-у, 30-у та 45-у добу по 7-8 щурів із кожної 
групи піддавали евтаназії шляхом декапітації під 
легким ефірним наркозом. Досліди виконували 
згідно з міжнародними вимогами «Європейської 
конвенції по захисту хребетних тварин, які вико-
ристовуються з експериментальною та іншою 
науковою метою» (Strasburg, 1986), правил гу-
манного відношення до експериментальних тва-
рин, затверджених комітетом з біоетики ВНМУ 
ім. М.І. Пирогова. 

Після виділення, стегнові артерії ретельно 
промивали холодним 1,15 % розчином калію хло-
риду, видаляли адвентицію, а ендотеліальний та 
м’язовий шари гомогенізували в середовищі 
1,15 % калію хлориду (співвідношення 1:4), го-
могенат центрифугували при 600 g та 4оС упро-
довж 30 хвилин, отриманий пост’ядерний супер-
натанат використовували для досліджень. Актив-
ність НАДФН-оксидази (КФ 1.6.3.1) вимірювали 
за падінням поглинання НАДФН при 340 нм. 
Сумарну активність NO-синтаз (еNOS та iNOS, 
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КФ 1.14.13.39) встановлювали за кількістю утво-
реного нітрит-аніона (NO2

-) після інкубації (60 
хв) гомогенату артерій у середовищі, 1 мл якого 
містив 50 мM KH2PO4-NaOH-буфер (pH 7,0), 1 
мM MgCl2, 2 мM CaCl2, 1 мM НАДФН, 2,2 мM L-
аргініну [2]. Активність цистатіонін-γ-ліази (КФ 
4.4.1.1) визначали за кількістю утвореного з цис-
теїну H2S за реакцією з N,N-диметилпарафеніл-
ендіаміном [1]. Активність тіоредоксин-дисульфід
-редуктази (тіоредоксинредуктази, КФ 1.8.1.9) 
визначали за швидкістю НАДФН-залежного від-
новлення 5,5′-дитіобіс(2-нітробензоату). Рівень 
ГЦ у сироватці крові визначали імуноферментним 
методом набором «Homocysteine EIA» (Axis-
Shield, Англія). Вміст H2S у сироватці крові визна-
чали спектрофотометричним методом за реакцією 
з парафенілендіаміном [1]. Суму нітритів та нітра-
тів у сироватці крові визначали за реакцією з реак-
тивом Грісса після відновлення нітратів зависсю 
цинкового порошку в розчині аміаку. 

Статистичну обробку результатів проводили 
за допомогою стандартних статистичних програм 
“MS Exсel XP”. Вірогідність відмінностей оціню-
вали за t-критерієм Стьюдента.  

Результати дослідження та їх обговорення. 
Проведені дослідження показали, що в щурів із 
модельним переломом стегнової кістки (2-а гру-
па) рівень ГЦ у сироватці крові практично не 
відрізнявся від такого у здорових щурів 
(7,68±0,39 проти 7,10±0,27 мкмоль/л у контролі). 
Тривале уведення тіолактону ГЦ супроводжува-
лося формуванням ГГЦ у щурів 3-ї групи 
(перелом + ГГЦ). При цьому вміст ГЦ збільшив-
ся у 2,5 раза на 15-у добу та в 2,9-3,2 раза на 30-у 
та 45-у добу досліду (р<0,05). 

В умовах нормогомоцистеїнемії на 15-у добу 
після перелому (стадія реорганізації тканинних 
структур) суттєвих змін вмісту вазодилататорів 
H2S та стабільних метаболітів NO (нітратів та 
нітритів) у сироватці крові не реєструвалось 
(табл. 1). Дефіцит вазодилататорів розвивався у 
тварин із переломом на тлі ГГЦ. Так, на 15-у до-
бу після травми зниження вмісту H2S та нітратів і 
нітритів становило 28,7 та 24,8 %, на 30-у добу – 
36,7 та 34,7 %, на 45-у добу – 39,3 та 39,0 % від-
носно тварин 2-ї групи.  

Негативна динаміка вмісту вазоактивних 
медіаторів у сироватці крові у тварин із перело-
мом за ГГЦ асоціювалася зі зниженням активнос-
ті ферментів, що забезпечують їх утворення в 
судинах і, зокрема, у стегнових артеріях (табл. 2). 
Так, у щурів 3-ї групи (перелом +ГГЦ) за станом 
на 15-у добу реєструвалося зниження (на 30,2 та 
17,9 %) активності цистатіонін-γ-ліази та сумар-
ної активності NO-синтази. Зі збільшенням тер-
міну ГГЦ виявлені порушення поглиблювались і 
на 30-у добу їх активність становила 36,7 та 
27,8 %, на 45-у добу – 40,7 та 32,3 % відповідно 
відносно тварин 2-ї групи.  

На 15-у добу після перелому спостерігалося 
помірне підвищення (на 33,3 та 15,6 %) активнос-
ті прооксидантного та прозапального ферменту 

НАДФН-оксидази та антиоксидантного ензиму 
тіоредоксинредуктази в стегнових артеріях, але 
на 30-у добу активність цих ензимів повністю 
нормалізувалась (табл. 3). Зазначені зміни в акти-
вності вказаних ензимів, очевидно, пов’язані з 
посттравматичною запальною реакцією в травмо-
ваних тканинах. За ГГЦ приріст активності НАД-
ФН-оксидази на 15-у добу був істотно більшим 
(на 72,3 % відносно 2-ї групи) і зберігався на 30-у 
та 45-у добу після травми. За станом на 15-у добу 
активність тіоредоксинредуктази стегнових арте-
рій у щурів 3-ї групи (перелом + ГГЦ) була на 
39,8 % меншою, ніж у щурів 2-ї групи і в подаль-
шому ці відмінності посилювались. 

Індуковані ГГЦ зміни у стегнових артеріях 
та дефіцит вазодилататорів у сироватці крові мо-
жуть негативно відображатися на об’ємі та струк-
турі регенерату, оскільки виразність репаратив-
них процесів у травмованих тканинах значною 
мірою визначається ступенем дезінтеграції кро-
вопостачання, порушенням транскапілярного 
обміну та гіпоксією, що призводить до порушен-
ня трофіки в зоні ураження [3]. Доведено [7], що 
NO, який синтезується за участі ендотеліальної  
NO-синтази, відіграє важливу роль у регуляції 
кісткового кровообігу, остеогенної диференціації 
клітин-попередників та мінералізації регенерату. 
Пригнічення ендотеліальної секреції NO погір-
шує зрощення  переломів та зменшує остеоген-
ний потенціал мезенхімальних клітин кісткового 
мозку [11]. Як свідчать дані [8], біологічно актив-
ний метаболіт сірковмісних амінокислот H2S не 
лише залучений до регуляції тонусу судин, а й 
стимулює експресію остеокальцину та проліфе-
рацію остеобластів. Цілком очевидно, що токсич-
ний ефект ГГЦ на кісткову тканину реалізується і 
через порушення судинної продукції H2S та NO.  

Проведені дослідження підтвердили, що 
прогресуюче погіршення стану стегнових артерій 
супроводжувалося поглибленням метаболічного 
дисбалансу в кістковій тканині при переломі. 
Так, при ГГЦ активність процесів резорбції кіст-
кової тканини була значно вищою, а колагеноут-
ворення нижчим, ніж за умов нормогомоцистеї-
немії. Зокрема, за станом на 45-у добу вміст віль-
ного оксипроліну в сироватці крові у щурів 3-ї 
групи (ГГЦ + перелом) перевищував такий у щу-
рів 2-ї групи (перелом) у 2 рази (55,7±0,70 проти 
27,3±0,42 мкмоль/л, р<0,05), пептидозв’язаний 
оксипролін, навпаки, був меншим в 1,4 раза 
(35,6±0,88 проти 48,3±2,25 мкмоль/л, р<0,05), а 
вміст глікозаміногліканів підвищився в 1,4 раза 
(77,8±1,77 проти 55,7±1,67 мкмоль/л, р<0,05).  

Таким чином, порушення судинної продукції 
вазодилататорів (H2S, NO) у стегнових артеріях 
інтегровані в патогенез дизрегенерації довгих 
кісток при синдромі ГГЦ.  

Перспективним напрямком подальших до-
сліджень є вивчення поширеності порушень об-
міну ГЦ та H2S у пацієнтів з хибними суглобами 
з метою розробки нових діагностичних та про-
гностичних критеріїв вказаної патології. 
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Висновки 
1. За умов нормогомоцистеїнемії на 15-у 

добу після перелому стегнової кістки спостеріга-
лося помірне зростання активності прооксидант-
ного НАДФН-оксидази (на 35,5 %) та антиокси-
дантного тиредоксинредуктази (на 48,9 %) ензи-
мів у стегнових артеріях із подальшою їх норма-
лізацією на 30-у та 45-у добу експерименту. Про-
дукція вазоактивних молекул (H2S, NO) протягом 
всього терміну досліду суттєво не змінювалась. 

2. Гіпергомоцистеїнемія зумовлювала про-
гресуюче зниження вмісту вазоактивних речовин 
H2S та NO (на 24-39 %) у сироватці крові та при-
гнічення цистатитон-γ-ліази та NO-синтази (на 
27-41 %) у стегнових артеріях щурів із перело-
мом стегнової кістки. При гіпергомоцистеїнемії 
на 15-у добу після перелому спостерігався різкий 
приріст активності НAДФH-оксидази (на 72,3 %) 
та зниження активності тіоредоксинредуктази (на 
39,8 %). Зазначені відхилення зростали на 30-у та 
45-у добу після травми і асоціювалися з посилен-
ням резорбції кісткової тканини (збільшенням 
вмісту вільного оксипроліну та глікозаміногліка-
нів у сироватці крові) та пригніченням  колагено-
утворення (зниженням вмісту пептидозв’язаного 
оксипроліну).   

Перспективи подальших досліджень на-
правленні на з’ясуванні ролі гіпергомоцистеїне-
мії в розвитку порушень репаративної регенера-
ції кісткової тканини та розробку патогенетично 
обґрунтованих підходів до профілактики та ліку-
вання кісткової дизрегенерації, асоційованої із 
синдромом гіпергомоцистеїнемії.  
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ЭНДОТЕЛИАЛЬНАЯ СЕКРЕЦИЯ ВАЗОАКТИВНЫХ МОЛЕКУЛ В РАЗЛИЧНЫЕ ПЕРИОДЫ 
РЕПАРАТИВНОГО ОСТЕОГЕНЕЗА НА ФОНЕ ГИПЕРГОМОЦИСТЕИНЕМИИ 

Ю.А. Бессмертный 

Резюме. Исследовано влияние гипергомоцистеинемии (ГГЦ) на эндотелиальную секрецию вазоактивных мо-
лекул и состояние бедренных артерий крыс с переломом бедренной кости в разные сроки репаративного остеогене-
за. Показано, что ГГЦ вызывает прогрессирующее нарушение синтеза вазоактивных молекул (H2S та NO) в бедрен-
ных артериях крыс с переломом. Индуцированные ГГЦ биохимические изменения в сосудах ассоциировались с 
усилением резорбции костной ткани и снижением колагенообразования у крыс с переломом.  

Ключевые слова: остеогенез, перелом, гипергомоцистеинемия, оксид азота, гидроген сульфид. 
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ENDOTHELIAL SECRETION OF VASOACTIVE MOLECULES IN DIFFERENT PERIODS  
OF REPARATIVE OSTEOGENESIS IN HYPERHOMOCYSTEINEMIA 

Y.O. Bezsmertnyi 
Abstract. The effect of hyperhomocysteinemia (HHC) on the endothelial secretion of vasoactive molecules and the 

condition of the femoral arteries with a fracture of the femoral bone has been studied in rats at different periods of repara-
tive osteogenesis. HHC has been shown to bring about a progressive disturbance of the synthesis of vasoactive molecules 
(H2S, NO) in the femoral arteries of rats with a fracture. Biochemical changes in the vessels were associated with enhanced 
resorption of the osseous tissue a decrease of the collagen formation. 

Key words: bone formation, fracture, hyperhomocysteinemia, nitric oxide, hydrogen sulfide. 
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