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АНОТАЦІЯ

Орел К.С. Патогенетичні механізми дисфункції ендотелію при остеоартрозі та способи їх корекції. – Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.
Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.04 – патологічна фізіологія. – ДП «Український науково-дослідницький інститут медицини транспорту», Одеса, 2020. Харківський національний медичний університет МОЗ України, Харків, 2021.
Дисертаційна робота присвячена з’ясуванню основних патофізіологічних механізмів дисфункції ендотелію при остеоартрозі та оцінці ефективності способів її патогенетичної корекції.
За даними ВООЗ, в найближчі 10-15 років остеоартроз (ОА) стане четвертою причиною інвалідності у жінок, та восьмою – у чоловіків [1]. Частота захворюваності складає 30-55 % серед усіх захворювань кістково-суглобової системи [2, 3]. Вказана патологія, за даними літератури, складає від 3 до 10 % усіх хвороб популяції у світі [2, 4]. На даному етапі досліджень остеоартроз розглядається як комплексне захворювання, при якому до процесу залучаються усі структурні компоненти суглоба [5]. Ряд авторів визначає ОА, як гетерогенну групу захворювань різної етіології із тотожними клінічними, морфологічними та біологічними проявами, в основі яких – пошкодження хряща, субхондральної кістки, синовіальної оболонки, зв'язок, капсули та білясуглобових м’язів [6, 7]. Останнім часом приділяється увага розвитку ендотеліальної патології у пацієнтів, що хворіють на ОА [8]. Значна роль в даному аспекті відведена хронічному запаленню, як пусковому механізму дисфункції ендотелію.

Визначають наступні причини порушення функціонування та структури ендотеліального шару судин при остеоартрозі: окислювальний стрес [9, 10] та продукція ендотелінів і ендоперикисів, які є вазоконстрикторами. Відіграють свою роль і прозапальні цитокіни, які порушують продукцію оксиду азоту [10, 11]. Враховуючи вищезазначене, важливим є пошук нових способів корекції порушення функціонального стану ендотелію при остеоартрозі.

У дослідженні були використані білі щурі лінії Вістар, вік тварин - 3 місяці, маса – 180–220 г. Відповідно до поставленої мети тварини були розподілені на 7 груп: 

1-а група – інтактна (n=20). 
2-а група  – щурі, яким моделювали остеоартроз без подальшої корекції і виводили з експерименту на першому етапі (7-а доба)  (n=40). 

3-я група  – щурі, яким моделювали остеоартроз без подальшої корекції і виводили з експерименту на другому етапі (21-а доба)   (n=40). 
4-а група –  щурі, яким експериментальний остеоартроз коригували за допомогою нестероїдного протизапального засобу та аміногуадину і виводили з експерименту на першому етапі  (7-а доба)  (n=20). 
5-а група – щурі, яким експериментальний остеоартроз коригували за допомогою нестероїдного протизапального засобу та аміногуадину і виводили з експерименту на другому етапі  (21-а доба)  (n=20). 
6-а група –  щурі, яким експериментальний остеоартроз коригували за допомогою нестероїдного протизапального засобу та розчину L-аргініну і виводили з експерименту на першому етапі (7-а доба) (n=20). 
7-а група -  щурі, яким експериментальний остеоартроз коригували за допомогою нестероїдного протизапального засобу та розчину L-аргініну і виводили з експерименту на другому етапі (21-а доба)  (n=20).

Деструктивно-дистрофічной процес хрящової тканини моделювали шляхом кріопошкодження колінного суглоба.  Одноразово виконували внутрішньосуглобну ін’єкцію розчином охолодженого етанолу (Введенський Б.П., Гальченко С.Є., Ковальов Г.О., 2011). Тварин виводили з експерименту на 7-у добу – перший етап та 21-у добу –другий етап після моделювання патологічного стану. НПЗП, аміногуадин та L-аргінін вводили  з початку дослідження. Забір крові проводили для біохімічного дослідження наступних показників: визначали рівень Інтерлейкіну 1β та Інтерлейкіну 10, вміст фактору Віллебранда, S-нітрозотіолів, ендотеліну-1, NOх, активність ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз; вплив аміногуадіну та L-аргініну.

Завдання дослідження. Визначити зміни концентрації в крові фактора Віллебранда та ендотеліну-1 – маркерів ендотеліальної дисфункції під час експерименту. Дослідити динаміку вазоконстрикторного потенціалу в умовах змодельованого патологічного процесу. Проаналізувати зміни синтезу оксиду азоту шляхом дослідження активності ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз, рівня NOх в умовах експериментального остеоартрозу. Провести порівняльну характеристику активності ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз на тлі розвитку патологічного процесу та його корекції. Проаналізувати зміни про- та протизапальних цитокінів на тлі розвитку експериментального остеоартрозу. Провести порівняльну характеристику ефективності корекції ендотеліальної дисфункції при остеоартрозі за допомогою аміногуадину та L-аргініну, опираючись на динаміку вищезазначених показників.

В ході дослідження нами були отримані наступні результтати:

Динаміка Інтерлейкіну 1β у крові щурів  Отримані в результаті проведенного дослідження дані свідчать про розвиток запального процесу у тварин під час експерименту. У групі 2, в якій тваринам не проводилася корекція змодельованого ОА виявлене збільшення значень даного показника більш ніж у півтора рази у порівнянні із інтактними щурами. В тварин 3-ї групи виявлено, що рівень прозапального цитокіну зменшився лише на 2,6 % у порівянні з даними попередньої групи. Це свідчить про те, що через 30 діб у групі без корекції відбуваються незначні компенсаторно-відновні процеси.  Наступний крок – порівняння груп, у яких проводилася корекція за допомогою стандартної терапії та аміногуанідину з даними інтактних тварин та щурів, у яких корекція не проводилася. Так при порівнянні даних групп №1 та №4 встановлені відмінності на рівні значущості р<0,001. Тобто на даному етапі результати четвертої групи ще не наближаються до значень інтактних тварин. Але варто зазначити, що рівень Інтерлейкіну 1β є на 52,3 % меншим у четвертій групі в порівнянні з другою, що свідчить про ефективність корекції.  

П'ята група отримувала таку ж комбінацію коригуючих засобів, що і четверта, але більш тривалий час. Тварини були виведені з експерименту на другому етапі дослідження. Рівень прозапального цитокіну в цій групі дещо більшою мірою ніж у четвертій наближається до значень інтактних тварин (різниця між даними 1-ї і 4-ї групп становила 24, 1 %, а 1-ї і 5-ї – уже 20,5 %, хоча відмінності при порівянні результатів 4-ї і 5-ї групп є статистично незначущими). Безумовно, позитивним моментом є те, що рівень Інтерлейкіну 1β у пятій групі є на 52, 4 % нижчим ніж у групі №3, в якій тварини також виводилися з експерименту на другому етапі, але не застосовували коригуючих препаратів. Далі ми проводили порівняння результатів групи тварин, яка отримувала стандартну корекцію у поєднанні з розчином L-аргініну, який є донатором оксиду азоту, з даними інших груп щурів. На першому етапі рівень прозапального інтерлейкіну цієї групи  наближається до значень інтактних тварин більше, ніж 4-ї групи (різниця при порівнянні даних інтактних тварин та щурів групи №6 дорівнює 22,1 %). Також результат цієї групи на 53,1 % кращий у порівнянні з тваринами, яким не коригували змодельовану патологію.  Звертає на себе увагу той факт, що включення донатора оксиду азоту до коригуючої терапії є більш ефективним, ніж залучення інгібітора індуцибельної NO-синтази при аналізі зміни Інтерлейкіну 1β: результат шостої групи виявився кращим на 35,6 % (р<0,001).

 Динаміка Інтерлейкіну 10 у крові щурів. При дослідженні цього протизапального цитокіну встановлене його підвищення в усіх группах, в яких тваринам моделювали остеоартроз. Найбільш виражене – у щурів, у яких не застосовувалася корекція. Так у другій групі рівень Інтерлейкіну 10 підвищився більш ніж у 3,5 рази (р<0,001). На другому етапі виявлене зниження цього показника у групі без корекції (группа №3) на 4,8 %, що свідчить про наявність залучення компенсаторно-відновних процесів організму піддослідних тварин, але їх вплив є незначним. У групі щурів, які отримували нестероїдні протизапальні засоби у поєднанні з інгібітором NO-синтази виявлена значна позитивна динаміка: отримані результати дослідження протизапального цитокіна є на 55,3 % ближчими до контрольних показників у порівнянні з даними групи без корекції (р<0,001). Але зазначена корекція не привела до повної нормалізації досліджуваного показника: рівень Інтерлейкіну 10 у 4-й групі на 59,5 % вищий ніж у інтактних тварин. На другому етапі  показники тварин,  які отримували таку ж терапію, були наступними: різниця при порівнянні з даними інтактних тварин є меншою, ніж на попередньому етапі, і складає уже  46,7 %. Виявлено зменшення протизапального цитокіну на 8 % у порівнянні з даними групи 4 (щурі якої отримували таку ж корекцію, але були виведені з експерименту на першому етапі). Виявлене покращення на 56,8 % (р<0,001) у порівнянні з даними групи, якій не коригували патологічний процес. 

Далі розглянемо результати групи, якій патологічний стан коригували за допомогою поєднання стандартизованої терапії та розчину L-аргініну. На першому етапі виявлено, що рівень Інтерлейкіну 10 перевищує його значення у інтактних тварин на 49, 2%, що є кращим результатом у порівнянні з даними групи, яка отримувала НПЗП у поєднанні з аміногуадином на цьому ж етапі (рівень у групі №6 менший за результати групи №4 на 6,5 %). Також встановлено, що результат даної групи є на 58,2 % кращим ніж у групи, якій не коригували експериментальний остеоартроз. На другому етапі  підтверджується більш виражена ефективність залучення донатора оксиду азоту до складу комплексної корекції. Так у групі з його використанням виявлено, що на другому етапі активність протизапального цитокіну на 59, 7 % менша ніж у групі без корекції на цьому ж етапі. Відмінність від даних інтактних тварин є меншою в порівнянні з даними іншої групи з корекцією і складає 36,9%.

Дослідження динаміки рівня фактору Віллебранда в крові щурів  на тлі розвитку експериментального остеоартрозу та його корекції. Опираючись на отримані результати, можемо стверджувати, що на тлі змодельованого остеоартрозу розвивається ендотеліальна дисфункція: встановлено підвищення рівня фактору Віллебранда, який є загальноприйнятим маркером ЕД. На першому етапі дослідження виявлено збільшення вмісту даного показника у крові експериментальних тварин групи №2 на 13,9 % у порівнянні з даними інтактних щурів. На другому етапі відмінності між першою групою та результатами щурів, яким не коригували змодельований остеоартроз становили 11,6 %, що свідчить про незначне залучення адаптаційних властивостей організму щодо відновлення функціонального стану ендотелію (відмінності між даними другої та третьої групи є статистично незначущими). При аналізі ефективності аміногуадину в поєднанні з НПЗП виявлено, що на першому етапі його рівень зменшився у порівнянні з даними групи тварин без корекції на 3,9 %, а на другому – на 2,4 %, тобто відсутній виражений позитивний ефект інгібітора індуцибельної NO-синтази на нормалізацію маркера функціонального стану ендотелію. При дослідженні результатів груп, яким змодельований ОА коригували за допомогою НПЗП та L-аргініном виявлено покращення рівня фактора Віллебранда на 8,9 % на першому етапі і на 9,5 % на другому (відмінності в обох випадках є статистично значущими на рівні р<0,001). Вищезазначене свідчить, що використання L-аргініну є більш доцільним для корекції ендотеліальної дисфункціїї при експериментальному остеоартрозі.

Дослідження динаміки ендотеліну-1 на тлі експериментального остеоартрозу та його корекції. При визначенні даного показника встановлене переважання вазоконтрикторного потенціалу на тлі розвитку експериментального остеоартрозу. При порівнянні двох досліджуваних способів корекції більш ефективним виявився L-аргінін: у порівнянні із даними дослідження крові тварин, яким не коригували патологічний процес на першому етапі у групі з корекцією НПЗП рівень Ендотеліну-1 зменшився на 5,9 %, а у групі, в якій ОА коригували НПЗП та L-аргініном – на 19,8 %. На другому етапі встановлено зниження маркера вазоконстрикції у групі, яка отримувала у складі корекції аміногуадин – на 4,6 %, а у групі, з прийомом L-аргініну -  на 18,5 %. В динаміці у групах з корекцією, до складу якої входив донатор оксиду азоту виявлена позитивна тенденція при дослідженні рівня Ендотеліну-1(р<0,001).

Динаміка індуцибельної синтази оксиду азоту в крові щурів при експериментальному остеоартрозі та його корекції. На тлі розвитку експериментального остеоартрозу більш ніж у чотири рази підвищилась активність індуцибельної NО-синтази, що свідчить про розвиток запального процесу, та слугує ще одним підтвердженням прогресування дисфункції ендотелію. Зниження активності  даного ферменту на другому етапі експерименту у групі без корекції є статистично незначущим. При дослідженні впливу аміногуадину на патологічний процес доведена його ефективність, як інгібітора індуцибельної NO-синтази - виявлені відмінності у порівнянні з даними групи №2 на рівні значущості р<0,001. Встановлено, що позитивний ефект більш виражено проявляється при тривалому введенні препарату: на другому етапі виявлене зменшення активності іNOS на 35,4 % у порівнянні з результатами тварин, які отримували таку ж корекцію та були виведені з експерименту раніше, на першому етапі. У нашому дослідженні найбільш результативним було залучення донатора оксиду азоту до складу комплексної корекції: на першому етапі активність досліджуваного показника зменшилася на 73,4 % (у порівнянні з результатами групи щурів, у яких ОА моделювали без подальшої корекції), що підтверджує відомі з літературних джерел дані щодо вираженого впливу L-аргініну на функціональний стан ендотелію та зменшення розвитку окислювального стресу на тлі запальних процесів. Більш тривале введення аргініну наблизило рівень активності іNOS до значень інтактних тварин (відсутні статистично значущі відмінності між даними сьомої та першої груп експериментальних щурів).

Динаміка ендотеліальної синтази оксиду азоту в крові щурів  при експериментальному остеоартрозі та його корекції. При аналізі активності даного фермента у групі тварин, яким остеоартроз моделювали без подальшої корекції, встановлене її зниження на 37,5 % на першому етапі і на 36,3 % на другому етапі дослідження, у порівнянні з даними інтактних тварин. Отримані дані разом зі встановленим підвищенням активності індуцибельної NO-синтази свідчать про порушення фізіологічного синтезу оксиду азоту. Також виявлено, що корекція порушення функціонального стану ендотелію за допомогою інгібітора іNOS лише на 6,5 % відновила активність ендотеліальної синтази оксиду азоту на першому етапі (група №4) та на 11,7 % на другому (група №5)  у порівнянні з результатами тварин групи №2. Корекція патологічного стану за допомогою залучення до комплексної терапії L-аргініну дала більш виражений ефект: на першому етапі активність еNOS збільшилась на 33,7 % у порівнянні з даними групи №2, а на другому етапі – на 63,1 % (також у порівянні з групою щурів, яким патологічний стан моделювали без подальшої корекції). Тобто на першому етапі корекція за допомогою нестероїдного протизапального засобу та донатора оксиду азоту відновила активність еNOS на 25,5 %, а на другому етапі – на 46 % у порівнянні з результатами групи, якій патологічний стан коригували за допомогою нестероїдного протизапального засобу та інгібітора індуцибельної NO-синтази. Варто зазначити, що ефективність впливу L-аргініну на перебіг патологічного процесу зростає по мірі тривалості його вживання при експериментальному ОА: ефект у даній групі на другому етапі виявився на 24,4 % кращим ніж на першому.

Динаміка вмісту NOx у крові щурів при експериментальному остеоартрозі та його корекції. З літературних джерел відомо, що оксид азоту здійснює позитивний вплив на функціональний стан судин та організм в цілому у фізіологічних кількостях, а при його гіперпродукції проявляються токсичні властивості NO. Враховуючи вищезазначене, важливим аспектом для розуміння патогенезу ендотеліальної дисфункції при остеоартрозі було дослідження NOх – для оцінки продукції оксиду азоту на тлі даної патології. В умовах нашого експерименту була виявлена гіперпродукція NO у групі щурів, яким не проводилась корекція змодельованого ОА: на першому етапі доведене збільшення його вмісту у три рази у порівнянні з даними інтактних тварин. На другому етапі вміст NOх у групі без корекції зменшився лише на 7,9 % у порівнянні з результатами першого етапу.

При аналізі ефективності аміногуадину для нормалізації продукції синтезу оксиду азоту на першому етапі встановлене зменшення вмісту NOх на 32,5 %, тоді як корекція за допомогою L-аргініну нормалізувала значення даного показника на 56,5 %, на цьому ж етапі (відмінність при порівнянні даних груп №6 та №4 склала 35,6 %, р<0,001). На другому етапі результат групи №5 (корекція аміногуадином+НПЗП) був кращим на 39,2 % у порівнянні з результатами групи без корекції, а результат групи №7 (L-аргінін+НПЗП) – на 58,9 %. Отримані результати свідчать про більш виражену ефективність L-аргініну для відновлення функціонального стану ендотелію при експериментальному остеоартрозі.

Підсумовуючи отримані результати, можемо зазначити, що у роботі 
наведено теоретичне узагальнення і нове вирішення актуального наукового завдання, що полягає у дослідженні розвитку ендотеліальної дисфункції в патогенезі експериментального остеоартрозу, обґрунтуванні та апробації методів її корекції. Встановлено, що при змодельованому остеоартрозі наявні локальні та системні ознаки запалення, про що свідчать підвищення рівня Інтерлейкіну 1β на 160,2 % та Інтерлейкіну 10 на 256,6 % (р<0,001). Показано, що ендотеліальна дисфункція є важливою ланкою патогенезу експериментального остеоартрозу, про що свідчить збільшення у крові експериментальних тварин вмісту фактора Віллебранда на 13,9 % та ендотеліну-1 на 29,8 % (р<0,001). Встановлено, що важливим механізмом ендотеліальної дисфункції є дисбаланс функції ендотелію в напрямку переважання вазоконстрикторного потенціалу, про що свідчить виявлене значне збільшення в крові рівня ендотеліну-1 (р<0,001 на 7-му та 21-шу добу дослідження). Встановлена патогенетична роль порушення обміну оксиду азоту, про що свідчить збільшення метаболітів NО значного підвищення активності індуцибельної NО-синтази лабораторних тварин (на 373,2 %, р<0,001). Доведена роль зниження активності ендотеліальної NO-синтази (на 37,5 %, р<0,001) на тлі розвитку експериментального остеоартрозу та спричиненої ним активізації індуцибельної синтази NO.

Патогенетично обгрунтована та доведена позитивна результативність корекції ендотеліальної дисфункції при остеоартрозі за допомогою аміногуадину – інгібітора індуцибельної NO-синтази. Встановлена ефективність використання L-аргініну, як коригуючого засобу порушення функціонування ендотелію при експериментальному остеоартрозі та показано, що використання донатора оксиду азоту є більш ефективним у порівнянні з інгібуванням індуцибельної NО-синтази (виявлені статистично значущі відмінності на рівні р<0,001). Доведена нормалізація показників функціонального стану ендотелію в групі тварин, які отримували L-аргінін в складі комплексної корекції остеоартрозу. 

Ключові слова: остеоартроз, експериментальна модель, дисфункція ендотелію, Інтерлейкін 1β, Інтерлейкін 10, фактор Віллебранда, ендотелін-1, NOх, S-нітрозотіоли, ендотеліальна NO-синтаза, індуцибельна NO-синтаза, аміногуадин, L-аргінін.

ANNOTATION

Orel К.S. Pathogenetic mechanisms of endothelial dysfunction in osteoarthritis and how its correct. – Qualifying scientific work on the rights of the manuscript.

Thesis for a scientific degree of Candidate of Medical Sciences in specialty 14.03.04 – pathophysiology. – State Enterprise Ukrainian Institute for Medicine of Transport of the Ministry of Health of Ukraine, Odessa, 2020. Kharkiv National Medical University of the Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2021.
The aim of the study: to define basic pathophysiological endothelial dysfunction mechanisms in osteoarthritis and investigate its pathogenetic correction methods effectiveness.

According to the WHO, in the next 10-15 years, osteoarthritis (OA) will be the fourth cause of disability in women, and the eighth - in men [1]. OA incidence rate is 30-55% among all diseases of the bone and articular system [2, 3]. Indicated pathology, according to the literature, occupies from 3 to 10% of all diseases in the world population [2, 4]. At this stage, osteoarthritis is considered as a complex disease, in which in process involves all joint structural components [5]. Several authors define OA as a heterogeneous diseases group of different etiology with identical clinical, morphological and biological manifestations, which are based on cartilage, subchondral bone, synovial membrane, ligament, capsule and paraartiular muscle damage [6, 7]. Recently, attention has been paid to endothelial pathology development in patients with OA [8]. Significant role in this aspect is given to chronic inflammation, as endothelial dysfunction trigger mechanism. 

Oxidative stress [9, 10], endothelins production and endoperoxides, which are vasoconstrictors, are defined as causes of the functioning and endothelial vessels layer structure in osteoarthritis. Inflammatory cytokines that violate nitric oxide production  [10, 11] also play a role. Given the above, it is important to find new ways to correct the endothelium functional state in osteoarthritis.

White Wistar line rats have been used in the study. According to the tasks the animals were divided into 7 groups: 

1st group is intact (n = 20).

2nd group is rats, which were modeled osteoarthritis without further correction and were withdrawn from the experiment in the first stage (n = 40).

3rd group is rats, which were modeled osteoarthritis without further correction and removed from the experiment in the second stage (n = 40).

4th group is rats, in which experimental osteoarthritis was corrected with NSAIDs and aminoguanidine and removed from the experiment in the first stage (n = 20). 

5th  group is rats, in which experimental osteoarthritis was corrected with NSAIDs and aminoguanidine and withdrawn from the experiment in the second stage (n = 20). 

6th group is rats, where experimental osteoarthritis was corrected using NSAIDs and L-arginine solution and withdrawn from the experiment in the first stage (n = 20).

7th group is  rats, in which experimental osteoarthritis was corrected with NSAIDs and L-arginine solution and withdrawn from the experiment in the second stage (n = 20). 

Destructive-dystrophic process of cartilage tissue was modeled by knee joint criodamadge. One-time intraarticular injection was performed with solution of cooled ethanol (Vvedensky BP, Galchenko SE, Kovalev GO, 2011). Animals were withdrawn from the experiment for the 7th day - the first stage and the 21st day - the second stage after the simulation of the pathological condition. NSAIDs, aminoguanidine and L-arginine were administered from the beginning of the study.  Blood samples were taken for the biochemical study of the following parameters: Interleukin 1β and Interleukin 10 level, content of Willebrand factor, S-nitrosotiol, endothelin-1, NOx, endothelial and inducible NO-synthases activity  in the blood of experimental animals were determined; influence of aminoguanidine and L-arginine.

Objectives of the study: Analyze pro- and anti-inflammatory cytokines changes  against the background of experimental osteoarthritis development. 

Determine changes in blood concentration of Von Willebrand factor, endothelin-1 which are endothelial dysfunction markers in experimental osteoarthritis. 

Investigate vasoconstrictor / vasodilator potential dynamics under simulated pathological process. 

Analyze changes in  nitric oxide synthesis by studying endothelial and inducible NO-synthases activity, NOx level in conditions of experimental osteoarthritis. 

Condact comparative characteristic between endothelial and inducible NO-synthase activity against the background of the pathological process development and its correction. 

Conduct comparative characteristic of endothelial dysfunction correction efficiency in osteoarthritis with aminoguanidine and L-arginine, based on the dynamics of the above-mentioned indicators.

In the research, we obtained the following results:

Interleukin 1 β dynamics in rats blood. Obtained from the research data show  inflammatory process development in animals, which simulated the pathological process. In 2nd group, in which animals didn’t undergo correction of the simulated OA, was found this indicator value increasing  more than one and a half times as compared with the data of intact rats. In 3rd group animals, it was found that proinflammatory cytokine level decreased by 2.6% in comparison with previous group. Foregoing indicates that after 30 days, in the group without are involved correction compensatory restorative processes, but not in a significant way. Next step is to compare groups that received correction using standard therapy and aminoguanidine with data from intact animals and rats without correction. Thus, comparing data of 1st and 4th groups, are found  differences at significance level p <0.001. That is, at this stage, the fourth group results aren’t close to intact animals values yet. But it should be noted that  Interleukin 1β level is 52.3% lower in the fourth group than in the second, which indicates the correction efficiency.

Fifth group received the same corrective remedies combination as fourth, but longer time. Animals were withdrawn from the experiment at the second research stage. Proinflammatory cytokine level in this group is slightly more than the fourth approximates to  intact animals values (difference between  1st and 4th groups data was 24, 1%, and the 1st and 5th - already 20.5%, differences when comparing 4th and 5th groups results are statistically insignificant). Unconditionally (Certainly), positive point is that  Interleukin 1β  level in the fifth group is 52.4% lower than in the group 3, in which animals were also excluded from the experiment in the second stage, but didn’t  receive corrective medications. Next, we compared group results  of animals that received standard correction in combination with L-arginine solution, which is a nitrogen oxide donor with data from other rats groups. At the first stage, pro-inflammatory interleukin level in this group is closer to intact animals values than group 4 (difference in intact animals and rats comparison  in group number 6 is 22.1%). Also, this group result is 53.1% better than animals without correction. It is noteworthy that nitric oxide donator inclusion before corrective therapy is more effective than inducible NO synthase inhibitor  induction in Interleukin 1β analysis change: sixth group result was better at 35.6% (p <0.001). 

Interleukin 10  dynamics in rats blood. In anti-inflammatory cytokine research, it was established its increasing  in all groups in which animals were modeled osteoarthritis. Most pronounced - in rats, which didn’t undergo  pathological condition correction. Thus, in the second group, Interleukin 10 level increased by more than 3.5 times (p <0.001). At the second stage,  was found  this indicator reduction in the group without correction (group number 3) to 4.8%, which indicates the presence of compensatory restorative processes in experimental animals organism, but its influence is unexpressed. 

In the rats group, which receiving NSAIDs in combination with the NO-syntase inhibitor  was found significant positive dynamics: anti-inflammatory cytokine research results were 55.3% better than those without correction (p<0.001). However, this correction didn’t lead to complete investigated index normalization: Interleukin 10 level in the 4th group was 59.5% higher than in intact animals.

In the second stage,  animals results which  receiving the same therapy were as follows: difference in comparison with intact animals data is lower than in the previous stage, and already makes up 46.7%. It was found  an anti-inflammatory cytokine reduction to be 8% compared to group 4 (whose rats received the same correction but were withdrawn from the experiment in the first stage). The improvement was found to be 56.8% (p <0.001) compared with the group data, which didn’t correct the pathological process.

Next, consider the group results, in which pathological condition was corrected by combining standardized therapy and   L-arginine solution.  On first stage, it was found that Interleukin 10 levels exceeded its value in intact animals by 49.2%, which is the best result compared to the group receiving NSAIDs in combination with aminoguanidine at the same stage (level in 6th  group is less than 4th  group results  by 6.5%). It was also found that the result of this group is 58.2% better than in the group, which has not been corrected by experimental osteoarthritis. At the second stage, it’s confirmed the more pronounced efficiency of attracting a nitric oxide donor to the complex correction. So in the group with its use it was found that in the second stage anti-inflammatory cytokine activity is 59, 7% less than in the group without correction at the same stage. Difference from intact animals data is already smaller in comparison with another group data with correction and makes up 36,9%.

Investigation of Von Willebrand factor dynamics level in the rats blood against the background  experimental osteoarthritis development and its correction. Based on obtained results, we can assert thaton the background of a motile osteoarthritis, endothelial dysfunction develops: established increasing of Von Willebrand factor, which is a commonly used endothelial dysfunction markers. At the first research stage, an increase indicator content  in experimental animals blood  of 2nd group was found to be 13.9% compared with the data of intact animals. At the second stage, differences between first group and rats results that weren’t correct for the modified osteoarthritis were 11.6%, which indicates that the adaptive properties of the organism are insignificant for the restoration of the functional state of the endothelium (differences between second and third groups data are statistically insignificant). In the analysis of aminoguanidine effectiveness in combination with NSAIDs, it was found that in the first stage, its level decreased with respect to animals groups data without correction by 3.9%, and in the second - by 2.4%, that is, there no pronounced positive inducible NO- syntase inhibitor effect for  endothelium functional state marker normalization. Results of the study groups that modeled OA corrected using NSAIDs and L-arginine, was found Von Willebrand factor improvement to be 8.9% in the first stage and 9.5% in the second (differences in both cases is with atystychno significant at p <0.001). Foregoing indicates that use of L-arginine is more appropriate for  endothelial dysfunction correction in experimental osteoarthritis.

Investigation of endothelin-1 dynamics against the background of experimental osteoarthritis and its correction. In determining this indicator, the predominance of the vasoconstrictor potential in the background of the development of experimental osteoarthritis has been established. When comparing this  two methods of correction treatment, L-arginine was more effective: compared with the data of animals blood that were not corrected by the pathological process in the first stage, in the group with correction of NSAIDs the level of endothelin-1 decreased by 5.9%, while in the group, in which OA corrected NSAIDs and L-arginine - by 19.8%. At the second stage, a decrease in the marker of vasoconstriction in the group, which was received as part of the correction of aminoguanidine, was reduced by 4.6%, while in the group receiving L-arginine by 18.5%. In dynamics in groups with correction, which included a nitrogen oxide donor, positive dynamics was found in endothelin-1 levels (p <0.001).

Dynamics of inducible synthase nitric oxide in rats blood at experimental osteoarthritis and its correction. On the background of experimental osteoarthritis development, the inducible NO synthase activity increased more than four times, indicating the development of the inflammatory process, and serves as another confirmation of the progression of endothelial dysfunction. Decrease in its enzyme activity in the second stage of the experiment in the group without correction is statistically insignificant. In the study of aminoguanidine effect on the pathological process, its efficacy as  inducible NO-synthase inhibitor has been demonstrated - found differences compared with the group №2 significance at p <0.001. It was established that the positive effect is more pronounced in the long-term administration of the drug: in the second stage, the decrease in the iNOS activity  was found to be 35.4% compared with the results of animals that received the same correction and were withdrawn from the experiment earlier (in the first stage). In our study, the most effective was nitric oxide donor inclusion in a complex correction: at the first stage, the activity of the investigated indicator decreased by 73.4% (in comparison with rats group results  in which the OA was modeled without further correction), which is confirmed by known literature sources data on the expressed influence of L-arginine on the functional state of the endothelium and the reduction of oxidative stress development against the background of inflammatory processes. More prolonged administration of L- arginine has brought the   iNOS  level activity of intact animals  values (there are no statistically significant differences between  seventh and  first groups data of experimental animals).

Nitric oxide endothelial synthase dynamics in rats blood  at experimental asteoarthritis and its correction. Enzyme activity in a group of animals, which was modeled without further correction, it was reduced by 37.5% at the first stage and by 36.3% at the second stage of the study as compared with the data of intact animals. Obtained  data, together with established inducible NO-synthase  activity increase, indicate nitric oxide physiological synthesis violation. It was also found that the endothelial functional status violation correction  by inhibitor of iNOS only restored the endothelial nitric oxide synthase activity in the first stage (group 4) and by 11.7% in the second group (group 5) by 6.5% compared to the results animals of group №2. Correction of the pathological state by means of the involvement of L-arginine in the complex therapy gave a more pronounced effect: in the first stage, the activity of the eNOS increased by 33.7% compared with the data of group number 2, and in the second stage - by 63.1% (also in comparison with a group of rats, to which the pathological state was modeled without further correction). That is, in the first stage, the correction with a NSAIDs and a nitric oxide donor restored the activity of eNOS to 25.5% better, and in the second stage - by 46% better than the group's results, which was corrected by NAIDs and an inhibitor of NO synthase inhibitor. It should be noted that the effectiveness of the effect of L-arginine on the course of the pathological process increases with the duration of its use in the experimental OA: the effect in this group in the second stage was 24.4% better than the first.

Dynamics of NOx content in rats blood at experimental osteoarthritis and its correction. From the literature it is known that nitric oxide has  positive effect on the vessels functional state and the organism as a whole in physiological quantities, and with its hyperproduction, toxic properties of NO appear.  Taking into account aforementioned, an important aspect for understanding  endothelial dysfunction pathogenesis in osteoarthritis was the NOx study to evaluate the production of nitric oxide against the background of this pathology. In our experiment, hyperproduction of NO was established in rats group that didn’t undergo   simulated OA correction: in the first stage, an increase in its content was detected three times as compared with the data of intact animals. In the second stage, the NOx content in the group without correction decreased by only 7.9% compared with the results of the first stage.

In analyzing  aminoguanidine effectiveness to  normalize  nitric oxide synthesis in the first stage is reduction content by 32.5% was established, while correction with L-arginine normalized this indicator value by 56.5% at the same stage (the difference in comparison of these groups No. 6 and No. 4 was 35.6%, p <0.001). In the second stage, the result of 5th group (aminoguanidine + NSAIDs) was 39.2% higher than that in group without correction, and the 7th group result  (L-arginine + NSAIDs) was 58.9%. Obtained results indicate more pronounced L-arginine effectiveness  for the functional state  restoration of the endothelium in an experimental osteoarthritis.

Summing up obtained results, we can note that experimental data which are given in the work about endothelial dysfunction pathogenesis in osteoarthritis,  justification and approbation its correction  methods.

Efficiency of chosen osteoarthritis experimental model and increased level of Interleukin 1β and Interleukin 10 in the pathogenesis of the simulated osteoarthritis has been established. Content of Von Willebrand factor, endothelin-1 and asymmetric dimethylarginine increased during the study disease.
Established endothelial functioning imbalance with vasoconstrictor potential predominance against the background of vasodilatory potential weakening in conditions of the simulated pathological process: found increased levels of endothelin-1 on the background  of S-nitrosothiols content reduction. 

In experimental osteoarthritis was established nitric oxide hyperproduction  under the influence of significant increase in the activity of inducible NO synthase. It has been proved decreasing in endothelial NO synthase activity  against the background  of experimental osteoarthritis development and due to its activation and inducible NO synthase.  Also, has been proved effectiveness of endothelial dysfunction correction with osteoarthritis via aminoguanidine, which is an inhibitor of inducible NO synthase. 

Using L-arginine was found its effectiveness  as a corrective remedy for disturbance of the endothelium functioning caused by experimental osteoarthritis development. Comparative correction remedy characteristic  has shown  that nitric oxide donor use is more effective than inhibition of inducible NO synthase.

In animals group receiving L-arginine as part of complex osteoarthritis correction, was proved normalization of endothelial function indicators. 

Key Words: osteoarthritis, experimental model, endothelial dysfunction, Interleukin 1β, Interleukin 10, Von Willebrand factor, endothelin-1, NOx, S-NO, endothelial NO synthase, inducible NO synthas, aminoguanidine, L-arginine.
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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ ПОЗНАЧЕНЬ

ОА - остеоартроз
ЕД – ендотеліальна дисфункція
ФВ – фактор Віллебранда

еNOS – ендотеліальна синтаза окиду азоту
іNOS – індуцибельна синтаза оксиду азоту

Е1- ендотелін-1

ІL1β – Інтерлейкін 1β

ІL-10 – Інтерлейкін 1
ВСТУП

Обґрунтування вибору теми дослідження. Частота захворюваності на остеоартроз складає 30–55 % серед усіх захворювань кістково-суглобової системи (Макарова М.В. и соавт., 2015; Данчинова А.М. и соавт., 2012). За даними ВООЗ, в найближчі 10-15 років остеоартроз (ОА) стане четвертою за частотою причиною інвалідності у жінок, та восьмою – у чоловіків (Загородний Н.В. и соавт., 2015). На даному етапі досліджень остеоартроз розглядається як комплексне захворювання, при якому до процесу залучаються усі структурні компоненти суглоба (Ткачук П.В. и соавт., 2019; Алексєєва Л.І., Зайцева Є.М., 2014). Ряд авторів визначає ОА, як гетерогенну групу захворювань різної етіології із тотожними клінічними, морфологічними та функціональними проявами, в основі яких – пошкодження хряща, субхондральної кістки, синовіальної оболонки, зв'язок, капсули та білясуглобових м’язів (Анікін С.Г., Алексєєва Л.І., 2012). Останнім часом приділяється увага розвитку ендотеліальної патології у пацієнтів, що хворіють на ОА (Тітов В.Н., 2008) Значна роль у даному аспекті відведена хронічному запаленню як пусковому механізму дисфункції ендотелію.

Визначають наступні причини порушення функціонування та структури ендотеліального шару судин при остеоартрозі: окислювальний стрес, продукція ендотелінів та ендоперикисів, які є вазоконстрикторами. Відіграють свою роль і прозапальні цитокіни, які порушують продукцію оксиду азоту (Новикова Д.С. и соавт., 2009). Розповсюдженість ОА у США складає 13,2 мільйони, в Європі – 14,5 мільйона, у Японії – 6,6 мільйона (Михліна М. та співавт., 2010). За останні роки кількість пацієнтів із ушкодженням периферичних суглобів та хребта постійно зростає, при цьому, нажаль, виявлена тенденція до розвитку захворювання у людей молодого віку (Цвингер С.М., 2011). За даними багатьох авторів є певна закономірність у статевих відмінностях розвитку остеоартрозу у різних вікових групах. Якщо у віці до 50 років ОА частіше діагностують у чоловіків, то у більш старшому віці артози частіше розвиваються у жінок. Було помічено, що у жінок здебільшого розвиваються гонартрози, а чоловіки страждають ОА тазостегнових суглобів (Маколкин В.И. и соавт., 2007). Згідно статистичних даних, розповсюдженість захворювання збільшується в 2-10 разів у віковий проміжок з 30 до 65 років. Якщо у віці до 29 років на дане захворювання страждають 8,4 % чоловіка на 1000 населення, то в 33–39 років – 42,1, 40–49 років – 191,9 і у 50–59 років – 297,2 на 1000 осіб. У людей старше 65 років дану патологію діагностують у 879,7 чоловік на 1000 населення (Котельников Т.П., Ларцев Ю.В., 2009). Незважаючи на, в цілому, сприятливий прогноз, ризик втрати працездатності при остеоартрозах можна порівняти із ризиком, пов'язаним із захворюванням серцево-судинної системи. За даними ВООЗ тільки ОА колінних суглобів займає четверте місце серед причин, які призводять до непрацездатності у жінок, та восьме – у чоловіків. Зазначена патологія серед інвалідності займає друге місце після ішемічної хвороби серця (Цурко В.В. и соавт., 2009)

Враховуючи вищезазначене, важливим є пошук нових способів корекції ОА. Експериментальні роботи із залученням лабораторних тварин необхідні для оцінки ефективності нововведень на першому етапі досліджень. Для патогенетично обґрунтованого їх проведення оптимальним є максимальне наближення умов та ланок експерименту до особливостей захворювання,що вивчається.
Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами

Представлена робота є фрагментом комплексних клініко-лабораторних досліджень, здійснених ДП «Український науково-дослідний інститут медицини транспорту МОЗ України» (ДП УКРНДІ МТ МОЗ УКРАЇНИ) (м. Одеса) в межах виконання науково-дослідної роботи «Удосконалення профілактики та лікування основних екозалежних та професійно обумовлених захворювань на основі вивчення особливостей їх етіології та патогенезу» (№ державної реєстрації 0116U008822, строки виконання 2016–2019 рр.). Фрагменти цієї роботи присвячені визначенню патофізіологічних механізмів розвитку експериментального остеоартрозу і спричиненої ним дисфункції ендотелію та розробленню патогенетично обґрунтованих методів корекції. Дисертант був співвиконавцем зазначеної теми. Тема дисертації затверджена на засіданні Вченої ради ДП УКРНДІ МТ МОЗ УКРАЇНИ 18.09.2014 р. (протокол №9).

Мета дослідження – з’ясувати основні патофізіологічні механізми дисфункції ендотелію при остеоартрозі та оцінити ефективність способів її патогенетичної корекції.

Завдання дослідження.

1.
Визначити зміни концентрації в крові фактора Віллебранда та ендотеліну-1 – маркерів ендотеліальної дисфункції під час експерименту.

2.
Дослідити динаміку вазоконстрикторного потенціалу в умовах змодельованого патологічного процесу.

3.
Проаналізувати зміни синтезу оксиду азоту шляхом дослідження активності ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз, рівня NOх в умовах експериментального остеоартрозу.

4.
Провести порівняльну характеристику активності ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз на тлі розвитку патологічного процесу та його корекції.

5.
Проаналізувати зміни про- та протизапальних цитокінів на тлі розвитку експериментального остеоартрозу

6.
Провести порівняльну характеристику ефективності корекції ендотеліальної дисфункції при остеоартрозі за допомогою аміногуадину та L-аргініну, опираючись на динаміку вищезазначених показників.
Об’єкт дослідження: дисфункція ендотелію при остеоартрозі.

Предмет дослідження: функціональний стан ендотелію, рівень Інтерлейкіну 1β та Інтерлейкіну 10, вміст фактора Віллебранда, S-нітрозотіолів, ендотеліну-1, NOх, S-нітрозотіоли, активність ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз у крові експериментальних тварин; вплив аміногуадину та L-аргініну.
Методи дослідження: патофізіологічні (моделювання патологічного процесу), гістологічні, біохімічні, статистичні.
Наукова новизна одержаних результатів. 
Вперше дана комплексна оцінка ендотеліальної дисфункції шляхом дослідження концентрації у крові ендотеліну-1 та фактора Віллебранда в динаміці розвитку експериментального остеоартрозу.

Вперше досліджено зрушення вазоконстрикторного потенціалу в умовах змодельованого патологічного процесу.

Вивчено зміни синтезу оксиду азоту, зокрема активність ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз, рівень NOх в динаміці ендотеліальної дисфункції на тлі експериментального остоартрозу.

Вперше проведена порівняльна характеристика активності ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз на тлі розвитку патологічного процесу та його корекції.

Встановлено наявність дисбалансу про- та протизапальних цитокінів (Інтерлейкіна 1β та Інтерлейкіна 10) в патогенезі розвитку запального процесу при експериментальному остеоартрозі.

Проведена корекція ендотеліальної дисфункції при остеоартрозі за допомогою аміногуадину, який є інгібітором індуцибельної NO-синтази.

Вперше доведена ефективність використання L-аргініну, як коригуючого засобу порушення функціонування ендотелію, спричиненого розвитком експериментального остеоартрозу.

Проведена порівняльна характеристика ефективності корекції ендотеліальної дисфункції при остеоартрозі за допомогою інгібітора індуцибельної NO-синтази та донатора оксиду азоту.
Практичне значення одержаних результатів. 
Отримані результати дають можливість змоделювати експериментальний остеоартроз та патогенетично обґрунтувати нові підходи корекції патологічних зрушень, характерних для даної патології. Результати досліджень розкривають патогенез дисфункції ендотелію при експериментальному остеоартрозі і дають можливість розробити теоретичні передумови до впровадження їх у медичну практику. Запропоновані складові корекції дали позитивний коригуючий ефект, що безумовно є гарним підґрунтям до подальших досліджень, зокрема профілактики розвитку гіпоксії суглобів та прогресування дисфункції ендотелію, як ускладнень остеоартрозу. Дані, отримані при моделюванні досліджуваної патології розширили наші уявлення про її патогенез та ускладнення в вигляді ендотеліальної дисфункції на усіх етапах розвитку захворювання, що є безумовно корисним, як для науковців в галузі патологічної фізіології, так і для практикуючих лікарів. Проаналізовано два підходи до корекції ендотеліальної дисфункції на тлі експериментального остеоартрозу. Виявлено результативність залучення донатора оксиду азоту до складу комплексної корекції патологічного стану.
Впровадження в практику. 
Матеріали дисертаційної роботи впроваджено в наукову роботу і навчальний процес на кафедрах загальної та клінічної патологічної фізіології Одеського національного медичного університету МОЗ України, Харківського національного медичного університету МОЗ України, кафедрах патологічної фізіології Буковинського державного медичного університету МОЗ України, Івано-Франківського національного медичного університету МОЗ України, Тернопільського національного медичного університету ім. І.Я. Горбачевського МОЗ України, кафедрі нормальної і патологічної фізіології Національного фармацевтичного університету, застосовуються в науково-дослідній роботі ДП УКРНДІ МТ МОЗ УКРАЇНИ.
Особистий внесок здобувача. Дисертантом самостійно проведено інформаційно-патентний пошук, вибір обсягів та методів і обґрунтування схем дослідження. Автор самостійно проводив моделювання остеоартрозу, формування груп експерименту, підбір та обґрунтування засобів корекції, експериментальні дослідження, аналіз та узагальнення отриманих результатів, сформулював основні положення та висновки роботи.

Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертації були представлені на: міжнародній науково-практичній конференції «Вітчизняна медицина в умовах сучасності» (12–13 січня 2018 р., Дніпро), міжнародній науково-практичній конференції «Сучасні тенденції розвитку медичної науки та медичної практики» (22–23 грудня 2017 р., Львів), Всеукраїнській науково-методичній конференції «Перспективи розвитку медичної науки і освіти», присвяченій 25-тиріччю медичного інституту Сумського державного університету (16–17 листопада 2017 р., Суми), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні проблеми експериментальної та клінічної біохімії» (12–13 квітня 2018 р., Харків), міжнародній науково-практичній конференції «Актуальні проблеми експериментальної та клінічної біохімії» (11–12 квітня 2019 р., Харків), науково-практичній конференції «XVIII–і читання В.В. Підвисоцького» (21–22 травня 2019 р., Одеса).
Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 13 наукових робіт, зокрема, у 7 статей, з яких 2 статті – наукових фахових виданнях України, рекомендованих МОН України, 5 статей – в зарубіжних виданнях (Польща), 6 тез у збірниках матеріалів наукових конференцій.

Структура і обсяг дисертації. Дисертація написана українською мовою на 186 сторінках комп’ютерного тексту (основний текст – 119 сторінок). Вона складається з анотації, вступу, огляду літератури, опису матеріалів і методів дослідження, 2-х розділів власних досліджень, аналізу та узагальнення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел та додатків. Дисертація ілюстрована 9 таблицями та 28 рисунками. Перелік використаних літературних джерел містить 476 найменувань (218 кирилицею і 258 латиницею), що займають 46 сторінок; додатки – на 11 сторінках.

РОЗДІЛ 1

ОСТЕОАРТРОЗ. ЕТІОЛОГІЯ, ПАТОГЕНЕЗ ТА ВПЛИВ НА ФУНКЦІОНАЛЬНИЙ СТАН ЕНДОТЕЛІЮ (Огляд літератури)
1.1  Етіологія остеоартрозу
Частота захворюваності на остеоартроз складає 30-55 % серед усіх захворювань кістково-суглобової системи [1, 2].  За даними ВООЗ, в найближчі 10-15 років остеоартроз (ОА) стане четвертою за частотою причиною інвалідності у жінок, та восьмою – у чоловіків [3]. На даному етапі досліджень остеоартроз розглядається як комплексне захворювання, при якому до процесу залучаються усі структурні компоненти суглоба [4, 5]. Ряд авторів визначає ОА, як гетерогенну групу захворювань різної етіології із тотожними клінічними, морфологічними та функціональними проявами, в основі яких – пошкодження хряща, субхондральної кістки, синовіальної оболонки, зв'язок, капсули та білясуглобових м’язів [6, 7]. Останнім часом приділяється увага розвитку ендотеліальної патології у пацієнтів, що хворіють на ОА [8]. Значна роль в даному аспекті відведена хронічному запаленню, як пусковому механізму дисфункції ендотелію.Визначають наступні причини порушення функціонування та структури ендотеліального шару судин при остеоартрозі: окислювальний стрес [9, 10], продукція ендотелінів та ендоперикисів, які є вазоконстрикторами. Відіграють свою роль і прозапальні цитокіни, які порушують продукцію оксиду азоту [10, 11].

Розповсюдженість ОА у США складає 13,2 мільйони, в Європі – 14,5 мільйона, у Японії – 6,6 мільйона [12-15]. За останні роки кількість пацієнтів із ушкодженням периферичних суглобів та хребта постійно зростає, при цьому, нажаль, виявлена тенденція  до розвитку захворювання у людей молодого віку [16-18]. За даними багатьох авторів є певна закономірність в статевому розвитку остеоартрозу у різних вікових групах. Якщо у віці до 50 років ОА частіше діагностують у чоловіків, то у більш старшому віці артози частіше розвиваються у жінок. Було помічено, що у жінок здебільшого розвиваються гонартрози, а чоловіки страждають ОА тазостегнових суглобів [19]. Згідно статистичних даних, розповсюдженість захворювання збільшується в 2-10 разів у віковий проміжок з 30 до 65 років.  Якщо у віці до 29 років на дане захворювання страждають 8,4 % чоловіка на 1000 населення, то в 33-39 років  - 42,1, 40-49 років -191,9 і у 50-59 років – 297,2 на 1000 осіб. У людей старше 65 років дану патологію діагностують у 879,7 чоловік на 1000 населення [20-22]. Незважаючи на, в цілому, сприятливий прогноз, ризик втрати працездатності при остеоартрозах можна порівняти із ризиком, пов'язаним із захворюванням серцево-судинної системи . За даними ВООЗ тільки ОА колінних суглобів займає четверте місце серед причин, які призводять до непрацездатності у жінок, та восьме –у чоловіків. Зазначена патологія серед інвалідності займає друге місце після ішемічної хвороби серця [23-25]. 
Згідно з сучасними уявленнями, остеоартроз – це гетерогенна група захворювань суглобів різної етіології, але із подібними біологічними, морфологічними та клінічними проявами та наслідком, який призводить до повної втрати хряща, а також субхондральної ділянки кістки, зв'язок, капсули та периартикулярних м'язів. Виділяють первинний (ідіопатичний) та вторинний остеоартроз. Первинний розвивається як наслідок порушення метаболізму хряща із розладом функцій хондроцитів. Він розповсюджується по периферійних суглобах перш за все у проксимальних та дистальних міжфалангових суглобах кистей, плюстнофалангових, плюснозапястних, колінних та тазостегнових суглобах, міжхребцевих дисках та суглобах хребта (у першу чергу шийного та поперекового відділів). Вторинний остеоартроз виникає  у попередньо зміненому суглобі при наявності порушення фізіологічного співвідношення суглобних поверхонь із подальшим перерозподілом навантаження на них з концентрацією тиску на певній ділянці [26-29]
Етіологія та патогенез артрозів пов'язані з великою кількістю генетичних чинників [30-32]. Доведено, що ОА здебільшого є генетично  детермінованими [33-34]. Серед них виділяють кристалоасоційовані артропатії, первинний генералізований остеоартроз та ОА внаслідок спадкової остеохондродисплазії. Найбільш поширеним є первинний генералізований остеоартроз, для якого характерні поліартикулярні ураження, ранні клінічні симптоми та швидко прогресуючий перебіг [35]. Із факторів ризику впливу зовнішнього середовища найбільше значення приділяють віку та надлишковій масі тіла. Безумовно ОА не є обов’язковим наслідком старіння, але його поширеність серед пацієнтів старше 65 років складає 80-90 %. Починаючи з перших змін у суглобах і до виникнення симптомів проміжок часу складає 3-6 років [36-39].
1.2 Патогенетичні ланки остеоартрозу

В основі патогенезу руйнування хряща лежить порушення метаболізму протеогліканів – білків, які складають матрикс та разом із хондроцитами утворюють хрящову тканину. При цьому виникає посилене вивільнення проміжної речовини глікозаміногліканів до синовіальної рідини. Цей процес призводить до розщеплення та розволокнення матриксу, зміни процесів дифузії в ньому метаболітів, дегідратації, дезорганізації та розриву колагенових волокон. Зменшення вмісту протеогліканів в проміжній речовині викликає зміну метаболізму хондроцитів. Як наслідок, вони синтезують не утворюючий фібрил колаген та протеоглікани із аномальною структурою, яка слабко пов’язана із гіалуроновою кислотою та колагеновою мережею хряща. Ці хімічні сполуки швидко піддаються деполімеризації з утворенням мілких мономерів та субодиниць – білково-полісахаридних молекул з низькою молекулярною масою, що дозволяє їм легко виходити з матриксу [40-43]. Разом із деградацією суглобного хряща до патологічного процесу при остеоартрозах залучається і кісткова тканина. У субхондральній кістці з'являються зони динамічного перенавантаження, які викликають порушення мікроциркуляції. У подальшому перенавантаження призводять до пролонгованих процесів репарації, ділянки із більш інтенсивною мікроциркуляцією склерозуються, а в зонах уповільненої мікроциркуляції у зв’язку з розвитком гіпоксії відбувається активація остеокластичної резорбції кістки із новоутвореням сполучної волокнистої тканини [44-45]. Порушення фізіологічного співвідношення процесів катаболізму та репарації хряща призводить до його повільної ерозії, внаслідок чого прогресує склероз субхондральної кістки, підвищується жорсткість кісткової тканини, яка в свою чергу сприяє подальшому порушенню його структури. В той же час результати експериментальних і клінічних досліджень підтверджують ключову роль змін метаболізму субхондральної кістки в розвитку остеоартрозу. На користь гіпотези про первинність дефекту клітин кісткової тканини говорить той факт, що кісткові зміни, які визначались сцинтиграфічно, з'являлись раніше рентгенологічного прогресування гонартрозу [46]. Роль метаболічних процесів у субхондральній кістці при ОА також підтверджується дослідами на морських свинках, де обмінні порушення у кістковій тканині були пре дикторами деградації хряща [47]. Літературні дані свідчать про те, що в розвитку та прогресуванні ОА ключова роль належить протеазам, які відповідають за деградацію матриксу суглобного хряща [48-50]. У хворих на ОА діагностують підвищений рівень 4-х представників матриксних металопротеаз: це три типи стромелізинів, які викликають деструкцію колагену 4-го типу, протеогліканів та ламініну, три типи колагеназ, відповідальних за деградацію нативного колагену, желатиназа, яка ініціює руйнування желатину, колагенів 4, 5, 11 типів та еластину, для якої властиві характеристики матриксних металопротеаз і яка відповідає за протеоліз хрящових протеоглікантних агрегатів [51-54]. 

Підвищення синтезу та експресії матриксних металопротеїназ (ММП) опосередковують протизапальні цитокіни, які синтезуються у синовіальній оболонці, а потім дифундують до суглобного хряща через синовіальну рідину. Деструктивні цитокіни спричиняють та регулюють цілий каскад патофізіологічних реакцій, які призводять до змін функціональної активності хондроцитів. Слід зазначити, що персистуюче запалення грає важливу роль у розвитку деструкції хряща із подальшим утворенням вторинного хондриту, синовіїту, периартриту та остеїту. Про участь запалення також свідчить наявність гіперплазії та мононуклеарної інфільтрації синовії, яка не відрізняється від такої ж при ревматоїдному артриті [55, 56]. В уражених суглобах клітини синовіальної мембрани відіграють роль ефектора запалення. При цьому синовіоцити макрофагального типу секретують медіатори  запалення та протеази. В якості індукторів деструкції сполучної тканини у патогенезі остеоартрозу в найбільшій мірі задіяні інтерлейкін 1β, інтерлейкін 6 і ТNFa [57-60]. Близьким за своїми характеристиками до інтерлейкіну 1β є ТNFa. Він також синтезується у вигляді неактивного попередника, а потім інактивується шляхом протеолітичного відщеплення та вивільняється із клітини. Біологічний ефект ТNFa полягає у деструкції  матриксу та пригніченні синтезу його молекул. Рецептори до цього цитокіну присутні в усіх типах клітин суглобної тканини. Контакт ТNFa із рецепторами призводить до проліферації клітин або до їх загибелі [61-63]. У синовіальних рідині і мембрані та хрящі хворих виявлена підвищена концентрація активних форм обох зазначених цитокінів [64, 65]. 

Доведена важлива роль інтерлейкіну 6 в активації запальних реакцій при  ОА. Синтез цього цитокіну відбувається завдяки багатьом типам клітин, які приймають участь в ініціації та регуляції запалення: ендотеліальними та гладком'язовими клітинами, моноцитами, макрофагами, фібробластами. Експресія гену інтерлейкіну 6 при ОА відбувається під впливом прозапальних цитокінів -  інтерлейкіну 1β та ТNFa. Біологічна дія інтерлейкіну 6 реалізується завдяки активації експресії молекул адгезії на ендотелій та хемотаксису лейкоцитів, а також при посиленні функціональної активності остеобластів та фібробластів [66-68]. Із цим медіатором пов'язують збільшення кількості моноцитів та макрофагів у синовіальній мембрані та проліферацію хондроцитів [69]. Також інтерлейкін 6 посилює дію інтерлейкіну 1β при активації синтезу ММП та пригніченні синтезу протеогліканів. Крім того він є головним активатором гострофазової відповіді шляхом індукції синтезу у печінці фібриногену та С-реактивного білка, які приймають активну участь у запальному процесі. На сьогодні встановлена кореляційна залежність між концентрацією С-реактивного білка та деградацією хряща при прогресуванні ОА [70-73]. 

З іншого боку саме цей цитокін стримує протеолітичну деградацію суглобного хряща тому, що ініціює продукцію тканинного інгібітора ММП. При стимуляції хондроцитів інтерлейкіном 1β  та ТNFa секретується ще один представник сімейства Інтерлейкіну 6 під назвою ЛІФ-цитокін, який стимулює резорбцію протеогліканів хряща, синтез ММП, та продукцію монооксиду азоту (NO). Його роль при остеоартрозі остаточно не з'ясована. Також мало досліджена участь Інтерлейкіну 17 та Інтерлейкіну 18 у розвитку ОА. Інтерлейкін 17, який має Інтерлейкін 1 подібну дію, стимулює синтез та виділення прозапальних цитокінів (Інтерлейкін 1β, інтерлейкін 6, ТNFa), продукцію NO хондроцитами. Але слід зазначити, що біологічні ефекти Інтерлейкіну 17 значно слабші за Інтерлейкін 1 [74-80]. У макрофагах індукція циклооксигенази та NO-синтази, а також активація синтезу прозапальних цитокінів та хемокінів відбувається під дією Інтерлейкіна 18 [81, 82]. Неорганічний вільний радикал NO, який синтезують клітини синовіальної оболонки та хондроцити, відіграє ключову роль у патогенезі деградації хряща [83]. На сьогоднішній день жваво обговорюються можливі механізми пригнічення синтезу протеогліканів хондроцитами. Van der Kraan із співавторами відмічають роль NO  у зниженні активності стимулятора синтезу протеогліканів ВМР-2, а H.Hauselmann і співавтори підкреслюють опосередковане ним пригнічення підключення сульфатаніону до протеогліканів. Зменшення продукції протеогліканів матриксу також спостерігається при пригніченні анаболічної активності протизапальних цитокінів у присутності NO [84, 85]. Крім того, пероксінітрит знижує активність синтезу колагену за рахунок інгібування основного ферменту посттрансляційного етапу синтезу колагенових волокон — гідроксілази, а також стимулює синтез проколагенази нейтрофілів людини [86, 87].     Доведена участь NO у формуванні механічного стресу та енергетичного дефіциту у механічно перенавантажених суглобах [88-91]. Доведена при ОА наявність спонтанної та індукованої прозапальними цитокінами продукції NO, а також виявлено статистично достовірне збільшення вмісту продуктів окислення оксиду азоту у синовіальній рідині [92-94]. 
При ОА репаративні та анаболічні процеси у хрящі регулюються природніми інгібіторами прозапальних цитокінів, які можна розподілити на три класи. До першого класу відносяться антагоністи рецепторів (1L-1PA), які перешкоджають взаємодії ліганда з його рецептором шляхом конкуренції за зв'язуючий центр. Також цей інгібітор пригнічує синтез простогландинів синовіальними клітинами, продукцію колагенази хондроцитами та деградацію хрящового матриксу. Другий клас представлений розчинними рецепторами цитокінів (р IL-1P та pp 55), які діють по принципу конкурентного антагонізму [95, 96]. Третій клас — це група протизапальних цитокінів, до яких  відносять трансформуючий та інсуліноподібний фактори росту (ТФР-В та ІФР-1), Інтерлейкін 4, Інтерлейкін 10, Інтерлейкін 13. ТФРВ та ІФР-1 стимулюють синтез колагену та протеогліканів, пригнічують активність протеаз, вивільнення ферментів та активують їх інгібітори. Інтерлейкін 4 у патогенезі ОА здійснює протизапальні ефекти шляхом пригнічення продукції інтерлейкіну-1 та зниження рівня NO і активності NO-синтази у хондроцитах [97-100]. Крім того, Інтерлейкін 4 гальмує ферментативну деградацію тканин [101-103]. Тож прогресу морфологічних змін і у першу чергу дегенерації гіалінового хряща і зменшення його об'єму в значній мірі сприяє запалення, яке є основною складовою патогенезу ОА . 

Складність діагностики патогенезу остеоартрозу визначається специфічною структурою хрящової тканини, в основі якої лежить функція адаптації суглобу до механічного навантаження та забезпечення мобільності. Гіаліновий суглобний хрящ складається із сполучнотканинного матриксу та клітинних елементів – хондроцитів, які відіграють важливу роль у підтриманні балансу між анаболічними та катаболічними процесами [104]. З початком остеоартрозу баланс порушується у бік переваги катаболічних процесів над анаболічними [105]. В цей час відбувається гіперсекреція хондроцитами циклооксигенази-2, яка активує синтез простагландинів, що приймають участь у розвитку запалення і у свою чергу стимулюють індуцибельну NО-синтазу [106]. Важливе значення у патогенезі ОА має ушкодження субхондральної пластинки, що призводить до порушення місцевого крообігу вже на ранніх стадіях патологічного процесу. Синовіїт, який виникає під час захворювання, провокує та підтримує імунні механізми ушкодження хряща. У свою чергу зміна фізико-хімічних якостей матриксу призводить до його функціональної резистентності та до надлишкової гідратації хряща. Паралельно із некротичними та дистрофічними відбуваються репаративні процеси, проте вони неповноцінні. Неадекватна репарація реалізується шляхом посередництва, метаплазії, остеофітозу та ремодуляції субхондральної та навколо суглобної сполучної тканини [107].

Основним клінічним симптомом ОА є біль, який часто випереджає рентгенологічні прояви патологічного процесу [108]. Біль при артрозах носить полімодальний характер, включаючи в себе як центральний, так і периферичний компоненти [109]. Краще досліджений периферичний механізм болі, пов'язаний з активацією ноцицепторів прозапальними медіаторами (оксидом азоту, простагландинами, цитокінами), синтез яких визначає специфічну для артритів кореляцію між запаленням та інтенсивністю больового синдрому. При дегенеративних захворюваннях суглобів та хребта біль може бути пов'язаний як із локальним запаленням, так і з біомеханічними факторами. Больовий синдром при остеоартрозі залежить від багатьох причин як запального, так і незапального ґенезу [110]. У дослідженнях рівня С-реактивного білка (СРБ) у хворих ОА колінного та тазостегнового суглобів був виявлений зв'язок між больовим синдромом та підвищеним рівнем СРБ [111]. 

Як уже зазначалося, захворюваність остеоартрозами складає серед людей віком старше 65 років близько 60-70 % [112, 113]. Артеріальна гіпертензія є частим супутником патології суглобів. Це спричинено перш за все постійним прийомом хворими із патологією суглобів НПЗП, для яких характерна прогіпертензивна дія [114]. Слід підкреслити, що і артеріальна гіпертензія погіршує стан хворих із гонартрозом, посилюючи больовий синдром та функціональну недостатність суглобів [115]. Також спорідненим фактором ризику для остеоартрозів та артеріальної гіпертензії є ожиріння. Розповсюдженість останнього протягом 10 років збільшилась у світі в середньому на 75 % [116]. Остеоартрози колінних суглобів асоціюються із підвищеним ризиком розвитку метаболічного синдрому, артеріальної гіпертензії та стабільної стенокардії напруження [117].

Хронічний біль, який розвивається при остеоартрозі, скорочує життя жінок в середньому на 10-12 років. За даними досліджень доведено, що інтенсивність болю у людей похилого віку скорочує тривалість життя більше ніж наявність супутніх захворювань, які можуть загрожувати життєдіяльності. Тому боротьба із больовим синдромом виходить на перше місце при лікуванні багатьох хронічних захворювань, та остеоартрозу зокрема [118].

Прийом НПЗП, як основного засобу для лікування остеоартрозів, може супроводжуватись прогресуванням серцевої недостатності, дестабілізацією артеріальної гіпертензії та високим ризиком розвитку кардіоваскулярних катастроф [119, 120].

Негативний вплив НПЗП на артеріальний тиск визначається гальмуванням синтезу простацикліну та простагландину Е2, які відіграють важливу роль як регулятори ниркового кровотоку. Зниження клубочкової фільтрації та звуження артеріол активує ренін-ангіотензинову систему,  посилює реабсорбцію натрія та сприяє затримці рідини в організмі [121, 122]. 

До зниження показників раннього діастолічного наповнення лівого шлуночка призводить застосування НПЗП. Також ця група лікарських засобів підвищує судинний спротив, збільшує кисневу потребу міокарда та зменшує об’ємну швидкість коронарного кровопостачання [123].

Останнім часом активно обговорюється питання про «антиатерогенну» дію  інгібіторів ЦОГ2. Це пов’язане перш за все з пригніченням ЦОГ2-залежного компоненту запального процесу , який відіграє важливу роль  у патогенезі атеросклеротичного ураження судин та дестабілізації атеросклеротичної бляшки [124, 125]. Найбільш чутливими та специфічними прозапальними маркерами кардіоваскулярного ризику вважаються Інтерлейкін-6 та С-реактивний білок [126]. У пацієнтів із важкою формою ішемічної хвороби серця призначення целекоксибу призводить до покращення ендотелій-залежної вазодилятації, що напряму корелює із зниженням концентрації С-реактивного білка та окисленого ліпопротеїдну низької щільності [127]. Інший інгібітор ЦОГ-2 рофекоксиб не впливає на концентрацію Інтерлейкіну-6 та СРБ [128]. За даними інших досліджень целекоксиб достовірно посилював ендотелій-залежну вазодилятацію через три години після першого прийому і через тиждень постійного лікування. Цей лікарський засіб суттєво покращує функціональний стан ендотелію судин та пригнічує розвиток окислювального стресу. Слід зазначити, що покращення ендотеліальної функції асоціювалось із активацією ендотеліальної синтази оксиду азоту у стінці аорти, а також з нормалізацією вазорелаксації та зниження активності прозапального цитокіну – Інтерлейкіну-1 [128]. 

Остеоартроз, як і було зазначено,  відноситься до хронічних захворювань хребта та периферичних суглобів у людей середнього та похилого віку. Це пов’язано із дегенеративними змінами хрящів, які супроводжуються болями у суглобах та обмеженням їх функціональної активності. У деяких країнах, зокрема США, синонімом остеоартрозу є остеоартрит. Внаслідок впливу ряду етіологічних факторів можуть виникати порушення метаболізму хондроцитів, а також ушкодження матриксу суглобного хряща. У патогенезі захворювання в першу чергу змінюються ділянки суглобного хряща, на які припадає найбільше навантаження. При цьому хрящ потовщується, але із часом прогресування захворювання стає все більш мяким, тонким, з’являються спочатку поверхневі, а потім і глибокі тріщини. Іноді за рахунок волокнистого хряща відбувається незначна регенерація, але він менш резистентний до навантажень, ніж гіаліновий хрящ [129]. На ранніх стадіях хрящ метаболічно активний. При цьому хондроцити накопичуються і проліферують, але згодом кількість клітин зменшується і відбувається гіпертрофія субхондральної кістки. Відомо, що матрикс суглобного хряща складається із двох видів макромолекул: колагену, який відповідає за стійкість до розтягнення та зміщення, та глікопротеїдів, які забезпечують резистентність при стисканні. Останні розщеплюються ендопептитазами - лізосомальними ферментами, які найбільш активні у кислому середовищі. Крім того, існують матриксні металопротеїнази, зокрема колагенази, желатинази та стромелізин, які розщеплюють компонент позаклітинного матриксу у нейтральному середовищі. Ці ферменти синтезуються хондроцитами у вигляді проферментів, які активуються із відщепленням N-кінцевого фрагменту. Активність матриксних металопротеїназ визначається співвідношенням пригнічення активних ферментів тканинними інгібіторами та активацією проферментів. Для оновлення хряща у фізіологічниї умовах характерний цілий каскад реакцій розщеплення. Цей каскад починається з Інтерлейкіну-1 – цитокіну, який секретується макрофагами та хондроцитами [130]. Він стимулює синтез та секрецію матриксних металопротеїназ та тканинного активатора плазміногену [131]. Наступна реакція каскаду починається з участі плазміногену в активації матриксних металопротеїназ. Він надходить до хряща з синовіальної рідини, або стимулюєтьсяя хондроцитами. Інтерлейкін-1 не тільки стимулює розпад хряща, але й гальмує регенерацію матриксу, стримуючи синтез глюкопротеїдів у хондроцитах [132]. Хондроцити, у свою чергу, продукують тканинні інгібітори металопротеїназ а також активатор плазміногену-1. Стромілізин розщеплює колаген ІІІ, ІV, V, ІХ типів, протеоглікани, фібриннектин та активує проколаген С-ендопептидазу та проколаген N-ендопептидазу. 

Метаболізм хондроцитів у фізіологічних умовах визначається дією цитокінів та механічним навантаженням на хрящ. Статини та довготермінові навантаження пригнічують синтез глюкопротеїдів і білка [133], в той же час, як короткотермінові навантаження стимулюють біосинтез матриксу. Одна з найбільш ранніх і незворотніх змін у матриксі – це порушення орієнтації та розмірів колагенових волокон і зв’язку між ними, що призводить до руйнування колагенової мережі.Основна роль у руйнуванні матриксу хряща належить плазміну, лізосомальним ферментам та матриксним металопротеїназам в незалежності від того, які фактори  стимулюють їх синтез та секрецію [134].

А відносно корткочасні навантаження стимулюють біосинтез матриксу. Порушення орієнтації та розміру колагенових волокон і зв’язків між колагеновими волокнами призводять до руйнування колагенової мережі, що є одним із найбільш ранніх та незворотніх змін у матриксі. Основна роль у руйнуванні матрикса хряща належить плазміну, лізосомальним ферментам та матриксним металопротеїназам незалежно від факторів, які стимулюють їх синтез- та секрецію, хоча певне значення може мати і перенавантаження хряща [135]. Тимчасово стабілізувати стан хряща спроможні тканинні інгібітори металопротеїназ та активатори плазміногену-1. ІФР-1 , які трансформує фактор росту β і основний фактор фібробластів, у свою чергу сприяє регенерації хряща або, як мінімум, уповільнює його руйнування. Рівень тканинних інгібіторів металопротеїназ підвищується, але в значно меншій мірі, ніж рівень самих металопротеїназ. Слід підкреслити, що остеоартроз не є дегенеративним захворюванням, бо хондроцити при ньому проліферують та синтезують підвищену кількість глюкопротеїдів колагену та інших білків, а також нуклеїнових кислот. Підтримувати хрящ у функціональному стані на протязі багатьох років дозволяє висока активність хондроцитів, що у свою чергу призводить до підвищення концентрації глюкопротеїдів та потовщення хряща  - компенсований остеоартроз. Нажаль, регенеративна тканина не на стільки резистентна до навантажень, як нормальний гіаліновий хрящ. І, як результат, швидкість синтезу глікопротеїдів уповільнюється, хрящ стає більш тонким і настає кінцева стадія ОА. Фагоцитоз уламків хряща та кістки з ураженою суглобною поверхнею обумовлюють розвиток синовіїту, який супроводжується вивільненням із хряща розчинних молекул матриксу, або роздратовуючої дії кристалів пірофосфату кальцію, або гідроксиапатиту, До хронічного синовіїту із малою активністю призводять відкладення імунних комплексів, які містять антигени матриксу хряща в сполучній тканині суглоба [136]. Набагато рідше зустрічається синовії з довготривалим перебігом захворювання. Рядом дослідників встановлено, що гіперекспресія ЦОГ-2 при остеоартрозному синовіїті є захисним феноменом, який спрямований на синтез простагландину Е2, який активує хондроцити, а отже приймає участь у репарації хряща після ушкодження. Можна зробити висновок, що локальне запалення при остеоартрозі має декілька маніфестацій: сприяє диференціюванню хондроцитів, реалізує антипроліферативну дію, та цитокін-опосередковане руйнування хряща, пригнічує синтез мембранних інгібіторів металопротеїназ, підсилює синтез колагену та протеогліканів. В основі порушення метаболізму хряща при отеоартрозі лежать кількісні та якісні зміни протеогліканів у першу чергу агреккани основної речовини хряща, які забезпечують сталу структуру колагенової мережі [137]. У фізіологічних умовах процеси синтезу та деградації суглобного хряща врівноважені між собою. Характерною ознакою деструктивних процесів у хрящі при ОА  є втрата матриксом глікозаміногліканів (гіалуронової кислоти, кератинсульфату, хондраітинсульфату) поверхневої, проміжної та глибокої зони. Також спостерігається зменшення молекули протеогліканів у якої з'явлється спроможність до виходу з матриксу хряща.
Змінені мілкі протеоглікани можуть поглинати воду, але не в стані її утримувати. Надлишкова вода поглинається колагеном. Він набрякає, роз-волокнюється і в результаті відбувається зниження резистентності хряща.
Втрату хрящових протеогліканів можна вважати початковим етапом розвитку остеоартрозу, який пов'язаний або із якісною неповноцінністю протеогліканів,внаслідок порушення їх синтезу хондроцитами, або через їх активне руйнування лізосомальними протеолітичними ферметами. Останні можуть надходити із лізосом хондроцитів шляхом їх некрозу, який розвивається внаслідок механічного ушкодження поверхневої частини хряща, а також метаболічних порушень, гіперсенсибілізації, гіпервітамінозі, порушенні мікроциркуляції в тканинах суглобу [138]. Під віпливом цих ферментів відбувається деполяризація протеогліканів з утворенням більш мілких глікопротеїнових комплексів. 
Доведено, що хондроцити мають значну чутливість до кількості протеогліканів у матриксі хряща і швидко реагують на зміни його кількості у хрящовій тканині. При ушкодженні хондроцитів вони виробляють нехарактерні для нормальної хрящової тканини колаген та протеоглікани , а саме – короткий колаген, який не утворює фібрил та низькомолекулярні мілкі протелоглікани, які нездатні сформувати агрегати із гіалуроновою кислотою. Це призводить до втрати біохімічних властивостей матриксу хряща. 
Неоднозначно на сьогоднішній день з’ясована роль запалення у патогенезі ОА. Традиційно вважається, що остеоартроз не є запальним захворюванням. Однак, останні літературні дані свідчать, що запальний компонент присутній у переважної кількості хворих [139], зокрема при гістологічному дослідженні синовіальної оболонки виявляється її гіперплазія та накопиченя мононуклеалів [140]. Це запалення фокальне і чітко виражене у місцях прикріплення синовії до хряща. Доведена ключова роль онкопротеїнів [141], які приймають участь у транскрипції прозапальних генів при розвитку на тлі остеоартрозу синовіїту. Міграція лейкоцитів у синовіальну оболонку колінних суглобів доведена при гонартрозі. Вміст С-реактивного білка як системного маркера запалення збільшується у багатьох хворих із остеоартрозом. Тому його можна розглядати в якості діагностичного фактора прогресування захворювання [142]. Збільшення кількості гіалуронової кислоти у сироватці крові, яке відбувається при запальних артропатіях, перш за все при ревматоїдному артриті, спостерігається і у хворих остеоартрозом. Під дією кортикостероїдів секреція гіалуроноавої кислоти синовіальними клітинами зменшується. Цим пояснюється позитивний терапевтичний ефект від внутрішньосуглобного введення кортикостероїдів при синовіїті у хворих остеоартрозом [143]. 

Вивільнення біологічно активних речовин сприяє розвитку запалення і, як наслідок, відбувається подальше ушкодження синовіальної оболонки суглобу та посилення продукції прозапальних цитокінів [144]. Під час експериментів на тваринах було доведено, що ступінь запального процесу напряму корелює із рівнем деградації хряща. Вираженість набряку тканин суглоба та гіперемія у хворих з гонартрозом асоціюється із несприятливим прогнозом.

Секреція запальних цитокінів (Інтрерлейкін 1β, Інтерлейкін-6 та Інтерлейкін 10) є тим механізмом, через який запалення приймає участь у деградації хряща. Вони також реалізують вивільнення ушкоджуючих ферментів колагеназ, простагландинів, активаторів плазміногену та стромілізину [145]. Цей ефект відіграє ключову роль у моделюванні запалення та сприйнятті болю. Гістамін та брадикінін, як маркери запалення, здатні самостійно стимулювати первинні аферентні нервові волокна у той час, як інтрерлейкін1β, Інтерлейкін 6, лейкотрієни та простагландини можуть активувати чутливість цих волокон до різних екзогенних подразників.

Вивільнені протеоглікани, а також продукти розпаду колагену та хондроцитів, як антигени, можуть індукувати утворення антитіл з формуванням запального процесу. Нейтрофіли та макрофаги шляхом фагоцитозу утилізують фрагменти хряща, в результаті чого утворюються «ревматоїдоподібні клітини». Під час фагоцитозу виділяються лізосомальні ферменти (еластаза, колагеназа), та утворюються кініни, які підвищують проникність капілярів. Цитокіни прозапальної дії, зокрема Інтиерлейкін 1β та ФНПa сприяють підтриманню локального запального процесу у тканинах суглобу при ОА. Вони синтезуються макрофагами запальної синовіальної оболонки разом із інтерлейкіно- та інсуліноподібними факторами. В результаті цього посилюється патогенез реактивного синовіїту, що призводить до дегенерації хряща [146]. Існують дані про широку розповсюдженість запалення синовіальної оболонки, яке виявляється при артроскопії більше ніж у половині випадків. Для субклінічного синовіїту характерна значна деструкція хряща, а саме збільшення частоти ерозій. Саме підтвердження запалення синовії є у прогностичному сенсі негативною ознакою [147]. Доведена наявність кореляційного зв’язку між ступенем дисметаболізму та вираженістю рентгенологічних змін у колінному суглобі [148]. Проте ступінь деструкції хряща не корелює із рентгенологічною стадією остеоартрозів, зокрема гонартрозу і посилюється тільки при наявності субклінічного синовіїту. Це може свідчити перш за все про недостатність об’єктивної оцінки рентгенологічних досліджень стану хряща та тяжкості остеоартрозів [149]. Одним з основних метаболічних процесів, які регулюють запалення, є перекисне окислення ліпідів [150]. Ініціаторами активації перекисного окислення ліпідів є гіпоксія, яка спостерігається при ОА [151]. Внаслідок руйнування та поглинання полінуклеарними лейкоцитами шляхом фагоцитозу частинок хряща, відбувається вивільнення лізосомальних ферментів, зокрема еластази, колагенази і фосфоліпази [152] та супероксидних радикалів (перекис кисню, супероксиданіон О2) які є медіаторами та модуляторами гострого та хронічного запалення [153].  Фосфоліпаза каталізує вивільнення арахідонової кислоти, яка у свою чергу є субстратом для ПОЛ. Продукти перекисного окислення ліпідів циркулюючи у крові здійснюють вазоконстрикторну та пряму цитотоксичну дію [154]. Асоціація між антиоксидантною системою та перекисним окисленням ліпідів вже на першій стадії остеоартрозу зникає [155]. Це безумовно грає ключову роль у патогенетичних механізмах захворювання. Визначення стану ПОЛ у хворих остеоартрозом пов’язане із зв’язком його показників із тяжкістю деструктивних процесів, а також із наявністю компенсаторних можливостей організму [156]. Ожиріння також сприяє активації перекисного окислення ліпідів. Доведено, що не дивлячись на те, що хондроцити при остеоартрозі продукують велику кількість реактивних кисневих радикалів NО, а сам оксид азоту відіграє важливу роль у порушенні функції хондроцитів при даному захворюванні [157] їх ушкоджуючий ефект більше реалізується у пацієнтів із ревматоїдним артритом [158]. При дослідженні синовіальної рідини рівень вільних радикалів, які руйнують її білки, був у двічі вищий при ревматоїдному артриті у порівнянні з остеоартрозом [159]. Був зроблений висновок про велике потенційне значення як протеолітичних ферментів, так і вільних радикалів у патогенезі остеоартрозів та ревматоїдних артритів. Це є суттєвим патогенетичним обґрунтуванням для розробки нових препаратів, які пригнічують активність протеаз та вільних радикалів [160].  Як маркер останніх, що приймають участь у перекисному окисленні ліпідів, в синовіальній рідині визначають також малоновий діальдегід (МДА). При остеоартрозі МДА підвищується у синовіальній рідині на початкових стадіях захворювання [161].
1.3 Розвиток ендотеліальної дисфункції при остеоартрозах

Якщо розлядати остеоартроз як запальне захворювання, то перш за все слід розглянути початок ендотеліальної дисфункції [162].  Був проведений ряд досліджень для оцінки ушкодження ендотелію при остеоартрозі, які не виявили різниці у кількості циркулюючих ендотеліоцитів між групами хворих остеоартрозом та ревматоїдним артритом [163], проте із встановленою ендотеліальною дисфункцією.

Вірогідність розвитку тяжких побічних ефектів з боку серцево-судинної системи набагато вища у хворих, які мають кардіоваскулярні фактори ризику [164, 165]. Гіпертонічна хвороба, цукровий діабет 2-го типу, а також абдомінальне ожиріння, є важливим фактором розвитку атеросклерозу і можуть призвести до розвитку первинного остеоартрозу [166]. Поєднання гіперінсулінемії, порушення толерантності до глюкози чи цукрового діабету 2 типу, абдомінального ожиріння, артеріальної гіпертензії, дисліпідемії, мікроальбумінемії, гіперурікемії, які можна визначити єдиним терміном – метаболічний синдром - входить у найчастіші серцево-судинні захворювання із високим відсотком летальності [167]. Важливим фактором, який впливає на кількість кардіологічних ускладнень, є ефективне лікування хронічного болю. Це положення підтверджене дослідженнями, під час яких виявлено позитивний вплив протизапальних препаратів на розвиток серцевої недостатності у хворих артритами [168].

Для останніх десятиліть були характерні не тільки інтенсивний розвиток наших уявлень про патогенез остеоартрозу, але й критичний перегляд цілого ряду постулатів про етіологічні фактори, патогенез та лікування цього захворювання. Для патофізіологів та клініцистів чітко окреслився напрям для вивчення ендотеліальної дисфункції, як основного модулятора патології гемостазу, опорно-рухового апарату, серцево-судинної системи та органів-мішеней [169]. На сьогоднішній день ендотелій розглядається як окремий гетерогенний та десемінований орган, який регулює секреторну, метаболічну та імунну функції організму [170]. Ендотелій також регулює адгезію та агрегацію тромбоцитів і процеси згортання крові [171, 172]. Він також приймає активну участь у підтримці судинного тонусу, регулює про- та  антикоагулянтну і фібринолітичну активність, приймає активну участь у процесах ангіогенезу та запалення [173-180].

Варто також звернути увагу на наступне. Основними клінічними ознаками ОА є біль в уражених суглобах, їх деформація, зниження мобільності [181-184]. Больовий синдром розглядається не стільки як місцевий патологічний процес, скільки як загальний прояв дисметаболізму [185-187]. Суглоб як структурна одиниця організму тісно пов'язаний, як функціонально так і морфологічно, з іншими тканинами та системами. Тому біль при ОА можна класифікувати як внутрішньоорганний (інтраартикулярний), параорганний (параартикулярий) та позаорганний (екстраартикулярний). В залежності від етіологічних факторів виділяють декілька типів болю [188, 189]. Механічний тип характеризується виникненням болю під впливом фізичного навантаження та затиханням у період нічного відпочинку. Це пов'язазано із зниженням амортизаційної здатності хряща та кісткових підхрящових структур. Короткотермінові “стартові болі”, виникають після періоду спокою і відбуваються на тлі рухової активності. Вони обумовлені тертям суглобних поверхонь, на яких осідає детрит. Нічні безперервні болі тупого характеру пов'язані із венозним стазом у субхондріальній спонгінозній частині кістки та підвищенням внутрішньокісткового тиску. Зміна розподілу навантаження під час руху в артрозному суглобі збільшує компенсаторне навантаження на параартикулярний апарат. Як результат, виникає рефлекторний спазм навколишніх м'язів та розвивається бурсит, тендовагініт і реактивний синовііт. Таким чином, формується хронічний больовий синдром. Слід підкреслити, що багато авторів вважають інтенсивні болі на ранніх стадіях ОА універсальним прогностичним фактором тяжкоті перебігу захворювання [190-192]. Екстраартикулярний біль пов'язаний із супутніми захворюваннями, зокрема атеросклеротичним ураженням судин, цукровим діабетом, артеріальною гіпертензією, наявністю недостатності великого кола кровообігу та ожирінням, які впливають на тяжкість клінічних проявів та функціональну недостатність при ОА [193-196]. Разом із тим, вірогідність розвитку коморбідних станів у хворих остеоартрозами значно вища, ніж у пацієнтів без даної форми уражнення  суглобів [201]. Рядом авторів виявлено часте сполучення остеоартрозів із серцево-судинними захворюваннями, при цьому був зафіксований більш високий рівень смертності в результаті судинних катастроф у хворих [202-204]. Також звертають увагу на часте поєднанння ОА та артеріальної гіпертензії [205-208]. 

Довготривалий больовий синдром, який разом із хронічним запаленням та необхідністю курсових прийомів нестероїдних протизапальних препаратів створює патогенетичні передумови для розвитку у хворих ОА дисфункції ендотелію. І, як наслідок, - артеріальної гіпертензії. Хронічний біль підвищує активність таламічних центрів головного мозку та секреції катехоламінів [209-210]. Посередники запалення такі як Інтерлейкін 1β, Інтерлейкін-6, ФНПа, С-реактивний білок, фібриноген розглядаються як важливі фактори, які впливають на функціональний стан ендотелію, котрий, у свою чергу, є ключовим регулятором судинного тонусу [211-213]. Слід підкреслити, що при ОА навіть без вираженого запального процесу спостерігається поміркована ендотеліальна дисфункція, яка супроводжується ендотеліоцитемією [214-215]. Больовий синдром призводить до примусового обмеження руху в ураженому суглобі і, як результат, до зменшення загальної рухової активності. Загально відомо, що ризик розвитку серцево-судинних захворювань у зв'язку з гіподинамією можна порівняти із ризиком, пов'язаним із такими факторами, як куріння та гіперхолестеринемія [216]. Застосування НПЗП при лікуванні остеоартрозів нажаль активує розвиток дисфункції ендотелію при даній патології, тому що протизапальні засоби інгібують синтез вазодилятуючих простагландинів, тож порушують рівновагу у системі регуляції судинного тонусу [217-219]. Із зменшенням рівня простациклінів відносно збільшується концентрація Тромбоксану А2 — сильного вазоконстриктора, який до того ж має потужну прокоагулянтну дію [220]. Збільшуючи реабсорбцію натрію у визхідному відділі петлі Генлє і тим самим утворюючи збільшення рідини в організмі, НПЗП сприяють формуванню артеріальної гіпертензії [221]. 

1.4 Вплив оксиду азоту і механізмів його синтезу на патогенетичні ланки остеоартрозу

Оксид азоту є одним із універсальних регуляторів клітинного та тканинного метаболізму. Це вільнорадикальний газ, який безперервно виробляється в організмі із L-аргініну ферментативним шляхом та має період напіврозпаду близько 5 секунд [222]. Зазначається, що оксид азоту є ідентичним до ендотеліального фактора релаксації (EDRF), який опосередковано через активацію розчинної гуанілатциклази та подальший синтез вторинного мессенджера циклічного гуанозинмонофосфата сприяє вазодилятації [223-226]. 

В хрящовій тканині колінного суглобу конститутивну NO-синтазу до цього часу виявити не вдалося, але у щурів цей фермент експресує хондрондробласти та хондроцити, а також ендотеліоцити синовіальної оболонки, фібробласти та синовіоцити [227]. Відсутність зафарбовування  на NOS у хондроцитах людини не суперечить даним про наявність іNOS в цих клітинах при запаленні [228, 229]. Всі типи хрящової тканини за виключенням хряща, який покриває меніски, після стимуляції цитокінами синтезують велику кількість NO. І треба заначити, що у людей цей процес протікає більш інтенсивно, ніж у експериментальних тварин [230]. Здебільшого хондроцити відповідають на вплив Інтерлейкіну-1 і в меншій мірі на ФНП, Інтерлейкін-17 [231]. При виділенні хондроцитів із здорових суглобів людини також відсутня мРНК, яка кодує конститутивну лізоформу NOS [232]. Варто зазначити, що за останній час з’явились дані про незвичну форму NOS, яка локалізована в хондроцитах суглобів, які уражені остеоартрозом [233]. Автори роблять висновок, що йдеться про нову форму ізоферментів – остеоартрозну NOS, яка є аномальною формою нейрональної NOS. Дослідження, які були проведені на людському та бичачому хрящі, виявили що поверхневий шар хряща у відповідь на стимуляцію Інтерлейкіном-1 продукує значно більшу кількість NO у порівнянні з глибоким прошарком [234, 235]. Це узгоджується із даними про те, що поверхнева зона хряща містить більшу кількість рецепторів першого типу до Інтерлейкіну-1. Багатьма дослідженнями була ідентифікована індуцибельна NOS в хондроцитах [236, 237]. Капсула та синовіальна оболонка плечового суглобу людини, а також передня та задня хрестоподібні медіальні та латеральні коллатеральні та власна зв’язка наколінника собак були негативні по усіх лізоформах NOS [238]. Дослідження продукції NO у передній та задній хрестоподібних та медіальній коллатеральній зв’язці кролика виявили, що при стимуляції Інтерлейкіном-1  у тканинах хрестоподібних зв'язок та в культурі клітин визначали велику кількість NO. В той час, як у тканинах коллатеральної зв’язки в умовах стимуляції визначалась невелика кількість NO і в культурі клітин оксид азоту не визначався [239]. Виходячи з цих даних автори  роблять висновок про потужні репаративні можливості медіальної колатеральної зв’язки та їх відсутність у хрестоподібних зв’язках. Також немає єдиного погляду на продукцію NO у клітинах синовіальної оболонки. За даними досліджень [240] у людини та у щурів NADPH-d містить однакові елементи синовіальної оболонки, хоча у тварин домінує популяція NADPH-d позитивних фібробластів з високою та помірною мірою активності фермента. Ряд авторів [241]  не змогли ідентифікувати конститутивну NOS у капсулі та синовії плечового суглобу людини та колінному суглобі собак. Проте у тканинах манжети плечового суглобу людини виявлена експресія усіх ізоферментів NOS. У покривному прошарку синовії базовим джерелом NOS2 є СD-68, макрофаги та в меншій мірі фібробласти. Нейтрофіли, Т і В лімфоцити не експресували NOS-1 [242]. Такі самі ефекти були виявлені у хворих остеоартрозом, але інтенсивність експресії у них була значно меншою. Не було виявлено ознак експресії NOS-2 також у зразках здорового хряща та синовіальній оболонці, які брали у хворих з переломом шийки стегна [243]. Хондроцити та синовіальна тканина продукують підвищений рівень нітритів, а от додавання L-NMMA до культури клітин пригнічує їх синтез. В нормі остеоцити містять ферментні молекули NOS-3 [244]. У надкісниці під час за живлення переломів визначали всі три ізоформи NOS (NOS1, NOS2, NOS3) [245]. 


Присутність NOS у зразках хряща, які одержували від хворих з остеоартрозом, не означає автоматичний синтез NO. Деякими дослідженнями було доведено, що не дивлячись на підвищену продукцію NO у хрящі хворих остеоартрозом у порівнянні з нормальними зразками, вона складала тільки 25% від рівня того самого хряща після його інкубації з Інтерлейкіном-1 [246]. Цей факт свідчить, що синтез NO у хворому хрящі відбувається у підвищених кількостях із періодичною активацією, яка залежить від прогнозу патологічного процесу [247]. Відповідно, експресія NOS не завжди може співпадати з інтенсивністю утворення NO. 

Ключові фізіологічні ефекти NO у інтактному організмі пояснюють участь цієї молекули у розвитку багатьох патологічних процесів. На сьогоднішній день доведено,  що оксид азоту приймає активну участь у патогенезі серцево-судинних патологій (атеросклероз, артеріальна гіпертензія, інфаркт міокарда, дегенеративні захворювання нервової системи та інсульти, аутоімунні захворювання) [248], цироз печінки, процеси гострого та хронічного запалення, онкологічні захворювання [249]. 


Велика кількість публікацій присвячена участі оксиду азоту у запальних захворюваннях суглобів. Рівень нітратів у крові хворих на артрит корелює із кількістю припухлих суглобів (148). В цій групі пацієнтів були визначені кореляції між ступенем запалення та метаболітами NO [250]. Концентрація похідних оксиду азоту також корелює у цих пацієнтів із рівнем ФНП та Інтерлейкіну-6 [251, 252].

На сьогоднішній день остаточно не з’ясоване питання: чи є підвищена продукція оксиду азоту про- або протизапальним фактором. На користь прозапальних ефектів NO свідчить підвищення судинної проникності у запалених тканинах, генерація деструктивних вільних радикалів (перш за все мова йде про пероксинітрит), індукція циклу оксигеназ і прозапальних цитокінів (Інтерлейкін-1, ФНП). Оксид азоту приймає участь у активації металопротеїназ та синтезі антигенних цитокінів. При введенні інгібіторів синтезу NO відбувається регресія експериментальних моделей артритів. Всі ці факти підтверджують прозапальну роль NO. Проте, оксид азоту та його дериват S-нітрозоглутатіон інгібують синтез ДНК в Т-клітинах із подальшим посиленням внутрішньоклітинної концентрації циклічного цГМФ. Цим можна пояснити супресію функції Т-клітин у хворих на артрози. Цілком ймовірно, що NO відтворює протилежні біологічні ефекти в залежності від локальної концентрації і скоріш за все більше регулює запальний процес, ніж є його безпосереднім медіатором [253].

Зміна суглобового хряща під впливом генетичних, нейроендоендокринних та травматичних факторів грає ключову роль на початкових етапах формування остеоартрозу [254]. Швидкість патологічного процесу залежить від порушення регіонального кровотоку та реології  [255]. Доведено, що зміна динаміки кровообігу безпосередньо впливає на розвиток захворювання [256].  Також виявлена важлива роль артеріальної ішемії у дегенерації суглобного хряща [257]. Велике значення має зона сполучення магістрального кровотоку із мікроциркуляторним руслом, а саме зона термінальних артерій та артеріол [258] з одночасним або подальшим ураженням капілярної мережі суглобних та навколосуглобних тканин [259]. Доведено, що порушення у вигляді спазму артеріол [260]  впливає на тяжкість захворювання. В той же час артеріальні судинні реакції мають рефлекторний характер у зв’язку з больовим синдромом, а тому не є патогенетичним механізмом прогресування дегенеративного дистрофічного процесу [261]. Встановлено, що більш виражені зміни кісткових структур та суглобного хряща при остеоартрозах супроводжуються не збільшенням, а зменшенням кровотоку через термінальні артерії за рахунок порушення тонусу судин мікроциркуляторної ланки [262]. Важливість останньої для збереження гомеостазу підтверджує взаємозв’язок підвищеного венозного тиску із синовіїтом [263]. Також доведена пряма залежність між ступенем артрозу та венозним відтоком [264]. 

    Стан судинної та мікросудинної ланки в прооперованих кінцівках є маркером відновлення рухової функції суглобів після хірургічного втручання [265]. Як висновок можна зазначити наявність тісного взаємозв’язку між станом мікроциркуляторного русла у субхондральних відділах кістки, синовії та процесами відновлення рухливої функції суглобів. При біопсії синовії виявляли спустошення мікроциркуляторного русла [266], яке поглиблює ішемію суглобу та навколосуглобних тканин, дифузне розростання фіброзної тканини у субсиновіальному прошарку та в капсулі суглобу. Це призводить до її значного потовщення та стискання мікроциркуляторної мережі [267]. 
Вищезазначені зміни дали можливість виділити у хворих остеоартрозом «синдром капіляротрофічної недостатності». В результаті цього виникає тканинна гіпоксія, яка поглиблює дегенерацію суглобного хряща [268], а в ряді випадків є причиною порушень хрящового метаболізму [269]. Виявлено зниження базального кровотоку над ураженим суглобом та на протязі ураженої кінцівки за допомогою лазерної допплерівської флуометрії [270]. При цьому деякі збільшення магістрального кровотоку спостерігались у хворих із локалью запальною реакцією при синовіїтах та периартритах. Тенденція до зниження динаміки магістрального кровотоку спостерігалась у процесі лікування остеоартрозу. Виявлені певні закономірності судинних порушень в залежності від наявності синовіїту [271]. Значна роль в дегенерації суглобного хряща належить локальному запаленню [272]. Сам запальний процес у синовіальній оболонці характеризується розширенням та гіперемією вен, звуженням артеріол, лейкоцитарною інфільтрацією, підвищенням проникності капілярів та відкладенням фібрину [273]. Деякі автори відмічали значну залежність стану суглобного хряща від синовіальної мікроциркуляції [274]. Ними було доведено , що хронічне запалення суглоба призводить до зниження нейроваскулярної регуляції синовіального кровотоку.

Проблема запалення при остеоартрозі є дуже актуальною для сучасної патологічної фізіології, бо запальний процес є невід'ємною частиною патології суглобів [275].
Експериментальні дослідження та математичне моделювання виявили взаємозв’язок між артритичними змінами та ушкоджуючим навантаженням. Дослідженнями було доведено роль важкого фізичного навантаження як критичного компоненту деструкції. Молекулярні та біохімічні механізми переходу від нормального до дегенеративного стану внаслідок порушення метаболізму хондроцитів під дією механічного навантаження остаточно нез’ясовані. Є дані аналізу клітинної відповіді, яка включає вивільнення цитокінів, секрецію металопротеїназ матрикса та активацію ланки внутрішньоклітинних реакції. Але в цілому патофізіологічні аспекти остеоартрозу ще не є достатньо дослідженими [276].
Джерелом запалення є цитокіни, такі як Інтерлейкін 1β і ФНПa, які приймають активну участь у формуванні порочного кола  катаболічних та дегенеративних реакцій у хрящі [277]. Вони стимулюються металопротеїназами, які руйнують хрящовий екстрацелюлярний матрикс.

Роль запалення в патофізіології і прогресування раннього остеоартрозу підтримується даними про підвищення рівня С-реактивного білка у жінок на ранній стадії гонартрозу, що і визначає розвиток захворювання [278]. Секреція білків гострої фази у тому числі і С-реактивного білка, як відповідь на запалення регулюється та ініціюється такими медіаторами, як цитокіни, анафілотоксини та глюкокортикоїди. Деякі з них виділяються безпосередньо у середовищі запалення активованими макрофагами та лімфоцитами і можуть здійснювати як місцеву, так і загальну дію. Ключові цитокіни це Інтерлейкін-1, Інтерлейкін-6, Інтерлейкін-11, онкостатин-М, ФНПa [279]. 
 Основним активатором системи цитокінів є Інтерлейкін-1 [280].  Він здатен активувати Інтерлейкін-6 та Інтерлейкін-8, а також ФНПa – власного потужного синергіста [281]. Цей Інтерлейкін має широкий спектр локальних та системних ефектів. Перш за все – це активація Т- і В- лімфоцитів, індукція синтезу білків гострофазної відповіді, потужна пірогенна дія та збільшення експресії молекул адгезії на ендотеліальних клітинах [282]. Стимульовані цим цитокіном синовіальні клітини продукують простагландини, коллагеназу, а хондроцити – металопротеїназу, що сприяє резорбції кісткової тканини [283].  Основу регуляції гострофазної відповіді складають інгібітори Інтерлейкіну-1 [284]. Доведено, що дефіцит утворення хондроцитами вроджениних регуляторів та антагоністів Інтерлейкіну-1 призводить до дегенеративних порушень у хрящовій тканині та початку остеоартрозу [285]. Виявлено підвищення ɣ-інтерферону у синовіальній рідині у пацієнтів з остеоартрозом із урахуванням його участі у патогенезі суглобних захворювань [286]. Рядом досліджень була доведена висока концентрація інтерлейкіну-18 у синовіальній тканині при остеоартрозах. Також рецептори, які синтезують зазначений інтерлейкін, виявлені у синовіальних лімфоцитах та макрофагах. Разом з Інтерлейкіном-12 та -15, Інтерлейкін-18 викликає активацію продукції ɣ-інтерферону синовіальною тканиною in vitro. Також Інтерлейкін-18 регулює стан колагену та активує розвиток ерозій, а також запальних артритів у експериментальних щурів. Це підтверджує його прозапальну дію in vivo [287].Синергетична дія Інтерлейкінів-12, 15 та 18  відіграє ключову роль, як в утворенні моноцитів, так і в підтриманні Th-1 відповіді при артритах [288]. 

Дія прозапальних цитокінів опосередкована оксидом азоту, який є ефекторною молекулою цитокінів [289].  Ця молекула відіграє значну роль у фізіологічних процесах, як універсальний регулятор функції клітин та систем [290], а також як обов’язковий компонент  у типових патологічних реакціях в організмі людини [291]. 

Визначалась роль оксиду азоту, синтезованого під дією індуцибельної NО-синтази у апоптозі клітин при ревматоїдному ураженні суглобів. Було виявлено у синовіальній оболонці і хрящі пацієнтів з ревматоїдним артритом значне збільшення клітин під час апоптозу в порівнянні з остеоартрозом. З цього можна зробити висновок, що синтез NО, як медіатора апоптозу, пригнічується і процес може мати зворотній розвиток під дією інгібіторів NО-синтаз [292]. Спроможність інгібувати утворення NО мають трансформуючий ростовий β-фактор [293], Інтерлейкін-4 [294], Інтерлейкін-8, Інтерлейкін-10, 13, стимулюючий макрофаги білок, із лікарських препаратів – циклоспорин, метотрексат, глюкокортикоїди, НПЗП [295-302].

Незважаючи на досягнені результати слід підкреслити складнощі клінічної інтерпретації запалення суглобів та синовіїту на тлі остеоартрозу. За даними літератури можна зробити висновок про високу інформативність показників похідних оксиду азоту при патології суглобів. На сьогоднішній день багато патогенетичних та клініко-діагностичних аспектів цих показників при остеоартрозі недостатньо вивчені. 

Безумовний інтерес викликає локальний синтез NО при патології суглобів. Були встановлені наступні поза-  та внутрішньосуглобні джерела продукції NО при артритах: синовіальні фібробласти [303], ендотеліальні клітини [304], моноцити/макрофаги периферичної крові та синовіальної мембрани [305], остеобласти [306], синовіоцити [307] та хондроцити [308]. Значна кількість NО в запальних суглобах у відповідь на цитокіни здатна генерувати синовіальні фібробласти, остеобласти, макрофаги та хондроцити [309]. Продукція оксиду азоту у суглобах доведена шляхом визначення нітратів та нітритів у синовіальній рідині. Відзначалось, що ці показники суттєво вищі при ревматоїдному артриті у порівнянні з даними хворих на остеоартроз. Порівняння з відповідними проказниками у сироватці крові підкреслює локальний синтез NО [310]. NО активно приймає участь у запальних процесах при артритах [311], але достеменно невідомо, сприяє він запаленню чи навпаки, блокує його розвиток. Складається враження, що дія оксиду азоту на ушкоджену тканину при артрозах в більшій мірі опосередкована, ніж пряма [312].  Оксид азоту у фізіологічних умовах гальмує кісткову резорбцію остеокластами [313, 314]. А при патологічних процесах, пов’язаних з активацією цитокінів, оксид азоту активно включається у патогенез остеопорозу [315, 316]. Збільшення кількості NО запаленою синовіальною тканиною призводить до посилення кісткової резорбції [317] та пригніченню синтезу колагену і протеогліканів [318, 319], гальмуванню остеогенезу [320, 321], індукції апоптозу хондроцитів [322, 323] та до активації металопротеїназ [324]. Відомо, що апоптоз – це типова форма загибелі синовіальних клітин при остеоартрозі [325], який також індукується оксидом азоту. Перераховані ефекти NО мають вкрай негативний вплив на розвиток остеоартрозу та ревматоїдного артриту і це дозволяє розглядати оксид азоту, як ключовий медіатор запалення та активатор прогресування патологічного процесу. Можна зробити висновок, що подальше вивчення патофізіологічної ролі NО у патогенезі остеоартрозів відкриває нові перспективи корекції зазначеної патології. Регуляція синтезу оксиду азоту при ряді захворювань потребує в одних із них підвищення рівня NО, а  в других – зниження. В терапії артритів успішно застосовуються НПЗП, глюкокортикоїди та цитостатики. При цьому глюкокортикоїди інгібують експресію іNО-синтази [326].     

Незважаючи на певний прогрес в лікуванні остеоартрозів продовжується активний пошук нових шляхів корекції патологічного процесу з урахуванням вищезазначених патогенетичних механізмів. Це пов’язано перш за все із збільшенням частоти пацієнтів із прогресуючою деструкцією хряща та недостатніми терапевтичними результатами. Цілком можливо, що нові патогенетично обґрунтовані під час експерименту методи корекції відкриють перспективи в лікуванні дегенеративно-запальних захворювань суглобів.
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РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

2.1  Характеристика експериментальних груп дослідження

Дослідження проведене на білих щурах лінії Вістар (вік тварин – 3 місяці, маса – 180–220 г). Відповідно до задач роботи тварини були розподілені на 7 груп: 

1-а група – інтактна (n=20).

2-а група  – щурі, яким моделювали остеоартроз без подальшої корекції і виводили з експерименту на першому етапі (7-а доба) (n=40). 

3-я група  – щурі, яким моделювали остеоартроз без подальшої корекції і виводили з експерименту на другому етапі (21-а доба)  (n=40). 

4-а група –  щурі, яким експериментальний остеоартроз коригували за допомогою нестероїдного протизапального засобу (диклофенак натрію)  та аміногуадину і виводили з експерименту на першому етапі (7-а доба)  (n=20)

5-а група – щурі, яким експериментальний остеоартроз коригували за допомогою нестероїдного протизапального засобу (диклофенак натрію) та аміногуадину і виводили з експерименту на другому етапі (21-а доба)    (n=20)

6-а група –  щурі, яким експериментальний остеоартроз коригували за допомогою нестероїдного протизапального засобу та розчину L-аргініну і виводили з експерименту на першому етапі (7-а доба)  (n=20)

7-а група -  щурі, яким експериментальний остеоартроз коригували за допомогою нестероїдного протизапального засобу та розчину L-аргініну і виводили з експерименту на другому етапі (21-а доба) (n=20)

2.2 Характеристика маркерів дослідження та коригуючих засобів

Тварин виводили з експерименту на 7-у та 21-у добу після моделювання патологічного стану. НПЗП (диклофенак натрію), аміногуадин та L-аргінін вводили  з початку дослідження.

Проводили забір крові для біохімічного дослідження наступних показників:

Визначали рень Інтерлейкіну 1β та Інтерлейкіну 10, вміст фактора Віллебранда,  ендотеліну-1, NOх, активність ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз у крові експериментальних тварин; вплив аміногуадіну та L-аргініну.

Рівень фактора Віллебранда – загальноприйнятого маркера ендотеліальної дисфункції [1] визначали фотоелектроколориметричним методом по ристоцитиновому часі [2].
Визначення вмісту ендотеліну-1 – показника вазоконстрикторного потенціалу, проводили імуноферментним методом в сироватці крові.

Динаміку рівню Інтерлейкіну 1β та Інтерлейкіну 10 визначали шляхом імуноферментного аналізу.
Визначення активності ендотеліальної та індуцибельної синтази проводили спектрофотометричним методом [3, 4].
Аміногуадин – селективний інгібітор індуцибельної NО-синтази, експериментальним тваринам давали в дозі 15мг/кг/ добу у формі розчину в режимі вільного пиття [5]. 
Введення донатора оксиду азоту – розчину L-аргініну (СІМЕСТА, виробництво Китай, стандарт якості USP32) здійснювалось шляхом внутрішньо шлункового введення розчину L-аргініну на 0,9% розчині натрія хлориду через шприц з внутрішньошлунковим зондом (Покровский М.В., Покровская Т.Г., Корчаков В.И. и др., 2008). Використовували 1 мл 7 %-го розчину. Препарат вводили 1 раз на добу до вранішнього годування, щоденно протягом 10 днів (Покровский М.В., Покровская Т.Г., Корчаков В.И. и др., 2008).
Обидва препарати вводились протягом всього експерименту.

Дослідження проводили згідно з «Правилами виконання робіт з використанням експериментальних тварин», затверджених Наказом МОЗ України № 249 від 01.03.2012 та Законом України № 3447-IV «Про захист тварин від жорстокого поводження» (зі змінами від 15.12.2009 р. та від 16.10.2012 р.)

2.3 Характеристика експериментальної моделі остеоартрозу 
Деструктивно-дистрофічной процес хрящової тканини моделювали шляхом кріопошкодження колінного суглоба. Одноразово виконували внутрішньосуглобну ін’єкцію розчином охолодженого етанолу (Введенський Б.П., Гальченко С.Є., Ковальов Г.О., 2011).

Вибір даного способу моделювання обґрунтований тим, що він не потребує хірургічного втручання, дозволяє стандартизувати експериментальне відтворення патологічного процесу, знижує ризик ускладнень та не призводить до пошкодження параартикулярних тканин. Дана модель забезпечує високу повторюваність патогенетичних змін та наслідків змодельованого остеоартрозу [6].
Однією з найбільш вживаних моделей остеоартрозу є введення лабораторним тваринам преднізолону 1-2 рази на два тижні протягом місяця в дозі 15–25 мл, дана модель вважається стандартизованою [6, 7]. Але встановлений ряд недоліків даного способу відтворення деструктивно-дистрофічного процесу колінного суглоба: це не лише локальний, а і системний вплив на організм експериментальних тварин, ускладнення з боку ендокринної, травної, кістково-м'язової та серцево судинної систем, викликані патогенетичними проявами остеоартрозу, а самим препаратом. Також виявлений розвиток дерматологічних та алергічних реакцій на тлі введення преднізолону в умовах експерименту [6].
Ряд авторів відзначають, що зазвичай низькотемпературне моделювання деструктивно-дистрофічного процесу в суглобі – прямий вплив на суглобний хрящ струменем пари рідкого азоту під тиском 0,2–0,6 атм протягом 4–8 с [8]. Зазначається, що недоліком даного пособу є його складність, травматичність та ризик виникнення ускладнень, пов’язаних з хірургічним втручанням (травма структурних елементів суглобу, нестабільність функціонування внаслідок перерізання зв'язок, травмування при накладанні швів), пошкодження параартикулярних тканин парами рідкого азоту [6]. В нашому дослідженні використана модель, автори якої (Введенський Б.П., Гальченко С.Є., Ковальов Г.О., 2011) змоделювали досліджуваний патологічний процес шляхом кріовпливу: рідкою фракцією етанолу, охолодженого в парах рідкого азоту, що дозволяє інформативно оцінити патогенез остеоартрозу, уникнувши експериментального хірургічного втручання та пошкодження параартикулярних тканин, що має велике значення, враховуючи те, що ми оцінюємо в крові маркери запального процесу та функціонального стану ендотелію.
2.4 Методика гістологічного дослідження

Верифікацію розвитку остеартрозу та зміни в суглобі при корекції патологічного процесу здійснювали з використанням морфологічних методів дослідження. Макроскопічне (візуальне) дослідження ураженого суглобу здійснювали пальпаторним його обстеженням (розміри, болючість, температура). Для проведення гістологічного дослідження стану суглобу при  виведенні тварин з експерименту в них вилучали уражений суглоб з прилягаючими ділянками кісток. Отриманий зразок фіксували 24 години в 4% розчині параформальдегіду. Після звільнення суглоба від більшості оточуючих м'яких тканин і промивання його у воді на протязі 48 годин, зразок переносили в 5% розчин азотної кислоти (HNO3) на 7-10 діб (до його розм’якшення). Потім, після промивання водою на протязі 3-5 діб (воду замінювали кожну добу) його на 24 години занурювали в 2% розчин алюмокалієвих квасців. Потім зразок знову промивали дистильованою водою і проводили крізь спирти зростаючої концентрації та суміш спирт-ефіру. Зневоднений зразок заливали в целоїдин за загальноприйнятою методикою. З утворених блоків робили гістологічні зрізи 7-9мм'язів. завтовшки, які фарбували гемитоксилін-еозином. Отримані гістологічні препарати досліджували за допомогою світлового мікроскопа. Оцінювали стан фіброзної капсули, суглобного хряща, прилягаючих кісток та м'язів.

2.5 Статистична обробка отриманих результатів  
Перед тим, як використовувати параметричні, базовані на нормальності статистичного розподілу, методи, були використані методи перевірки досліджуваних рядів кількісних даних на нормальність за допомогою критерія Шапіро-Уілка (Shapiro-Wilk's W test). У зв’язку з нормальним розподілом цифрових даних в вибірках використовували параметричний критерій Стьюдента.
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РОЗДІЛ 3 

ДИНАМІКА МАРКЕРІВ ЗАПАЛЬНОГО ПРОЦЕСУ В КРОВІ ЕКПЕРИМЕНТАЛЬНИХ ТВАРИН ЗІ ЗМОДЕЛЬОВАНИМ ОСТЕОАРТРОЗОМ ТА ПРИ ЙОГО КОРЕКЦІЇ ТА РЕЗУЛЬТАТИ ГІСТОЛОГІЧНОГО ДОСЛІДЖЕННЯ
3.1 Дослідження динаміки прозапального та протизапального цитокінів на тлі експериментального остеоартрозу та його корекції
3.1.1 Динаміка Інтерлейкіну 1 β в крові щурів  
Отримані в результаті проведенного дослідження дані свідчать про розвиток запального процессу у тварин, яким моделювали патологічний процесс. У групі 2, в якій тваринам не проводилася корекція змодельованого ОА виявлене збільшення значень даного показника більш ніж у півтора рази у порівнянні з даними інтактних щурів (Таблиця 3.1). В тварин 3-ї групи виявлено, що рівень прозапального цитокіну зменшився лише на 2,6 % у порівянні з даними попередньої групи. Вищезазначене свідчить про те, що через 30 діб компенсаторно-відновні процеси у групі без корекції залучаються, але не значним чином. Динаміка прозапального цитокіну на першому етапі експерименту представлена на Рис.3.1.

Таблиця 3.1 – Результати дослідження рівню Інтерлейкіну 1 β в крові щурів під час експериментального остеоартрозу та його корекції

	Група
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	IL-1β
	35,54±0,86
	92,46±1,53

p21***
	90,08±
1,09

p31*** 

p32=0,077 
	44,11±
0,85

p41***
p42***
	42,84±
1,32

p51***
p54=0,42 

p53***
	43,38±
1,14

p61***
p62***
p64=0,61
	40,15
±0,98

p71=0,002

p76=0,038

p73***
p75=0,11


Примітка: *** – р<0,001

Наступний крок – порівняння груп, у яких проводилася корекція за допомогою стандартної терапії та аміногуанідину з даними інтактних тварин та щурів, у яких корекція не проводилася. Так при порівнянні даних групп №1 та №4 встановлені відмінності на рівні значущості р<0,001. Тобто на даному етапі результати четвертої групи ще не наближаються до значень інтактних тварин. Але варто зазначити, що рівень Інтерлейкіну 1β є на 52,3 % меншим у четвертій групі в порівнянні з другою, що свідчить про ефективність корекції.  
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Рисунок 3.1 – Рівень Інтерлейкіну 1β на першому етапі дослідження

Примітка: 7-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту

П'ята група отримувала таку ж комбінацію коригуючих засобів, що і четверта, але більш тривалий час. Тварини були виведені з експерименту на другому етапі дослідження. Рівень прозапального цитокіну в цієї групи дещо більшою мірою ніж четвертої наближається до значень інтактних тварин (різниця між даними 1-ї і 4-ї групп становила 24, 1 %, а 1-ї і 5-ї – уже 20,5 %, хоча відмінності при порівянні результатів 4-ї і 5-ї групп є статистично незначущими). Безумовно позитивним моментом є те, що рівень Інтерлейкіну 1β у пятій групі є на 52, 4 % нижчим ніж у групі №3, в якій тварини також виводилися з експерименту через 30 діб, але не отримували коригуючих препаратів.
Далі ми проводили порівняння результатів групи тварин, яка отримувала стандартну корекцію у поєднанні з розчином L-аргініну, який є донатором оксиду азоту з даними інших групп щурів.

На першому етапі рівень прозапального інтерлейкіну цієї групи наближається до значень інтактних тварин більше, ніж 4-ї групи (різниця при порівнянні даних інтактних тварин та щурів групи №6 дорівнює 22,1 %). Також результат цієї групи на 53,1 % кращий у порівнянні з тваринами, яким не коригували змодельовану патологію.  Звертає на себе увагу той факт, що включення донатора оксиду азоту до коригуючої терапії є більш ефективним, ніж залучення інгібітора індуцибельної NO-синтази при аналізі зміни Інтерлейкіну 1β: результат шостої групи виявився кращим на 35,6 % (р<0,001).

Динаміка прозапального цитокіну на другоме етапі дослідження представлена на Рис.3.2
[image: image2.emf]другий етап

30

40

50

60

70

80

90

100

IL-1β

 1-а група

 3-я група

 5-а група

 7-а група


Рисунок 3.2 – Рівень Інтерлейкіну 1β на другому етапі дослідження

Примітка: 21-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту

3.1.2 Динаміка Інтерлейкіну 10 в крові щурів  
При дослідження цього протизапального цитокіну встановлене його підвищення в усіх группах, в яких тваринам моделювали остеоартроз (Таблиця 3.2). Найбільш виражене – у щурів, яким не проводилася корекція патологічного стану. Так у другій групі рівень Інтерлейкіну 10 підвищився більш ніж у 3,5 рази (р<0,001). На другому етапі виявлене зниження цього показника у групі без корекції (группа №3) на 4,8 %, що свідчить про наявність залучення компенсаторно-відновних процесів організмцу піддослідних тварин, але їх вплив є невираженим.

У групі щурів, які отримували нестероїдні протизапальні засоби у поєднанні з інгібітором NO-синтази виявлена значна позитивна динаміка: отримані результати дослідження протизапального цитокіна є на 55,3 % кращими у порівнянні з даними групи без корекції (р<0,001). Але зазначена корекція не привела до повної нормалізації досліджуваного показника: рівень Інтерлейкіну 10 у 4-й групі на 59,5 % вищий ніж у інтактних тварин. 
Динаміка рівню протизапального цитокіну представлена на Рис.3.3 та Рис 3.4

Таблиця 3.2 – Результати дослідження рівню Інтерлейкіну 10 в крові щурів під час експериментального остеоартрозу та його корекції

	Група
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	IL-10
	17,12±0,69
	61,05±1,08

p21***
	58,14±1,30

p31***
p32=0,017
	27,31±
0,72

p41***
p42***
	25,12±
0,85

p51***
p54=0,056 

p53***
	25,54±
0,83

p61***
p62***
p64=0,12 
	23,44±
0,95

p71***
p76=0,11 

p73***
p75=0,19 


Примітка: *** – р<0,001
На наступному етапі результати тварин, які отримували зазначену терапію, були такими (Таблиця 3.2): різниця при порівнянні з даними інтактних тварин є меншою, ніж на попередньому етапі, і складає уже  46,7 %. Виявлено зменшення протизапального цитокіну на 8 % у порівнянні з даними групи 4 (щурі якої отримували таку ж корекцію, але були виведені з експерименту на першому етапі). Виявлене покращення на 56,8 % (р<0,001) у порівнянні з даними групи, якій не коригували патологічний процес протягом 30 діб.
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Рисунок 3.3 –Рівень Інтерлейкіну 10 на першому етапі дослідження

Примітка: 7-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту

Далі розглянемо результати групи, якій патологічний стан коригували за допомогою поєднання стандартизованої терапії та розчину L-аргініну. На першому етапі виявлено, що рівень Інтерлейкіну 10 перевищує його значення у інтактних тварин на 49, 2%, що є кращим результатом у порівнянні з даними групи, яка отримувала НПВС у поєднанні з аміногуадином на цьому ж етапі (рівень у групі №6 менший за результати групи 4 на 6,5 %). Також встановлено, що результат даної групи є на 58,2 % кращим ніж у групи, якій не коригували експериментальний остеоартроз.
На другому етапі у групі підтверджується більш виражена ефективність залучення донатора оксиду азоту до складу комплексної корекції. Так у групі з його використанням виявлено, що на другому етапі активність протизапального цитокіну на 59,7 % менша ніж у групі без корекції на цьому ж етапі. Відмінність від даних інтактних тварин уже меншою в порівнянні з даними іншої групи з корекцією і складає 36,9%.
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Рисунок 3.4 – Рівень Інтерлейкіну 10 на другому етапі дослідження

Примітка: 21-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту

3.2 Динаміка індуцибельної синтази оксиду азоту в крові щурів при експериментальному остеоартрозі та його корекції

На тлі розвитку експериментального остеоартрозу більш ніж у чотири рази підвищилась активність індуцибельної NО-синтази, що свідчить про розвиток запального процесу, та слугує ще одним підтвердженням прогресування дисфункції ендотелію (Таблиця 3.3). Динаміка активності індуцибельної синтази оксиду азоту на першому етапі експерименту представлена на Рис. 3.5. Зниження активності  даного фермента на другому етапі експерименту у групі без корекції є статистично незначущим. При дослідженні впливу аміногуадину на патологічний процес доведена його ефективність, як інгібітора індуцибельної NO-синтази  - виявлені відмінності у порівнянні з даними групи №2 на рівні значущості р<0,001 (на 19.2 %). 

Таблиця 3.3 – Результати дослідження активності індуцибельної NO-синтази в крові щурів під час експериментального остеоартрозу та його корекції

	Група
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	iNOS
	3,66±0,09
	17,32±0,31

p21***
	15,83±0,33

p31***
p32=0,002
	14,00±
0,42

p41*** 

p42***
	9,05±
0,47

p51*** 

p54***
p53***
	4,61±0,27

p61=0,003
p62***
p64***
	3,90±0,27

p71=0,42 

p76=0,038

p73***
p75***


Примітка: *** – р<0,001

Встановлено, що позитивний ефект більш виражено проявляється при тривалому введенні препарату: на другому етапі виявлене зменшення активності іNOS на 35,4 % у порівнянні з результатами тварин, які отримували таку ж корекцію та були виведені з експерименту раніше (на першому етапі). Результат цієї групи (група №5) свідчить про те, що акивність досліджуваного показника на 21-у добу нормалізувалась на 42,8 % у порівнянні з даними групи зі змодельованим ОА без корекції на цьому ж етапі (групи №3). У нашому дослідженні найбільш результативним було залучення донатора оксиду азоту до складу комплексної корекції: на першому етапі активність досліджуваного показника зменшилася на 73,4 % (у порівнянні з результатами групи щурів, у яких ОА моделювали без подальшої корекції). Також дані групи №6 свідчать про більш виражену нормалізацію індуцибельної синтази оксиду азоту (на 67,1 %) у порівнянні з даними групи №4, яка отримувала НПЗП та аміногуадин протягом 7 діб.
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Рисунок 3.5 – Активність iNOS на першому етапі дослідження

Примітка: 7-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту

Вищезазначене підтверджує відомі з літературних джерел дані щодо вираженого впливу L-аргініну на функціональний стан ендотелію та зменшення розвитку окислювального стресу на тлі запальних процесів (Таблиця 3.5). 
Більш тривале введення аргініну наблизило рівень активності іNOS до значень інтактних тварин (відсутні статистично значущі відмінності між даними сьомої та першої груп експериментальних тварин). У порівнянні з попереднім етапом результат є кращим на 15.4 % при даному способі корекції патологічного стану. Спостерігається нормалізація досліджуваного маркера на 56,9% у порівнянні з даними групи № 5, яка отримувала НПЗП та аміногуадин протягом 21-ї доби, та на 75,4 % у порівнянні з результатами групи зі змодельованим остеоартрозом без корекції (також 21-а доба). Динаміка активності індуцибельної синтази оксиду азоту на другому етапі дослідження представлена на Рис. 3.6.
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Рисунок 3.6 – Активність iNOS на другому етапі дослідження
Примітка: 21-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту

3.3 Результати гістологічного дослідження крові експериментальних тварин при моделюванні остеоартрозу та на тлі його корекції
3.3.1 Морфологія колінного суглоба при моделюванні  дистрофічно-дегенеративних змін

Оцінка змін в ураженому суглобі здійснювалась на 7-му та 21-у добу після моделювання патологічного стану. Спостереження за тваринами встановило, що на 7-му добу експерименту вони майже не використовували пошкоджену кінцівку при пересувані. Рухомість тварин знижена. Пальпаторне дослідження визначило болючість суглоба при торкані, збільшення його діаметру, та підвищення температури. Зміни діаметру суглоба відтворені в Таблиці 3.4.
Як виходить з даних таблиці 3.4  на 7-му добу дослідження діаметр суглоба збільшується на 24%  від норми.

Макроскопічне дослідження ураженого суглобу на 21-у добу експерименту встановило, що тварини використовували ушкоджену кінцівку, але дуже короткий термін, більший час тримали її піднятою. Рухомість тварин дещо збільшилася відносно попереднього терміну спостереження, але була менша ніж у інтактних тварин. Болючість при пальпації зберіглась, але була меншою ніж у попередньому терміні дослідження (тварини забирали кінцівку при торкані, але робили це без писку і не намагались вкусити дослідника). Температура суглоба майже не відрізнялась від неушкодженого, а діаметр зберігався збільшеним (Таблиця 3.4).

Таблиця 3.4 – Зміни діаметру суглоба (см) при моделюванні остеоартрозу та на тлі корекції патологічного процесу
	
	Контроль (см)
	7-а доба дослідження
	21-а доба дослідження

	Моделювання ОА без корекції
	0,75 ± 0,01
	0,93 ± 0,02

р***
	0,87 ± 0,01

р***

	Моделювання ОА з корекцією НПЗП та аміногуадином
	0,75 ± 0,01
	0,85 ± 0,01

 р**
	0,80 ± 0,02

  р**

	Моделювання ОА з корекцією НПЗП та L-аргініном
	0,75 ± 0,01
	0,80 ±  0,04
	0,80 ± 0,02


Примітка: ** – р<0,01, *** – р<0,01

Мікроскопія препаратів суглоба з дистрофічно-дегеративними змінами на 7-му добу експерименту визначила наступне.
Фіброзна капсула суглоба набрякливо потовщена, візуально можливо відокремити окремі пучки волокон. Фібробласти в помірній кількості, ядра їх овальні, збільшені, соковито забарвленні. В фіброзній капсулі визначається помірна інфільтрація лімфоїдними елементами. 

Суглобний простір зі щілинами. Хрящ, що вкриває суглобні поверхності не однакової товщини (рис. 3.7). Це обумовлено набряковими розпорошеннями окремих його ділянок. В надхрящовій частині основна речовина гомогенна, мутновата, клітини надхрящниці набряклі, ядра в них різних розмірів. У власне хрящі у поверхневих шарах чітко відокремлюються гнізда хондритів. Цитоплазма їх блідо забарвлена, ядра темні, середніх розмірів. Капсула гнізд потовщена. У глибині хряща спостерігаються збільшені в розмірах гнізда хондоцитів. В них виявлені поодинокі хондроцити, набряклі, ядра блідозабарвленні, збільшені у розмірі, в деяких гніздах визначаються клітинні тіні. 
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Рисунок 3.7 – Хрящ клітинного суглобу щура зі змодельованим остеоартрозом. 7-а доба дослідження. Надхрящниця мутновата, набрякла. Гнізда хондроцитів з товстою капсулою. Хондроцити з блідою цитоплазмою, помірною зафарбованістю ядер. Гнізда хондроцитів у глибинних шарах з клітинними тінями. Фарб.: гематоксилін-еозин. Зб.: х300

Кісткова тканина, яка прилягає до хряща з розширеними комірками, в яких спостерігаються скупчення гістіоцитарних елементів. Внутрішньокісткові балки різної товщини. Деякі з них, не замикають комірки. На поверхні балок спостерігаються соковитозабарвленні остеоцити. Щільність речовини балок різна, в деяких з них спостерігається блідозабарвленна основна речовина (рис. 3.8).
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Рисунок 3.8 – Кістка, що прилягає до хряща колінного суглобу щура зі змодельованим остеоартрозом. 7-а доба дослідження. Кісткові комірки різного розміру, скупчення гістіоцитарніх елементів. Кісткові балки різної щільності та різної збереженості. Темнозабарвленні остеоцити. Фарб.: гематоксилін-еозин. Зб.:х100
Гістологічне дослідження тканин ураженого суглобу на 21-у добу моделювання патологічного процесу показало наступні зміни. При дослідженні капсули суглобу встановлено збереження набряклого розпорошення фіброзних пучків, але, на відмінну від попереднього етапу дослідження, спостерігаються досить значні ділянки щільної фіброзної тканини. Лімфоїдна інфільтрація зберігається в вигляді невеликої кількості дифузно розсіяних елементів. Порожнина суглобу має щілинну конфігурацію. Суглобний хрящ зберігає нерівномірну товщину, що  зумовлено різною щільністю розташування клітинних елементів та різною кількістю основної речовини. Крім того, слід відзначити різну ступінь забарвленості основної речовини. В надхрящниці ділянки з підвищеною кількістю клітини чередуются з ділянками зі зменшеною їх кількістю. В ділянках з підвищеним вмістом клітин вони мають добре забарвленні середніх розмірів округлі ядра та ядра побільшенні з блідою зафарбованістю. В ділянках зі зниженою щільністю розташування клітин ядра збільшенні, блідозабарвлені. В хрящі досить рівномірно розташовані гнізда з блідозабарвленними хондроцитами. Основна речовина нерівномірного забарвлення, визначаються округлі фіброзні волокна (рис.3.9).
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Рисунок 3.9 – Хрящ суглобу щура зі змодельованим остеоартрозом. 7-а доба дослідження. Надхрящниця з неоднаковою щільністю клітин та неоднаковими ядрами. Хрящ з блідними хондроцитами. Зменшенна кількість клітинних елементів у комірки кістки. Фарб.: гематоксилін-еозин. Зб.: х100 

В кістці, що прилягає до хряща, спостерігаються комірки з різною кількістю клітинних елементів, але візуально їх менше, ніж на попередньому етапі дослідження. Характеристика кісткових балок та речовини кістки не відрізняється від опису попереднього терміну спостереження. 

3.3.2 Особливості структурних змін суглобу при остеоартрозі, коригованому нестероїдним протизапальним засобом та аміногуадином
Дослідження стану колінного суглобу у щурів цієї групи на 7-у добу експерименту встановили наступне. Тварини пересувалися по клітці досить активно, періодично використовуючи ушкоджену кінцівку. Пальпаторно суглоб слабкоболючий (тварини забирали кінцівку при торкані, але робили це без писку і не намагались вкусити дослідника). Температура суглобу майже не відрізнялась від неушкодженої кінцівки. Діаметр суглобу збільшений (Табл. 3.6).

При гістологічному дослідженні встановлено, що тканини навколо суглобу з помірним набряклим порушенням. Ознак їхньої лімфоїдної інфільтрації не встановлено. Порожнина суглоба щіляста. Суглобний хрящ неоднакової товщини, але його основна субстанція щільна, добре зафарбована з добревизначенними базофільними пучками фіброзних волокон. Надхрящниця щільна. Клітини її в потовщених ділянках розташовані у один шар з невеликими темнозафарбованними ядрами. На ділянках більшої товщини клітини надхряшниці розташовані неупорядковане (напливами). У частини з них ядра невеликі темні, у частині – ядра побільшенні зафарбуванні слабкіше, межі ядер нечіткі. У власне хрящі хондроцити скупчені у гніздах по дві клітини, а також розміщуюся поодинці. Ядра хондроцитів середніх розмірів, помірної зафорбованності, цитоплазма блідо базофільна, прозора. Капсула гнізд щільна. В кісті, що прилягає до хряща в комірках міститься помірна кількість клітинних елементів. Візуально їхня кількість менша ніж у щурів попередньої групи на 7 добу дослідження. Внутрішньокісткові балки досить масивні, їхня основна речовини добре зафарбована, але зустрічаються балки, які неповність прикривають внутрішньокістковий простір. На поверхні балок темнозабарвлені остеоцити. 
В цілому, можемо стверджувати про менше визначенні появи запальних та дистрофичних процесів, порівняно зі станом щурів такого ж терміну експерименту у групі без корекції. 
Дослідження стану пошкодженого колінного суглобу у щурів з моделлю остеоартрозу коригованого нестероїдним протизапальним засобом та аміногуадином на 21-у добу дослідження визначили виражені позитивні зміни. Спостереження за тваринами демонструє, що вони повністю використовують ушкоджену кінцівку, зменшення рухливості не визначається. Пальпаторно колінний суглоб не болючий, температура його така ж, як у неушкодженого суглобу. Діаметр суглобу майже відповідає даним контрольної групи (Табл. 3.6). При гістологічному дослідженні тканин, що охоплюють суглоб та капсули суглобу встановлена відсутність лімфоідної інфільтрації. Оскільки деякі пучки фіброзних волокон візуально можливо відокремити, то вочевидь слід говорити про залишкові явища набряку. Суглобна порожнина щіляста. 

Гістологічне дослідження суглобного хряща встановило наступне: поверхня хряща гладенька, товщина його однакова. Надхрящниця однакової товщини, основна речовина її слабобазофільна, спостерігаються окремі пучки фіброзних волокон.  Клітини її з округлими ядрами середніх розмірів помірного забарвлення, розташовані вони рівномірно у декілька шарів. У суглобному хрящі основна речовина єозінофільна, містить окремі базофільні пучки фіброзних волокон. Хондроцити в гніздах з щільною капсулою. Ядра їх середніх розмірів помірного забарвлення, цитоплазма бліда, слабобазофільна. Кістка, що прилягає до хрящя характеризується щільною темно еозинофільною основною речовиною. Балки помірної ширини, формують комірчини. На поверхні їх базофільні остеоцити, у комірчинах помірна кількість клітинних елементів та ліпідні включення. Таким чином, можемо стверджувати про наявність слабко визначених остаточних прояв дистрофічно дегенеративних процесів.

3.3.3 Особливості структурних змін суглобу при остеоартрозі, коригованому нестероїдним протизапальним засобом та L-аргініном
Спостереження за щурами цієї групи показало, що на сьому добу дослідження рухливість щурів зберігалась майже незміненою. Ушкоджену кінцівку вони користувалися досить активно, хоча на деякий проміжок часу підтягували її до тулуба. Пальпаторно визначалось невелика болючість (тварини забирали кінцівку при торкані, але робили це без писку і не намагались вкусити дослідника). Температура кінцівки тактильно не відрізнялась від температури на неушкодженій кінцівці. Діаметр суглоба майже не відрізнялася від значень норми (Табл. 3.6).

Дослідження гістологічних препаратів встановило невеликий набряк фіброзної тканини капсули суглоба, (волокна дещо мутноваті за забарвленням). Між пучками волокон поодинокі лімфоцити. Хрящ у суглобі майже однакової товщини на всьому протязі. В надхрящниці клітини розташовані в декілька шарів, ядра середніх розмірів, помірно забарвлені. Основна речовина слабобазофільна, гомогенна. У власне хрящі основна речовина гомогенна, але зустрічаються поодинокі фіброзні волокна. Хондроцити збільшенні, зібрані в гнізда, їх цитоплазма прозора, блідо базофільна, ядра дрібні темно забарвленні.  

Кістка, яка прилягає до хряща характеризується гомогенною темно еозинофільною основною речовиною, є поодинокі базофільні фіброзні волокна. В комірках з помірною щільністю розташовані клітини елементи, є жирові включення. 
Візуальне, пальпаторне, гістологічне дослідження ушкодженої кінцівки на 21 добу експерименту у даній групі не визначало відмінностей від даних контрольних тварин.
Резюме: 
Доведена ефективність обраної експериментальної моделі остеоартрозу та встановлено підвищення рівня Інтерлейкіну 1β та Інтерлейкіну 10 у патогенезі змодельованого остеоартрозу. При експериментальному остеоартрозі в крові лабораторних тварин встановлена гіперпродукція оксиду азоту під дією значного підвищення активності індуцибельної NО-синтази. Встановлена результативність обраної схеми корекції патологічного процесу - з залученням донатора осиду азоту. Гістологічне дослідження підтверждує ефективність обраної схеми корекції.
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РОЗДІЛ 4

ДИНАМІКА ПОКАЗНИКІВ ФУНКЦІОНАЛЬНОГО СТАНУ ЕНДОТЕЛІЮ ПРИ ЕКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМУ ОСТЕОАРТРОЗІ ТА ЙОГО КОРЕКЦІЇ

4.1 Дослідження динаміки рівня фактора Віллебранда в крові щурів  на тлі розвитку експериментального остеоартрозу та його корекції
Опираючись на отримані результати, можемо стверджувати, що на тлі змодельованого остеоартрозу розвивається ендотеліальна дисфункція: встановлено підвищення рівня фактора Віллебранда, який є загальноприйнятим маркером ЕД (Таблиця 4.1). 

Таблиця 4.1 – Результати дослідження рівня фактора Віллебранда в крові щурів під час експериментального остеоартрозу та його корекції

	Група
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	ФВ
	83,3±3,4
	94,9±1,6

p21=0,004
	93,0±0,9

p31***
p32=0,31
	91,2±0,8

p41=0,032

p42=0,047
	90,8±0,4

p51=0,047

p54=0.19 

p53=0,38 
	86,5±0,7

p61=0,36 

p62***
p64=0,014
	84,2±0,8

p71=0,79 

p76=0,032

p73***
p75***


Примітка: *** – р<0,001

На першому етапі дослідження виявлено збільшення вмісту даного показника у крові експериментальних тварин групи №2 на 13,9 % (р<0,01) у порівнянні з даними інтактних тварин. На другому етапі відмінності між першою групою та результатами щурів, яким не коригували змодельований остеоартроз становили 11,6 %, що свідчить про незначне залучення адаптаційних властивостей організму щодо відновлення функціонального стану ендотелію (відмінності між даними другої та третьої групи є статистично незначущими). 
Зміни рівня досліджуваного маркера ендотеліальної дисфункції на першому етапі експерименту представлена на Рис. 4.1.
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Рисунок 4.1 – Рівень фактора Віллебрана на 1-у етапі експерименту

Примітка: 7-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту
При аналізі ефективності аміногуадину в поєднанні з НПЗП виявлено, що на першому етапі його рівень зменшився у порівнянні з даними групи тварин без корекції на 3,9 % (р<0,05), а на другому – на 2,4 %, тобто відсутній виражений позитивний ефект інгіботора індуцибельної NO-синтази на нормалізацію маркера функціонального стану ендотелію. При дослідженні результатів груп, яким змодельований ОА коригували за допомогою НПЗП та L-аргініну виявлено покращення рівня фактора Віллебранда на 8,9 % на першому етапі і на 9, 5 % на другому у порівнянні з даними тварин зі змодельованим ОА без корекції (відмінності в обох випадках є статистично значущими на рівні р<0,001) (Таблиця 4.1). Вищезазначене свідчить, що використання L-аргініну є більш доцільним для корекції ендотеліальної дисфункції при експериментальному остеоартрозі. Також про це свідчить відсутність статистичних відмінностей, між даними щурів, які отримували в складі комплексної корекції донатор оксиду азоту та інтактними тваринами. Динаміка фактора Віллебранда на другому етапі дослідження відображена на Рис.4.2.
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Рисунок 4.2 –Рівень фактора Віллебранда на 2-у етапі дослідження
Примітка: 21-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту

4.2 Дослідження динаміки ендотеліну-1 в крові щурів на тлі розвитку експериментального остеоартрозу та його корекції
При аналізі даного показника встановлене переважання вазоконтрикторного потенціалу на тлі розвитку експериментального остеоартрозу. Зміни рівню ендотеліну-1 на першому етапі експерименту представлені на Рис. 4.3.
Встановлено підвищення рівня ендотеліну-1 у групі, якій не коригували експериментальний остеоартроз на 29,8% на першому етапі (p<0,001) і на 23,8 % на другому етапі даний показник був вищий ніж у інтактних тварин (p<0,001).

При порівнянні двох досліджуваних способів корекції більш ефективним виявився L-аргінін, що підтверджується результатами, представленими у Таблиці 4.2. У порівняні з даними дослідження крові тварин, яким не коригували патологічний процес на першому етапі у групі з корекцією НПЗП та аміногуадином рівень ендотеліну-1 зменшився на 5,9 % (p<0,05), а у групі, в якій ОА коригували НПЗП та L-аргініном – на 19,8 % (p<0,001). При цьому виявлені відмінності між вищезазначеним групами (групою №4 та групою №6) на 14,8%, на рівні статистичної значущості p<0,001.

Таблиця 4.2 Результати дослідження рівня ендотеліну-1 в крові щурів під час експериментального остеоартрозу та його корекції

	Група
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	Ендотелін-1
	3,15±0,01
	4,09±0,22

p21***
	3,90±
0,01

p31***
p32=0,38 
	3,85±
0,01

p41***
p42=0,046
	3,72±
0,02

p51***
p54***
p53***
	3,28±
0,03

p61=0,002
p62***
p64***
	3,18±0,02

p71=0,27 

p76=0,001

p73***
p75***


Примітка: *** – р<0,001
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Рисунок 4.3 – Рівень ендотеліну-1 на першому етапі експерименту

Примітка: 7-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту
На другому етапі встановлено зниження маркера вазоконстрикції у групі, яка отримувала у складі корекції аміногуадин – на 4,6 % (p<0,001), а у групі, з прийомом L-аргініну -  на 18,5 % (p<0,001). В динаміці у групах з корекцією, до складу якої входив донатор оксиду азоту виявлена позитивна динаміка при дослідженні рівня ендотеліну-1 (р<0,001) (Таблиця 4.2). На другому етапі відмінності між результатами аналізу вмісту у крові ендотеліну-1 у інтактних тварин, та у щурів, які отримували комплексно НПЗП та L-аргініном не виявлені, що свідчить про ефективність запропонованого способу корекції. Динаміка досліджуваного маркера вазоконстрикції на другому етапі представлена на Рис. 4.4.
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Рисунок 4.4. – Рівень ендотеліну-1 на другому етапі експерименту

Примітка: 21-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту

4.3 Динаміка ендотеліальної синтази оксиду азоту в крові щурів при експериментальному остеоартрозі та його корекції
При аналізі активності даного фермента у групі тварин, яким остеоартроз моделювали без подальшої корекції, встановлене її зниження на 37,5 % на першому етапі (р<0,01) і на 36,3 % на другому етапі дослідження (р<0,01) у порівнянні з даними інтактних тварин (Таблиця 4.3). Отримані дані разом зі встановленим підвищенням активності індуцибельної NO-синтази свідчать про порушення фізіологічного синтезу оксиду азоту. 

Також виявлено, що корекція порушення функціонального стану ендотелію за допомогою інгібітора іNOS лише на 6,5 % відновила активність ендотеліальної синтази оксиду азоту на першому етапі (група №4) та на 11,7 % (р<0,001) на другому (група №5)  у порівнянні з результатами тварин групи №2.

Таблиця 4.3 – Результати дослідження активності еNO-синтази в крові щурів під час експериментального остеоартрозу та його корекції

	Група
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	eNOS
	0,736±0,081
	0,460±
0,015

p21=0,003
	0,469±
0,007

p31=0,004

p32=0,57 
	0,490±
0,011

p41=0,007

p42=0,12 
	0,524±
0,004

p51=0,009
p54=0,018
p53*** 
	0,615±
0,010

p61=0,16 

p62***
p64=0,001
	0,765±
0,093

p71=0,73 

p76***
p73***
p75***


Примітка: *** – р<0,001

Корекція патологічного стану за допомогою залучення до комплексної терапії L-аргініну дала більш виражений ефект: на першому етапі (Рис. 4.5) активність еNOS збільшилась на 33,7 % (р<0,001) у порівнянні з даними групи №2, а на другому етапі – на 63,1 % (р<0,001)  (у порівянні з групою щурів, яким патологічний стан моделювали без подальшої корекції). Тобто на першому етапі корекція за допомогою не стероїдного протизапального засобу та донатора оксиду азоту відновила активність еNOS на 25,5 % краще (р<0,001), а на другому етапі – на 46 % краще (р<0,001) у порівнянні з результатами групи, якій патологічний стан коригували за допомогою нестероїдного протизапального засобу та інгібітора індуцибельної NO-синтази.
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Рисунок 4.5 – Активність еNOS на першому етапі дослідження 

Примітка: 7-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту
Варто зазначити, що ефективність впливу L-аргініну на перебіг патологічного процесу зростає по мірі тривалості його вживання при експериментальному ОА: ефект у даній групі на другому етапі виявився на 24,4 % кращим (р<0,001) ніж на першому (Таблиця 4.3). Динаміка активності ендотеліальної-NO синтази представлена на Рис. 4.6.
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Рисунок 4.6 – Активність еNO-синтази на другому етапі дослідження 

Примітка: 21-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту

4.4 Динаміка вмісту NOx в крові щурів при експериментальному остеоартрозі та його корекції

З літературних джерел відомо, що оксид азоту здійснює позитивний вплив на функціональний стан судин та організм в цілому у фізіологічних кількостях, а при його гіперпродукції проявляються токсичні властивості NO. Враховуючи вищезазначене, важливим аспектом для розуміння патогенезу ендотеліальної дисфункції при остеоартрозі було дослідження NOх для оцінки продукції оксиду азоту на тлі даної патології. В умовах нашого експерименту була встановлена гіперпродукція NO у групі щурів, яким не проводилась корекція змодельованого ОА: на першому етапі виявлене збільшення його вмісту у три рази  у порівнянні з даними інтактних тварин (Таблиця 4.4). На другому етапі вміст NOх у групі без корекції зменшився лише на 7,9 % у порівнянні з результатами першого етапу і залишився виражено патологічно підвищеним (р<0,001) порівняно з даними інтактних тварин.

Таблиця 4.4 – Результати дослідження рівню NOх в крові щурів під час експериментального остеоартрозу та його корекції

	Група
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	NOx
	22,64±1,21
	68,32±
1,67

p21***
	62,93±
1,52

p31***
p32=0,001
	46,15±
1,28

p41***
p42***
	38,28±
1,99

p51***
p54=0,002

p53=0,001
	29,72±
1,30

p61***
p62***
p64***
	25,85±
1,32

p71=0,082 
p76=0,044

p73***
p75***


Примітка: *** – р<0,001

При аналізі ефективності аміногуадину для нормалізації продукції синтезу оксиду азоту на першому етапі встановлене зменшення вмісту NOх на 32,5 % (р<0,001) у порівнянні з даними тварин зі змодельованим ОА без корекції, тоді як корекція за допомогою L-аргініну нормалізувала значення даного показника на 56,5 % (р<0,001 при порівнянні з результатами групи з експериментальною патологією без корекції) на цьому ж етапі (відмінність при порівнянні між собою даних груп №6 та №4 склала 35,6 %, р<0,001). 

Аналіз вмісту NOх на першому етапі дослідження в усіх групах експерименту представлений на Рис. 4.7.
[image: image16.emf]перший етап

10

20

30

40

50

60

70

80

NOx

 1-а група

 2-а група

 4-а група

 6-а група


Рисунок 4.7 – Вміст NOх на першому етапі експерименту

Примітка: 7-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту

На другому етапі результат групи №5 (корекція аміногуадином+НПЗП) був кращим на 39, 2% (р<0,01) у порівнянні з результатами групи без корекції, а результат групи №7 (L-аргінін+НПЗП) – на 58,9 % порівняно з даними тварин, яким не коригували експериментальний ОА (р<0,001). Отримані результати свідчать про більш виражену ефективність L-аргініну для відновлення функціонального стану ендотелію при експериментальному остеоартрозі (Таблиця 4.4). Аналіз вмісту NOх на другому етапі дослідження в усіх групах експерименту відображений на Рис. 4.8. У порівнянні даних групи, яка отримувала НПЗП та донатор оксиду азоту і інтактних тварин - значущих відмінностей не встановлено, що свідчить про перевагу запропонованого способу корекції. Також це підтверджують отримані дані, щодо більш вираженої нормалізації вмісту NOх у 7-й групі порівняно з 5-ю – на рівні значущості р<0,001.
[image: image17.emf]другий етап

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

70

NOx

 1-а група

 3-я група

 5-а група

 7-а група


Рисунок 4.8 – Вміст NOх на другому етапі експерименту

Примітка: 21-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту

4.5 Дослідження змін вмісту S-нітрозотіолів в крові щурів на тлі розвитку експериментального остеоартрозу та його корекції
При аналізі даного показника встановлене зниження вазодилятаційного потенціалу на тлі розвитку експериментального остеоартрозу (Табл. 4.5). Зміни вмісту маркера на першому етапі експерименту представлені на Рис. 4.9.

Встановлено зниження вмісту S-нітрозотіолів у групі, якій не коригували експериментальний остеоартроз на 35,8% на першому етапі (p<0,001) і на 25,6% на другому етапі даний показник був нижчий ніж у інтактних тварин (p<0,001). На першому етапі у групі в якій корекцію патологічного стану проводили за допомогою НПЗП та аміногуадином знижений вміст S-NO  підвищився на 20,3%,  а у групі, в якій ОА коригували НПЗП та L-аргініном – на 40,7%. При цьому виявлені відмінності між вищезазначеним групами (групою №4 та групою №6) на 16,9% на рівні статистичної значущості p<0,001.

Таблиця 4.5 – Результати дослідження рівню S-NO в крові щурів під час експериментального остеоартрозу та його корекції

	Група
	1
	2
	3
	4
	5
	6
	7

	S-NO
	0,383±0,030
	0,246±0,012

p21*** 

	0,285±0,005

p31** p32** 
	0,296±0,007

p41* 

p42** 
	0,316±0,008

p51* 

p54=0,056 

p53** 
	0,346±0,008

p61=0,25 
p62*** 

p64*** 
	0,381±0,007

p71=0,95 

p76** 

p73*** 

p75*** 


Примітка: * – р<0,05, ** – р<0,01, *** – р<0,001

[image: image18.emf]перший етап

0,22

0,24

0,26

0,28

0,30

0,32

0,34

0,36

0,38

0,40

0,42

0,44

S-NO

 1-а група

 2-а група

 4-а група

 6-а група


Рисунок 4.9 – Вміст S-NO на першому етапі експерименту

Примітка: 7-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту
На другому етапі встановлено підвищення маркера вазодилятації у групі, яка отримувала у складі корекції аміногуадин – на 10,9%, а у групі, з прийомом L-аргініну - на 33,7% (p<0,001). В динаміці у групах з корекцією, до складу якої входив донатор оксиду азоту виявлена позитивна динаміка при дослідженні вмісту нітрозотіолів (р<0,001) (Таблиця 4.5). Порівняно з даними групи з корекцією аміногуалдином вплив L-аргініну є результативнішим на 20,6%. На другому етапі відмінності між результатами аналізу вмісту у крові S-NO у інтактних тварин, та у щурів, які отримували комплексно НПЗП та L-аргініном не виявлені, що свідчить про ефективність запропонованого способу корекції. Динаміка досліджуваного маркера вазодилятації на другому етапі представлена на Рис. 4.10.
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Рисунок 4.10 – Вміст S-NO на другому етапі експерименту

Примітка: 21-а доба, n=20 у кожній із груп експерименту

Резюме:

В роботі наведені експериментальні дані щодо патогенезу ендотеліальної дисфункції при остеоартрозі, обґрунтування та апробації  методів його корекції.Показано, що ендотеліальна дисфункція є важливою ланкою патогенезу експериментального остеоартрозу, при якій у крові експериментальних тварин збільшився вміст фактора Віллебранда та ендотеліну-1. Встановлено дисбанс функціонування ендотелію в напряму переважання вазоконстрикторного потенціалу в умовах змодельованого патологічного процесу про що свідчить виявлене значне збільшення в крові рівня ендотеліну-1. Доведене зниження активності ендотеліальної NO-синтази на тлі розвитку експериментального остеоартрозу та спричиненої ним активізації індуцибельної синтази NO. Доведена позитивна результативність корекції ендотеліальної дисфункції при остеоартрозі за домогою аміногуадину - інгібітора індуцибельної NO-синтази. Встановлена ефективність використання L-аргініну, як коригуючого засобу порушення функціонування ендотелію при експериментальному остеоартрозі. Порівняльна характеристика засобів корекції показала, що використання донатора оксиду азоту є більш ефективним у порівнянні з інгібуванням індуцибельної NО-синтази. Доведена нормалізація показників функціонального стану ендотелію в групі тварин, які отримували L-аргінін в складі комплесної корекції остеоартрозу. 
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РОЗДІЛ 5

АНАЛІЗ ТА УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖЕННЯ 

Динаміка маркерів запалення при змодельованому остеоартрозі

Під час наших досліджень була доведена важлива роль активізації прозапальних цитокінів у патогенезі експериментального остеоартрозу.
Інтерлейкін 1β (макрофагальний лімфоцит-активуючий фактор) являє собою секреторний цитокін, який здійснює більше 50 різних біологічних функцій, як на місцевому, так і на системному рівні. Продукується у вигляді неактивного попередника, але під дією каспази 1 перетворюється в активний цитокін. Реалізуючи свої ефекти, інтерлейкін 1β посилює синтез матриксних металопротеїназ та активує інтерлейкін 1 - залежну ланку внутрішньоклітинних реакцій, внаслідок чого блокується активність ключового фермента, відповідального за синтез глікозамінів та посилення деструкції хряща. У хондроцита він здатен посилювати синтез мінорних колагенів першого та третього типів та пригнічувати синтез колагенів другого та дев'ятого типів  [1-3].
Інтерлейкін 1 β є раннім медіатором запального процесу, ключовим біологічним ефектом якого є активація хемотаксису макрофагів, активація фагоцитозу та індукція продукції інтерлейкіну-6 та ФНП a. Для інтерлейкіну-1, який продукується  макрофагами і моноцитами характерно більш ніж 50 біологічних функцій, він необхідний для синтезу таких цитокінів, як інтерлейкіни 2, 3, 6 та  ФНП a. Він є також медіатором для місцевої та гострофазної відповіді [4, 5]. Усі властивості інтерлейкіну-1  посилюють захисні реакції та відновлюють пошкоджені клітини. Цей цитокін є ключовою ланкою патогенезу інфекційно-токсичного шоку та захворювань неінфекційного генезу [5]. Він продукується клітинами назовні та слугує раннім прозапальним медіатором [4].

Так, на сьому добу розвитку даного патологічного процесу, в усіх експериментальних групах (рис 5.1) рівень Інтерлейкіну 1β був значно підвищений (на рівні статистичної значущості р<0,001). Варто зазначити, що уже на даному етапі спостерігається позитивний вплив коригуючи засобів: у групі, в якій експериментальний остеоартроз коригували за допомогою НПЗП та аміногуадину рівень прозапального цитокіну був менший, ніж у групі без корекції (р<0,001), у групі в якій в якості засобів корекції використовували НПЗП та донатор оксиду азоту відмінності у порівнянні з групою номер 2 виявлені на такому ж рівні значущості. Також звертає на себе увагу те, що залучення L-аргініну дещо більшою мірою зменшило рівень ІL 1β (хоча відмінність не є статистично значущою). 

Що стосується даних отриманих при аналізі Інтерлейкіну-10, який є протизапальним маркером, то в нашому дослідженні встановлено наступне (рис 5.1). В усіх групах експерименту виявлене його підвищення у порівнянні з даними інтактних щурів (р<0,001), що свідчить про активну відповідь організму на розвиток запального процесу. Максимальне підвищення на даному етапі встановлене в групі, в якій не коригували змодельовану патологію. При цьому в групах, в яких коригували змодельований патологічний процес виявлене менш виражене підвищення даного маркера (р<0,001) у порівнянні з результатами групи без корекції. Порівнюючи між собою два способи лікування експериментального остеоартрозу варто також зазначити, що результати групи, яка отримувала НПЗП та донатор оксиду азоту є дещо кращим (на 6,5 %) за корекцію НПЗП та аміногуадином, що свідчить про більш виражений позитивний ефект L-аргініну в даних умовах.
На другому етапі у групі щурів, яким моделювали патологічний процес без корекції виявлено, що рівень прозапального цитокіну залишається значно підвищеним (р<0,001 у порівнянні з даними інтактних тварин), компенсаторні можливості організму експериментальних тварин виявились у зменшенні рівня ІL 1β лише на 2,6%. В обох групах, в яких коригували патологічний процес, виявлена нормалізація досліджуваного показника на рівні значущості р<0,001 у порівнянні з даними групи без корекції. У групі, яка отримувала нестероїдний протизапальний засіб у комплексі з донатором оксиду азоту виявлена найбільш виражена нормалізація маркера запального процесу – не встановлено статистичних відмінностей при проведенні порівняння з даними інтактних тварин, що свідчить про позитивний вплив такого способу корекції на запальний процес, який розвинувся при змодельованому остеоартрозі. 
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Рисунок 5.1. – Порівняння змін рівня IL-1β у різних групах тварин під час першого (А) та другого (Б) етапів дослідження.  
Примітка: Бокс-плоти відображають розподіл величин рівня IL-1β у відповідних групах.
При дослідженні на другому етапі протизапального цитокіну були отримані наступні дані (Рис 5.2).

У групі, в якій не коригували змодельований остеоартроз, рівень протизапального цитокіну залишається високим (р<0,001), компенсаторні можливості організму тварин, направлені на нормалізацію показника, проявилися не виражено (статистична значущість відсутня). У групах, в яких коригували змодельований ОА зберігається тенденція, виявлена при аналізі ІL 1β, підтверджується ефективність залучення донатора оксиду азоту для корекції патолоічних змін.
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Рисунок 5.2. –  Порівняння змін рівня IL-10 у різних групах тварин під час першого (А) та другого (Б) етапів дослідження. 
Примітка:  Бокс-плоти відображають розподіл величин рівня IL-10 у відповідних групах.
Дослідження взаємообтяжуючого зв’язку між Інтерлейкіном 1β та індуцибельною синтазою оксиду азоту

Наступним кроком є аналіз взаємозв’язку підвищення рівня Інтерлейкіну 1β та активності індуцибельної синтази оксиду азоту (рис 5.2). З літературних джерел відомі дані про виражений взаємозв’язок даних маркерів при різних патологічних процесах [6]. 
Зміни активності індуцибельної синтази оксиду азоту в умовах експерименту наочно представлені на Рис. 5.3.

Оксид азоту є ключовим медіатором запалення та регенерації, індуктором апоптозу та нерозу клітин [7, 8]. Також NО є супресором хемотаксису моноцитів, адгезії та міграції нейтрофілів [9].
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   Рисунок 5.3 – Порівняння змін активності iNOS у різних групах тварин під час першого (А) та другого (Б) етапів дослідження. 
Примітка: Бокс-плоти відображають розподіл величин рівня iNOS у відповідних групах.

Так як оксид азоту є класичним вазодилятатором [10], його місцевий синтез збільшує перфузію, посилює гіперемію та підвищує температуру. Ці фактори є визначальними для запального процесу [11]. Посилення судинного кровотоку також сприяє набряку, який асоціюється із запаленням [12]. NО відноситься до стимуляторів ангіогенезу у синовіальній тканині [13]. Ряд досліджень підтверджують участь гіперпродукції NО в ушкодженні тканин при запаленні. Обговорюється роль оксиду азоту у патофізіології болю. Зокрема він підвищує чутливість периферичних больових рецепторів [14], що безумовно важливо для суглобного синдрому при остеоартрозах та ревматоїдних артритах.

Для розуміння усіх ланок патогенезу остеоартрозу нам було важливо дослідити наявність чи відсутність зазначеного  взаємовпливу при досліджуваній нами патології. Індуцибельна синтаза оксиду азоту підвищується при запаленні. Розвиток запального процесу в нашому експерименті підтвердився, про що свідчать вищезазначені дані динаміки цитокінів. 

Разом із цим встановлено, що на першому етапі  в усіх групах експерименту виявлене збільшення активності індуцибельної NO-синтази, найбільш  виражене у групі з моделюванням ОА без подальшої корекції.  Результати другого етапу також підтверджують однонаправленість змін прозапального цитокіну та індуцибельної синтази оксиду азоту (рис 5.2).
Ця  NO-синтаза, яка приймає участь у роботі імунної системи, асоційована з макрофагами. Її функціональна активність не залежить від кількості кальцію у клітині, тому вона називається Са2+ - незалежною,  а активація супроводжується підвищенням генної транскрипції [15].

Незважаючи на те, що концентрація іNOS у фізіологічних умовах дуже низька, цитокіни і ряд інших біологічно активних речовин при патології спроможні індукувати її високий рівень [16]. Фермент може підтримувати високу активність протягом декількох днів, оскільки він не потребує кальцію.Ймовірно, що оксид азоту, утворений у цей проміжок часу, є одним із компонентів суміші агресивних речовин, які використовуються клітинами для захисту від проникаючих патогенних організмів [17, 18]. Значна кількість  NO, яка синтезується і NOS, що експресується в різних типах клітин, здійснює цитотоксичну дію на деякі типи пухлин [19]. Доведено, що гіперпродукція  NO викликає розрив ланок ДНК та мутацію у клітинах організму. Оскільки р53 відіграє ключову роль у реакції клітин на ушкодження ДНК екзогенними мутагенами, було проведене наступне дослідження: чи може р53 регулювати ген іNOS ? [20]. Було доведено, що вкраплення до клітин донаторів  NO викликає в них накопичення р53. Ця експресія р53 у клітинах людей призводила до послаблення експресії гена іNOS через блокування гена її промоутера. Тож можемо зробити висновок, що для співвідношення NO і р53 характерна наявність негативного зворотнього звязку. При цьому ушкодження ДНК, яке викликається оксидом азоту, активує експресію р53, а останній регресує ген іNOS [21].

Аналіз активності ендотеліальної та індуцибельної синтаз оксиду азоту в умовах змодельованого остеоартрозу та при його корекції
З літературних джерел достеменно відомо про те, що збільшення активності однієї із синтаз оксиду азоту відбувається на тлі та за рахунок зниження іншої. Тому одним із завдань нашого дослідження було порівняння активності індуцибельної та ендотеліальної синтаз оксиду азоту на кожному із етапів. Результати аналізу активності ендотеліальної синтази оксиду азоту наочно проілюстровані на Рис. 5.4.
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Рисунок 5.4 –  Порівняння змін активності еNOS у різних групах тварин під час першого (А) та другого (Б) етапів дослідження.  
Примітка: Бокс-плоти відображають розподіл величин рівня еNOS у відповідних групах.
Слід зазначити, що NO здійснює цитопротекторну дію та посилює кровообіг у мікросудинах тільки в умовах його слабкої генерації. При надлишку оксиду азоту, який синтезується індуцибельною NO-синтазою, він проявляє свої цитотоксичні властивості. За час, який не перевищує декілька секунд, у біосистемах NO самоокислюється у неактивні метаболіти: нітрит та нітрат (NO2 і NO3) [22-24]. Оксид азоту продукується клітинами з L-аргініну, посередництвом дії синтази оксиду азоту, яка каталізує утворення NO та цитруліну з використанням донорів електронів NADPH. Існує три ізоформи фермента: індуцибельна іNO-синтаза, ендотеліальна NO-синтаза та нейрональна NO-синтаза [25]. І хоч усі ізоформи утворюють NO, кожна з них специфічна, як у механізмах дії та локалізації, так і за своїми біологічними ефектами. Тому їх прийнято розподіляти на індуцибельну та конститутивну (ендотеліальну та нейрональну) синтази оксиду азоту [26, 27]. Всі три ізоформи активних форм фермента представлені гомодимерами. При цьому у кожному мономері розрізняють кальмодулінзв'язуючий, редуктазний та оксигеназний домени і кінцеву послідовність, яка специфічна для кожної з цих ізоформ. Принципові каталітичні відмінності ізоформ заключаються в тому, що кальцій потрібен для активації ендотеліальної та нейрональної NO-синтаз,  в той час, як кальмодулін настільки міцно пов'язаний з індуцибельною NO-синтазою, що не потребує присутності кальцію. NO-синтази унікальні за своєю структурою і мають величезну кількість кофакторів: гемм і кальцій-модулін, FAD, FMN і три неподібних між собою субстрати — кисень, аргінін та NADPH [28, 29]. Слід зазначити, що дімери ендотеліальної та нейрональної NO-синтази більш стабільні, ніж дімери індуцибельної NO-синтази. Індуцибельна форма є розчинним білком, у той час, як дві інші ізоформи є мембранозв'язуючими [30].
Конститутивна NO-синтаза, яка має дві ізоформи — NOS-1 і  NOS-3, що постійно знаходиться у цитоплазмі, залежна від концентрації кальмодуліну та кальцію. Вона також сприяє виділенню невеликої кількості оксиду азоту у відповідь на фізичну та рецепторну стимуляцію. Під впливом ацетилхоліну, глутамату чи гістаміну кальцій надходить до клітин, де зв'язується у цитозолі у єдиний комплекс із кальмодуліном. Цей комплекс, як кофактор, активує  NOS. Під впливом конститутивної  NOS утворюється мала кількість  NO, яка здійснює місцеву регуляцію.  NO активує клітинний фермент гуанілатциклазу, в результаті чого утворюється циклічний гуанозинмонофосфат, який і опосередковує усі ефекти  NO. 
У попередніх розділах представлені результати впливу коригуючих засобів на кожну із ізоформ синтаз оксиду азоту на 7-у та 21-у добу. В даному розділі детальніше зупинимось на порівнянні динаміки iNOS та eNOS на кожном із етапів у групах, в яких моделювали остеоартроз без подальшої корекції. На 7-у добу ми бачимо одномоментне підвищення активності iNOS та зниження – eNOS під впливом патогенетичних ланок експериментального ОА. На 21-у добу зберігається різнонаправленість динаміки активності досліджуваних ферментів -  доведено збереження патологічного підвищення індуцибельної на тлі зниженої активності ендотеліальної синтаз NO.
Зазначене свідчить про порушення фізіологічного шляху синтезу оксиду азоту у щурів,яким було змодельовано остеоартроз.
Основним шляхом синтезу оксиду азоту є його утворення з L-аргініну при активній участі ендотеліальної NO- синтази, що забезпечує оптимальну його кількість для фізіологічного функціонування судин. Під час нашого дослідженя було визначено зниження цього ферменту у експериментаоьних тварин зі змодельованим остеоартрозом, що свідчить про порушенння продукції оксиду азоту. Довечено, що L-аргінін активізує синтез оксиду азоту та інгібує ендотеліальну дисфункцію шляхом відновлення активності еNO синтази, а також блокує окислення головного кофактора NOS [31, 32]. Аргінін, конкуруючи з асиметричним диметиларгініном перешкоджає інгібуванню ендотеліальної NО- синтази [33]. Одержані нами дані підтверджують, що вже на ранніх стадіях остеоартрозу розвивається ендотеліальна дисфункція.
Дослідження маркерів дисфункції ендотелію при остеоартрозі та під впливом способів його корекції. Аналіз синтезу оксиду азоту
Також варто зауважити, що зниження активності ендотеліальної синтази оксиду азоту є одним із свідчень розвитку дисфункції ендотелію. Виявлення порушення функціонального стану ендотелію, спричинене остеоартрозом (зокрема впливом процесу запалення) допоможе більш комплексно та результативно підійти до розробки нових способів корекції зазначеного патологічного процесу. Для перевірки нашої гіпотези про розвиток дисфункції ендотелію при остеоартрозі нами було проведено дослідження не лише активності еNO-синтази, а також  рівня фактора Віллебранда (рис 5.5), ендотеліну-1 (рис 5.6), вмісту NOх (рис 5.7).
Під час експериментів на щурах було доведено посилення концентрації фактора Віллбранда у крові одномоментно із тяжкістю пошкодження судинного ендотелію при механічному ушкодженні стінки судин та ендотоксемії [34-37]. Слід нагадати, що фактор Віллебранда, який у фізіологічних концентраціях знаходиться у плазмі крові, синтезують ендотеліоцити [37]. Одна з ключових функцій ФВ – це роль мессенджера у судинно-тромбоцитарній взаємодії на етапах адгезії та агрегації тромбоцитів. Він виконує роль посередника між субендотеліальними структурами пошкодженої судинної стінки і тромбоцитами [38-40]. Фактор Віллебранда у фізіологічних умовах продукується з невеликим надлишком. Незадіяні у реалізації фізіологічних функцій молекули концентруються у тільцях Weibel-Palade – внутрішньоклітинних органелах ендотеліоцитів, де підлягають мультимеризації і посттрансляційній модифікації та можуть бути швидко мобілізовані  [37]. Фактор Віллебранда активує тромбоутворення та має велику молекулярну массу. Він посилює адгезію та агрегацію тромбоцитів шляхом прикріплення рецепторів останніх до коллагену і фібронектину судин. Продукція ФВ значно посилюється під дією вазопресину або при ушкодженні ендотелію. Враховуючи те, що секреція вазопресину посилюється під час стресів, то можна дійти висновку що завдяки підвищенню вмісту фактора Віллебранда в екстримальних умовах посилюється тромбогенність судин. Досліджуваний маркер стабілізує молекулу фактора VІІІ, пролонгуючи період її   напівіснування та активуючи її транспортування до ділянки формування гемостатичної пробки [41].
Для ендотеліальної дисфункції властиво порушення ендотеліцйзалежної вазодилятації судин а також посилення адгезивності ендотеліальної вистилки [41]. Можна зробити висновок, що фактор Віллебранда є цінним діагностичним маркером ступеню адгезивності ендотелію, так як ушкодження ендотеліоцитів супроводжується активацією фактора Віллебранда, цей показник розглядається як діагностичний тест тяжкості пошкодження ендотелію судин  [42, 43].
Наші дослідження демонструют суттєве підвищення вмісту  фактора Віллебранда (ФВ) – одного з основних маркерів дисфункції ендотелію, в крові експериментальних тварин на 7-у та 21-у добу експерименту. Ці зміни підтверджують подальший патологічний розвиток ендотеліальної дисфункції у щурів із експериментальним остеоартрозом, що узгоджується з данми літературних джерел щодо змін маркера при патологічних станах [44]. У фізіологічних умовах ендотеліоцити синтезують клітинно зв'язані молекули, які запобігають патологічному згортанню крові , попереджають запалення, трансформуючи ендотелій у неадгезивну поверхню, підтримуючи гомеостаз тканин і крові, активуючи фібриноліз. Під впливом медіаторів запалення ендотеліоцити втрачають протизапальні та антиадгезивні властивості та формують протромбогенну поверхню, активуючи процеси запалення та продукуючи молекули адгезії і інтерлейкін-6  [45-47].

Взаємозв'язок між підвищенням концентрації фатора Віллебранда крові та тяжкістю ураження судинного ендотелію неодноразово був доведений під час моделювання у щурів ендотоксинемії та механічного пошкодження ендотелію, та під час клінічних досліджень  [48-51].
У фізіологічних умовах фактор Віллебранда циркулює у плазмі крові в концентраціїї приблизно 10 пг/мл та синтезується ендотеліальними клітинами [51]. 
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Рисунок 5.5 –  Порівняння змін рівня фактора Вілебранда у різних групах тварин під час першого (А) та другого (Б) етапів дослідження.  
Примітки: Бокс-плоти відображають розподіл величин рівня фактора Вілебранда у відповідних групах
Виявлене значне підвищення маркерів дисфункції ендотелію при експериментальному остеоартрозі. Корекція дала позитивний результат при аналізі зазначених маркерів (результати представлені у попередніх розділах). Найбільш виражене збільшення досліджуваного показника встановлене у групах з експериментальною патологією без подальшого лікування. Так уже на сьому добу можемо стверджувати про статистично дуже високозначущий розвиток ЕД на тлі змодельованого ОА. На 21-у добу компенсаторні можливості організму тварин залучаються незначною мірою і дисфункція ендотелію залишається однією із ланок патогенезу остеоартрозу у експерименті (що підтверджується рівнем фактора Віллебранда на цьому етапі).
Однією з основних ланкок патогенезу деструктивних процесів є дисфункція ендотелію [52-56]. Причиною цього є порушення синтезу оксиду азоту, що відіграє багатофункціональну роль, володіючи комплексом біорегуляторних ефектів [57, 58]. Оксид азоту є потужним периферичним вазодилятатором і при порушшенні його фізіологічного синтезу розвивається патологічна вазоконстрикція, маркером якої є ендотелін-1 [58].

 Вміст у крові експериментальних тварин зі змодельованим ОА наступного загальноприйнятого макера дисфункції ендотелію та показника вазоконстрикції – ендотеліну-1 також дуже високозначущо підвищився на 7-у добу, на 21-у добу дослідження його рівень залишається патологічно високим. Ці зміни є ще одним підтвердженням дисбалансу структурно-функціонального стану ендотелію під час розвитку остеоартрозу (рис. 5.5).
Ця сполука є біологічно активним біциклічним поліпептидом і ключовим регулятором функцій ендотелію судин [59]. Він продукується ендотеліоцитами у вигляді попередника преендотеліну, що в подальшому трансформується у ендотелін шляхом відщеплення олігопептидних фрагментів  [60]. Великий ендотелін складається з 39 амінокислотних залишків, і шляхом взаємодії із ендотелійутворюючим ферментом, який знаходиться на поверхні та всередині ендотелію відбувається утворення ендотеліну-1 [61]. Під час цього процесу вазомоторна потужність ендотеліну-1 збільшується у 140 разів, а період напіврозпаду зменшується [62]. Ендотелін-1  є найбільш поширеним представником ендотелінів, а також він найбільш виражений вазоконстриктор – його потужність у 10 разів сильніша порівняно з  ангіотензином II, та у 100 разів – відносно  норадреналіну [61]. Здебільшого ендотелін-1 продукується в ендотеліальних клітинах, проте там не кумулюється [63]. Його утворення активізують адреналін, ангіотензин, цитокіни, вазопресин, механічні ушкодження та тромбін [61, 64]. Гіпоксія також призводить до активного синтезу ендотеліну у ряді патологічних процесів [61, 65].

Визначальним фактором вазоконстрикції чи вазодилятації судин є рівень концентрації ендотеліну-1 у крові [61]. При незначних концентраціях ендотелін впливає на ендотеліоцити, активуючи фактори релаксації, а при підвищенні концентрації – стмулює рецптори на гладкомязових клітинах, що призводить до вазоконстрикції [66]. Важливим регулятором утворення ендотеліну в ендотеліоцитах є трансформуючий фактор росту (TGF) β,  що призводить до збільшення утворення преендотеліну [61, 67]. Існують прямі і опосередковані ефекти ендотелінів. До прямих належить вплив на гладенькі м'язи судин. При цьому спостерігається активація мітогенезу, вазоконстрикція, проліферація клітин та фіброз інтіми судин зі збільшенням їх жорсткості. Опосередкований ефект – посилення продукції вазоактивних факторів (оксиду азоту,  простацикліну,  передсердного натрійуретичного пептиду), які стимулюють релаксацію судин [61]. Ендотелін-1 розглядається як маркер та предиктор важкості серцево-судинної патології  [68]. 
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Рисунок 5.6 – Порівняння змін рівня ендотеліну-1 у різних групах тварин під час першого (А) та другого (Б) етапів дослідження
Примітки: Бокс-плоти відображають розподіл величин рівня ендотеліну-1 у відповідних групах
Ендотеліальним фактором релаксації можуть бути цистеїн в якості тіолових лігандів або S-нітрозотіоли на рівні з динітрозотіоловими комплексами заліза з глутатіоном [69]. S-нітрозотіоли транспортують оксид азоту, переносячи його між клітинами. Також вони  у зоні із високим вмістом тіолів утворюють дінітрозольні комплекси заліза, при розщепленні яких утворюється NО. Для S-NО характерна вавзодилятаційна функція, вони стабілізують рівень оксиду азоту та утворюють  фізіологічне депо NО [70, 71]. Один із шляхів синтезу оксиду азоту –  його вивільнення із S нітрозотіолів, які є його донорами [72-74]. Катаболізм S- NО має велике значення для розуміння метаболічних процесів,  вивчення взаєморегуляції оксиду азоту та продуктів йоо окислення. Вивчення S-нітрозотіолів необхідні для розуміння інтрацелюлярних змін переходу клітин від фізіологічних до патологічних станів. NО продукується ендотеліоцитами, мігрує до міжклітинного простору у якому захоплюється  еритроцитами та потрапляє до м'язових клітин, стимулюючи у них вазодилятацію [75]. Загальноприйнята формула  S-нітрозотіолів - RSNO, у якій R – цистеїн місткий пептид, RS представляє піолатаніон, а NO – нітрозогрупи [74]. Синтезовані  RSNO мають ключове значення у дослідженні NO-залежних механізмів передачі сигналів і є донорами оксиду азоту. 
Результати аналізу вмісту S-нітрозотіолів  представні на Рис. 5.7.

Багато досліджень проведені із S-NO, як із проміжною ланкою утворення оксиду азоту та маркером його синтезу [76]. Вони регулюють рівень оксиду азоту на висококонсервативному цистеїні у бета-ланці гемоглобіну  [77].
Останнім часом доведений значний вплив NO на різноманітні фізіологічні та патофізіологічні процеси організму [78, 79].  Оксид азоту має широкий діапазон проявів біологічної активності [80] : NO приймає участь в регуляції кровотоку та імунітету, антибактеріальному захисті та нейротрансміссії [81, 82]. Оксид азоту інгібує агрегацію тромбоцитів і є ендогеннним вазодилятатором. Також встановлено, що NO – медіатор запалення при патологічних процесах різної етіології, коли він синтезується за допомогою індуцибельної NO-синтази [83]. 
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Рисунок 5.7. -  Порівняння змін рівня S-нітрозотіолів у різних групах тварин під час першого (А) та другого (Б) етапів дослідження
Примітка: Бокс-плоти відображають розподіл величин рівня S-нітрозотіолів у відповідних групах.

Антиагрегаційні та антигіпертензивні властивості NO обумовлені його зв'язком з функціонуванням гуанілатциклази та накопиченням циклічного гуанозинмонофосфата [84]. Активація цГМФ залежної протеїнкінази, яка приймає участь у дефосфорилюванні ланок міозину, що у свою чергу призводить до виходу кальцію із м'язових клітин і, як наслідок, до вазодилятації, сприяє накопиченню цГМФ. Антиагрегаційні властивості цГМФ повязані із гальмуванням продукції аграхідонової кислоти у зв'язку з гальмуванням активації фосфоліпази А2. ЦГМФ попереджує утворення тромбоксанів А2 і В2, які стимулюють накопичення кальцію, активацію тромбоцитів, та їх агрегацію шляхом блокади вивільнення арахідонової кислоти.

Реакція кисню  з оксидом азоту супроводжується утворенням нітратів та нітритів, які є маркерами синтезу  NО в організмі [85]. Значна роль гемоглобіну серед речовин, які здатні зв’язувати NО. Відіграючи роль мессенджера NО та О2 гемоглобін перетворюється у пастку для NО при  високих концентраціях цієї сполуки, або до її попередників – нітритів та нітратів. Справа в тому, що оксид азоту має високу спорідненість до гему та негемових атомів заліза, які присутні в основних групах білків [86].  Встановлено взаємозв’язок між підвищенням рівня NО та утворенням продуктів перекисного окислення ліпідів [87]. Оксид азоту виступає регулятором перекисного окислення ліпідів [88], а також при певних умовах інгібує процеси ПОЛ [89]. У свою чергу продукти ПОЛ стимулюють утворення NО [90]. Оксид азоту з’єднується із супероксидним аніоном О2. Незважаючи на цю захисну функцію, особливо як відповідь на ішемію або перфузію, в результаті даної реакції утворюється аніон пероксінітриту ОNОО – потужний окислювач по відношенню до багатьох сполук [91]. Пероксінітританіон приймає активну участь у розвитку окислювального стресу [92] та індукує ушкодження ДНК і мутації [93]. Також він може розщеплюватись з утворенням високо реактивного гідроксильного радикалу ОН та NО2. Утворення цих речовин призводить до деструкції тканин під час хронічного запалення [94]. Залишається відкритим питання, яким чином клітини, які продукують велику кількість NО захищені від його токсичної дії. Доведено, що загибель хондроцитів при артритах відображає ступінь тяжкості захворювання. При остеоартрозі цей патологічний процес, викликаний NО, призводить до активації простагландину Е2 шляхом індукції ЦОГ-2 [95]. Екзогенний простагландин Е2 у сворю чергу викликає підсилення загибелі хондроцитів при остеоартрозі під дією NО [96]. Медіатори запалення, такі як NО та простагландин Е2 вивільняються з хряща спонтанно [97]. Збільшення продукції оксиду азоту пригнічує матриксний синтез та пришвидшує деградацію. Простагландин Е 2 у свою чергу посилює як анаболічні, так і катаболічні реакції в залежності від фізіологічного стану та середовища.
Отримані нами дані про значне послаблення вазодилатаційного потенціалу судинного ендотелію при експериментальному остеоартрозі. Це можна пояснити тим, що саме аргінін є головним субстратом для синтезу NO [98-100]. Тому для корекції ЕД, зокрема при остеоартрозі, необхідна ця амінокислота, з якої ендотелій зможе синтезувати необхідні речовини [101].

Похідні NО – нітрити і нітрити [102], які утворюються за участю і NО-синтази визначаються суглобі при остеоартрозі в більш високих концентраціях, ніж у фізіологічній нормі. Зазначені літературні дані перекликаються з результатами нашого експерименту, в ході якого встановлено значне підвищення рівню NOx у крові експериментальних щурів, яким було змодельовано осеоартроз, як на 7-у так і на 21-у добу дослідження (рис 5.8).
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Рисунок 5.8 - Порівняння змін рівня NOх у різних групах тварин під час першого (А) та другого (Б) етапів дослідження
Примітка: Бокс-плоти відображають розподіл величин рівня NOх у відповідних групах

Опираючись на ці дані, зараз розробляються препарати, які інгібують надмірну продукцію NО [103]. Відомий селективний інгібітор і NО-синтази –L-N1L гальмував розвиток експериментального остеоартрозу. І це може бути використано у подальшому для зменшення апоптозу хондроцитів [104]. Досліджене використання ніацинаміду в ланцюговій реакції: інтерлейкін-1, який під дією NО-синтази утворюється синовіумом, пригнічує синтез колагену 2-го типу хондроцитами. Ніацинамід інгібує синтез АТФ, продукцію NО-синтази та цитокінів. Подібний хондропротекторний ефект відзначається у доксицикліну [105]. Як уже зазначалося, NО грає ключову роль у дегенерації хряща при остеоартрозі та ревматоїдному артриті та викликає апоптоз клітин [106]. При внутрньосуглобному введенні гіалуронової кислоти під час моделювання експериментального остеоартрозу спостерігалось зниження апоптозу хондроцитів, що безумовно має хондропротекторні ефект [107]. Підтверджена профілактична дія вітаміну Е при лікуванні остеоартрозу, тому, що він інгібує окислення ліпідів хондроцитів та окислення колагену матриксу хряща [108]. Антиоксиданти можуть бути рекомендовані для корекції порушень окислення ліпідів при остеоартрозі, а вітамін Е при дозуванні 100 мг/день понижує рівень первинних та вторинних ПОЛ крові [109].

Також варто зауважити, що головною відмінністю між індуцибельною та конститутивною ізоформою синтаз оксиду азоту є кількість синтезованого NO та тривалість синтезу. Питома активність гомогенних очищених ізоформ однакова у всіх трьох NOS. Проте, загальна кількість NO синтезованого конститутивною NOS на одну клітину буде нижче, за кількість NO, синтезовану індуцибельною NOS. Також конститутивна NOS синтезує NO лише на протязі короткого періоду часу, а індуцибельна генерує великі концентрації NO на протязі тривалого періоду — від декількох годин до декількох днів. Отже, здатність NO проявлятись в якості фізіологічного регулятора, або токсичного агента обумовлена наявністю та активністю певних ізоформ  NOS [110].  У своїх біологічних ефектах оксид азоту оперує двома різними діями  NO — прямого та опосередкованого характеру.  Пряма дія обумовлена реакціями, під час яких  NO безпосередньо взаємодіє з біологічними мішенями. Це стосується стимуляції гуанілатциклази, циклооксигенази, утворення нітрозильних комплексів із металами. Опосередковані ефекти визначаються як хімічні реакції, стимульовані активними формами оксиду азоту, які утворюються при взаємодії з супероксидом (О2-), або киснем [111]. Під час дії активних форм  NO розвивається або окислювальний стрес у вигляді перекисного окислення ліпідів та розриву ланок ДНК, або нітрозилюючий стрес, шляхом утворення нітрозамінів та дезамінування основ ДНК [112]. Підвищена продукція  NO, яка спостерігається при хронічному запаленні, сприяє виникненню патологічних процесів, якщо одночасно відбувається посилення продукції супероксидного радикалу [113]. Цитотоксичні ефекти оксиду азоту відбуваються через пероксінітрит, який утворюється під час реакції з супероксидом. Пероксинітрит має набагато більшу реакційну здатність, ніж супероксидний радикал чи  NO [114]. Він приймає участь у метаболічних процесах біологічних систем, у першу чергу ініціації перекисного окислення ліпідів, нітрування залишків тироксинів у білках, пригнічення транспорту електронів у мітохондріях та викликає такі наслідки, як мутації клітин і апоптоз. Доведено, що пероксинітрит стимулює проколагеназу нейтрофідлів людини, яка відіграє ключову роль у перебудові тканин, як у фізіологічних умовах, так і при патологічних процесах — запаленні, інфекціях [115].  Пероксинітрит активує циклооксигеназу, яка є важливим ферментом синтезу простагландинів — медіаторів запалення [116], тобто прискорює руйнування тканин та розвиток патологічного процесу. Незважаючи на характерні для  NO цитотоксичні та цитостатичні ефекти дії імунної системи на пухлинні клітини, було доведено, що оксид азоту є важливим медіатором росту пухлини, він стимулює пухлинний ріст впливаючи на синтез простагландинів, зміщуючи рівновагу метаболізму арахідонової кислоти у бік простагландинсинтази, при цьому інгібуючи утворення продуктів ліпоксігенази. Посилення синтезу простагландину Е2 збільшує проникність капілярів у пухлинах і, як наслідок, надходження поживних речовин. Також простагландин Е2, як пухлинний супресорний агент, пригнічує цитотоксичну активність макрофагів [117]. Не менш важливими факторами, які визначають проникність судин у пухлинах є брадикінін [118] та фактор проникності судин, або фактор росту судинного ендотелію. Останній викликає ангіогенез шляхом утворення  NO. Ангіогенний потенціал оксиду азоту, а також властивість  NO збільшувати проникність судин, сприяє швидкому пухлинному росту.  NO є медіатором запалення при ревматичних, аутоімунних та вірусних захворюваннях [119].
Отже можна зробити висновок, що подальше вивчення ролі NО у патогенезі остеоартрозу та використання його в якості маркера для ранньої та диференційної діагностики захворювань суглобів є дуже актуальною проблемою сучасної патологічної фізіології. 
Ефекти оксиду азоту при запаленні залежать від його концентрації [110]. Низькі концентрації NО, які утворюються конституційною NО-синтазою, суттєво відрізняються від реакцій, які викликані великими концентраціями оксиду азоту, синтезованого іNОS. Можна зробити висновок, що NО синтезований конституційною NО-синтазою, відіграє захисну роль при гострому запаленні шляхом гальмування адгезії лейкоцитів, тоді як індукція індуцибельної NО-синтази при хронічному запаленні має ушкоджуючий характер.
Важливу роль у регуляції функціонального стану ендотелію відіграє NО, для синтезу якого потрібен L-аргінін. Ключовим інгібітором NO-синтази є асиметричний диметиларгінін, який перешкоджає сполученню L-аргініну з ферментом. Концентрація зазначеного інгібітора у крові залежить від ряду реакцій [120, 121]. Під дією S-аденозил-метіонін залежних метилтрансфераз аргінінові залишки білків підлягають посттрансляційному метилюванню, відіграючи важливу роль процесах метаболізму. Метилювання – процес незворотній, тому вплинути на нього можна лише через протеоліз, а для  метильованих білків характерний активний метаболізм [120, 122]. Вільний АДМА під дією внутрішньоклітинної диметіларгініндиметіламіногідролази виділяється під час протеолізу, на що впливають гліколізовані білки [123].

Процес інгібування диметиларгініндиметіламіногідролази супроводжується збільшенням вмісту АДМА та пригніченням синтезу NO [120, 124]. Потрапляючи у кров’яне русло приблизно 10 % АДМА гідролізукється внутрішньоклітинно, або виводиться нирками. АДМА негативно впливає на клітини активуючи окислювальний стрес, інгібуючи вивільнення оксиду азоту, скорочуючи теломери, збільшуючи фактор хемотаксису моноцитів та секрецію інтерлейкіну-8, [125]. АДМА впливає і на організм в цілому – зниженням серцевого викиду, збільшеннням артеріального тиску та посиленням загально-периферійно-судинного спротиву [120, 126]. АДМА активується в макрофагах завдяки накопиченню окислених ліпопротеїдів низької щільності та активації прозапальних та хемотаксичних цитокінів [120, 127-129]. Результати дослідження ассиметричного диметиларгініну наочно проілюстровані на Рис 5.8.
Порівняння ефективності двох способів корекції ендотеліальної дисфункції при експериментальному остеоартрозі.

У нашому дослідженні встановлене достовірне та значне покращення досліджуваних показників (їх нормалізація) у порівнянні з даними тварин, яким не коригували змодельований остеоартроз. Для оцінки ефективності запропонованого нами способу корекції було проведене порівняння між корекцією НПЗП та аміногуадином і НПЗП та донатором оксиду азоту. Більш виражена нормалізація виявлена при застосуванні L-аргініну: при аналізі рівня фактора Віллебранда, ендотеліну-1, вмісту NОх, активності ендотеліальної та індуцибельної синтаз оксиду азоту встановлені дуже високозначущі відмінності на рівні значущості р<0,001.

Підсумовуючи результати наших досліджень можемо стверждувати, що донатор оксиду азоту виявився більш ефективним, ніж інгібітор індуцибельної NO-синтази. Встановлене відновлення функціонального стану ендотелію і нормалізація синтезу оксиду азоту при експериментальному остеоартрозі.
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Рисунок 5.8. -  Порівняння змін рівня АДМА у різних групах тварин під час першого (А) та другого (Б) етапів дослідження.  
Примітка: Бокс-плоти відображають розподіл величин рівня АДМА у відповідних групах
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ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі наведено теоретичне узагальнення і нове вирішення актуального наукового завдання, що полягає у дослідженні розвитку ендотеліальної дисфункції в патогенезі експериментального остеоартрозу, обґрунтуванні та апробації методів її корекції.
1. Встановлено, що при змодельованому остеоартрозі наявні локальні та системні ознаки запалення, про що свідчать підвищення рівня Інтерлейкіну 1β на 160,2 % та Інтерлейкіну 10 на 256,6 % (р<0,001).

2. Показано, що ендотеліальна дисфункція є важливою ланкою патогенезу експериментального остеоартрозу, про що свідчить збільшення у крові експериментальних тварин вмісту фактора Віллебранда на 13,9 % та ендотеліну-1 на 29,8 % (р<0,001).

3. Встановлено, що важливим механізмом ендотеліальної дисфункції є дисбаланс функції ендотелію в напрямку переважання вазоконстрикторного потенціалу, про що свідчить виявлене значне збільшення в крові рівня ендотеліну-1 (р<0,001 на 7-му та 21-шу добу дослідження).

4. Встановлена патогенетична роль порушення обміну оксиду азоту, про що свідчить збільшення метаболітів NО значного підвищення активності індуцибельної NО-синтази лабораторних тварин (на 373,2 %, р<0,001). 

5. Доведена роль зниження активності ендотеліальної NO-синтази (на 37,5 %, р<0,001) на тлі розвитку експериментального остеоартрозу та спричиненої ним активізації індуцибельної синтази NO.

6. Патогенетично обгрунтована та доведена позитивна результативність корекції ендотеліальної дисфункції при остеоартрозі за допомогою аміногуадину – інгібітора індуцибельної NO-синтази.

7. Встановлена ефективність використання L-аргініну, як коригуючого засобу порушення функціонування ендотелію при експериментальному остеоартрозі та показано, що використання донатора оксиду азоту є більш ефективним у порівнянні з інгібуванням індуцибельної NО-синтази (виявлені статистично значущі відмінності на рівні р<0,001). Доведена нормалізація показників функціонального стану ендотелію в групі тварин, які отримували L-аргінін в складі комплексної корекції остеоартрозу. 

ПРАКТИЧНІ РЕКОМЕНДАЦІЇ

1. Рекомендовано апробувати в клінічній практиці корекцію дисфункції ендотелію при остеоартрозі за допомогою донаторів оксиду азоту, зокрема L-аргініну, як ефективного засобу профілактики подальших ушкоджень.
2. Дослідження вазоконстрикторного потенціалу є інформативним діагностичним тестом при експериментальному остеоартрозі і може бути в подальшому використаним у лікувальній практиці при переврці ефективності нових способів корекції.
3. для аналізу ефективності способів корекції дисфункції ендотелію при остеоартрозі може слугувати визначення активності ендотеліальної та індуцибельної NО-синтаз, як показників функціонального стану ендотелію та розвитку запального процесу.
4. Рекомендовано контролювати динаміку рівня фактора Віллебранда та ендотеліну-1, як діагностичних маркерів ендотеліальної дисфункції і тим самим, опосередковано, тяжкості перебігу патологічного процесу.
5. Рекомендовано для подальшої апробації поєднання нестероїдних протизапальних засобів та донатора оксиду азоту у корекції патологічного стану та його ускладнення.
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13. Орел К.С., Савицький І.В., М'ястківська І.В. Порівняльна характеристика змін активності ендотеліальної та індуцибельної NO-синтаз на тлі експериментального остеоартрозу. XVІІI чтения В.В. Подвысоцкого: Бюллетень материалов научной конференции (18-19 мая 2019 года), Одесса: УкрНИИ медицины транспорта, 2019. С.151-152. (Дисертант особисто провів експериментальне дослідження, аналіз літературних даних, статистичну обробку отриманих результатів та написання тез).

ПРОДОВЖЕННЯ ДОДАТКУ А
Апробація результатів дисертації

Основні наукові положення дисертаційної роботи викладено та обговорено на науково-практичних конференціях різного рівня:
міжнародній науково-практичній конференції «Вітчизняна медицина в умовах сучасності», 12-13 січня 2018 р., Дніпро (публікація тез);
міжнародній науково-практичній конференції «Сучасні тенденції розвитку медичної науки та медичної практики», 22-23 грудня 2017 р., Львів (публікація тез);
Всеукраїнській науково-методичній конференції «Перспективи розвитку медичної науки і освіти» присвяченій 25-ти річчю медичного інституту Сумського державногоуніверситету, 16-17 листопада 2017 р., Суми (усна доповідь, публікація тез); 

науково-практичній конференції з міжнародною участю «Актуальні проблеми експериментальної та клінічної біохімії», 12-13 квітня 2018 р., Харків (усна доповідь, публікація тез); 

міжнародній науково-практичній конференції «Актуальні проблеми експериментальної та клінічної біохімії», 11-12 квітня 2019 р., Харків (усна доповідь, публікація тез);
науково-практичній конференції «XVIII–і читання В.В. Підвисоцького», 21-22 травня 2019 р., Одеса (усна доповідь, публікація тез).
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[image: image29.png]1. Hasea mnpomnozunii: [latorenetnuni MexaHismMu JUC(YHKIIT eHAOTeNl0 mnpu
ocTeoapTpo3i Ta crocobu X Kopekui.

2. 3akjag, mWo po3poGuB nponosuuil, nowrtosa aapeca: [l “Vkpaincekuii
HAyKOBO-ZOCHIAHAN [HCTUTYT MEIMIMHM TpaHcropty MinicTeperBa  OXOPOHH
3n0pos’s Ykpainu”. 3no6ysad Open Koctsnrun Cepriffosuy.

3. Jlzxepesto indopmanii:

1. Open K. C., Capuuxuit Y. B., Slkumuyk H. B., Kyssmenko U. A., Msctkosekas M.
B. CpaBuuTesnpHas XapaKTePHCTHKa MOJeNel eKclepuMeHTalbHOro OCTeoapTposa.
BicHnk YkpalHCbKOi MemuuHOi CcToMarosioridHoi akajgemii "AxTyanbni npobiemu
cyuacuoi memuumnn'". 2017, T.17, Ne 4 (60), uactuna 2, c. 330-333.

2. Savitsky I. V., Orel K. S., Myastkovskaya I. V., Savytskyi V. 1., Levkivska O. S.
Dynamics of endothelial and inducible synthase nitric oxide in experimental
osteoarthritis and its correction. Journal of Education, Health and Sport, 2018, 8(11), c.
902-911.

3. Savitsky I. V., Orel K. S., Myastkovskaya I. V., Savytskyi V. L., Levkivska O. S.
Researc of pro- and anti-inflammatory cytokines dynamic on the background of
endothelial dysfunction development induced by experimental osteoarthrosis. Journal
of Education, Health and Sport. 2018, 8(1), c. 430-442.

4. Savitsky L. V., Orel K. S., Levkivska O. Imbalance of vasoconstrictor / vasodilation
potential caused by experimental osteoarthritis development. Journal of Education,
Health and Sport. 2018, 8(5), c. 411-418.

4. ba3oBa ycTanoBa, sika NpPOBOAMTH BupoBamkenHs: Kadenpa saranbHoi Ta
KJIiHi4HOT natonoriuxoi diziosorii imeni B. B. [TinBucoupkoro.

5. ®opMa BHPOBAIKEHHsI: BHKOPHCTOBYETBCS I1iJ 4aC TNPOBEJEHHS JeKuid Ta
NPAaKTUYHUX 3aHATH y KaQenp TpH BUBYEHHI po3aily «matodisionoris opramis i
CHCTEMY.

6. EdexTuBHiCTS BIPOBAIKEHHsI: I1iIBUILIEHHS SKOCTi 3HAHb CTYIEHTIB 3 MUTaHb
natoreHesy AucyHKIi €HJIOTENII0 TPH 0CTE0apTPOo3i Ta Crocobu KOpeKii.

7. 3aysaxennst Ta nponosuuii. He Bunocunucs. OOGroBopeHoO Ta 3aTBEpIKCHO Ha
sacimanni Kadenpu 3aranbHOi Ta KIiHiuHOI martomoriuHoil Qisionmorii im. B.B.
ITigBuconnkoro, nporokoi Ned Bin 10 mucromnaza 2020 p.

BignoBinanbHuii 32 BIPOBAIKEHHS:

JloueHT Kaeapy 3arabHOI Ta KIiHI4HOT aTOI0r 4HOT

¢izionorii imeni B. B. Ilinsucorskoro Ogecbkoro I~

HaI[lOHAJBLHOTO MEAUYHOTO YHIBEPCUTETY IMocnenos O.M.
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AKT BIIPOBAIKEHHA

1. Hasea mnponosumii: Bu3HaueHHs OCHOBHHX NaTO(i3iONOriYHMX MEXaHi3MiB
CHIOTENIANEHOT IUCHYHKILI TIPU 0CTE0apTPO3i Ta JOCIIIKEHH e(eKTHBHOCTI Croco0iB ii
KOPEKILi.

2. 3akjaj, o po3poGuB MPoNo3uuio, nomrosa agpeca: JI1 ”YkpaiHChKuil HAyKOBO-
JIOCTIi THUH iHCTHTYT MEIMIIMHM TPAHCIIOPTY MiHICTEpCTBA OXOPOHHU 310POB’s YKpaiHu.
3mo6ysau Open Kocrsatud Cepriiiopud.

3. JIxxepesio ingopmanii:

1. Savitsky I. V., Orel K. S., Myastkovskaya 1. V. Dynamics of endothelial and inducible
synthase nitric oxide in experimental osteoarthritis and its correction. Journal of
Education, Health and Sport. 2018;8(11):751-759.

2. Savitsky I. V., Orel K. S., Myastkovskaya 1. V. Researc of pro- and anti-inflammatory
cytokines dynamic on the background of endothelial dysfunction development induced by
experimental osteoarthrosis. Journal of Education, Health and Sport. 2018;8(1):377-385.

3. Open K.C., Capuukuii U.B., SIkumayk H.B., Ky3pmenxo M.A., Mscrkosckas U.B.
CpaBHHTENBHAS XapaKTEPHCTAKA MOJICNeH eKCIIEPHMEHTATIBHOTO 0CTe0apTposa. BicHHK
VipaiHChKOi MeJuuHOi croMarosoriasoi akanemii "AkryanbHi npoOaeMd CygacHOT
mequaan”. 2017.T.17, Ne 4 (60) wactuna 2.:330-333.

4.Savitsky 1. V., Orel K. S., Levkivska O. Imbalance of vasoconstrictor / vasodilation
potential caused by experimental osteoarthritis development. Journal of Education, Health

and Sport. 2018;8(5):361-367.
4. Ba3oBa ycTaHOBA, siKa NPOBOAATHL BupoBakenns: Kapenpa saraibHoi Ta KIiHiYHOT
naroJtorivHoi izionorii imeni [[.O. AnbnepHa

5. dopma BNPOBAYKEHHS: BHKOPHCTOBYETBCS MiJl 9ac TPOBENEHHA JEKLiH Ta
IPAKTHYHMX 3aHATH Y Kade[py IIpH BUBUCHH] PO37iny «Po3namyu kposooOiry, OB’ si3aHi 3
MOPYLICHHAM (YHKIIT CyIUH.

6. EdexTHBHiCTL BNPOBAUKEHHS: IIBUIICHHS SKOCTi 3HAHb CTYNEHTIB 3 I[ITAHb
naToreHesy MUCQYHKINI  EHIOTEN{I0 NPH OCTE0apTpo3i Ta CHOcoOM iX KOpeKuii.
7. 3ayBaskeHHs Ta npono3uuii. He Bunocmmmcs.
BianoBigayisHuii 32 BOPOBaJXKeHH:

npodecop kadenpu 3araabHOI Ta KIHIYHOI HaTOTOTYHOT
¢izionorii imeni J1.O. AnpnepHa XapKiBChbKOrQ, HAIIIOHAIBHOTO
MEIYHOTO YHIBEPCUTETY
J.MEJL.H., podecop

O. M. IlleBucHKO
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1. Hasea mnponosuuii: BusHAueHHsS OCHOBHEX natodizionorivHux MexaHi3MiB
eHjoTenianbHoi  uedyHKIi  npu  ocTeoapTposi Ta  mOCTimKeHHS e(eKTUBHOCTI
croco0iB 11 Kopekiii.
2. 3aknaj, mWo po3poGHE NpPONO3HUiI, MOWITOBA aapeca: JIT "Vkpaincekuit
HayKOBO-IOCTIAHUN  {HCTUTYT  MeIHIMHHU Tpancnopty MinicTepcTBa  0XOpoHHU
310poB’sa Ykpainn”. 3106ysay Open KocTsHTHE CepriitoBuy.

3. zxepedto indopmanii:
1. Savitsky 1. V., Orel K. S., Myastkovskaya 1. V. Dynamics of endothelial and
inducible synthase nitric oxide in experimental osteoarthritis and its correction. Journal
of Education, Health and Sport. 2018;8(11):751-759.

2. Savitsky I. V., Orel K. S, Myastkovskaya I. V. Researc of pro- and anti-
inflammatory cytokines dynamic on the background of endothelial dysfunction
development induced by experimental osteoarthrosis. Journal of Education, Health
and Sport. 2018;8(1):377-385.

3. Open K.C., CaBuuxwuii M.B., STkumuyk H.B., Kysbmenxo M. A., Msacrkosekas W.B.
CpaBHuTenbHAS  XapakTepucTHKa Mojelieit EKCIEPUMEHTANBHOIO  0CTE0apTPO3a.
Bicnuk Vkpainchkoi meaununoi cromaronoriunol axamemii "AxTyanpHi mpo6remn
cyuacHol Meauuunn". 2017.T.17, No 4 (60) uactuna 2.:330-333.

4.Savitsky I. V., Orel K. S., Levkivska O. Imbalance of vasoconstrictor / vasodilation
potential caused by experimental osteoarthritis development. Journal of Education,
Health and Sport. 2018;8(5):361-367.

4. Basosa ycraHoBa, sika NPOBOAHTD BIPOBAZKeHHsI: Kadeapa NaToIoriuHol
¢izionorii ByKoBHHCHKOTO IepKaBHOTO MeIMTHOTO yHiBepcuTery.

5. @opma BNpPOBAXKeHHS: BUKOPHCTOBYETHCS T uac NPOBEJIEHHS JIeKLiil Ta
TPaKTUMHUX 3aHATh Y Ka(eApn NpM BHBYCHHI posminy «Posmanu KpoBooOiry,
OB’ sI3aHi1 3 NOPYLIEHHsM (DyHKUIT CyIum».

6. EdexTuBnicTs BNpoBasKenus: MiIABAIIEHHS SKOCTI 3HAHD CTYZIEHTIB 3 IUTaHb
naToreHesy AucQyHKUIT  eHAOTeNi0 mpu OCTe0apTpo3i Ta crmocobu ix Kopekuiii.
7. 3ayBaskenus Ta nponosuuii. He Burocuiucs,

Binnosizaasuuii 3a Buposaukenus:

3aBimyBad Kadeapu natonorigHot

¢isionorii bykosuHCchKOrO

AepHKABHOTO MEJIMYHOTO YHIBEPCUTETY,

I.MEJLH., npodecop . IO. €. Porosuit





ДОДАТОК Б 4
[image: image32.png]¢1. ['opbaueBCEKOro

A.T. lynsrai
20__p.

1. Haspa mnponosuuii: BusHaueHHs OCHOBHHX natodi3ioNOriYHUK MeXaHi3MiB
eHIOTEeMANEHOT AUC(YHKIII TpU  OCTe0aprposita  JOCIHIHKEHHS e(heKTUBHOCTI
crocobiB 11 KOpexIii.

2. 3akiag, mo po3po6MB HpPONO3HIIID, NMOLITOBAa ajapeca: JIIT ”YxpailHChKHH
HAyKOBO-ZOCHIIHMM IHCTHTYT MENHULHMHU TPAHCIOPTY MinicTepcTBa OXOPOHH
310poB’s Yipainu”. 3n06ysad Open Koctsinrun CeprifioBu.

3. Ilzxepedo indopmanii:

1. Savitsky I. V., Orel K. S., Myastkovskaya 1. V. Dynamics of endothelial and
inducible synthase nitric oxide in experimental osteoarthritis and its correction. Journal

of Education, Health and Sport. 2018;8(11):751-759.

2. Savitsky I. V., Orel K. S., Myastkovskaya I. V. Researc of pro- and anti-
inflammatory cytokines dynamic on the background of endothelial dysfunction
development induced by experimental osteoarthrosis. Journal of Education, Health
and Sport. 2018;8(1):377-385.

3. Open K.C., Casuuxuii 1.B., Sxumayk H.B., Kyzsmenko WN.A., Mscrkosckas M.B.
CpaBHHTeTbHAS XapaKTEPUCTHKA MOJIENel eKCIEPUMEHTAIBHOIO  0CTe0apTpOsa.
Bicuuk YKpaiHCHKO! Me/IM4HOI CTOMATOJOTIIHOL akanmemil "AkTyansHi HpobGriemu
cydacuoi memumuun". 2017.T.17, Ne 4 (60) yacTiHa 2.:330-333.

4 Savitsky 1. V., Orel K. S., Levkivska O. Imbalance of vasoconstrictor / vasodilation
potential caused by experimental osteoarthritis development. Journal of Education,

Health and Sport. 2018;8(5):361-367.
4, Ba3opa ycTaHOBa, sIka NPOBOJMTH BIPOBAIKEHHs: xadenpa IaTONOTIYHOL
diziomorii  TepHOMIIBECHKOTO HAIIOHAIBHOTO MEIMIHOro yriBepcurery im. L. SL
I'op6aueBCHKOTO.

5. opma BIPOBAIKEHHsi: BUKODHCTOBYETBCS IIJl HaC MPOBENCHHA Jexuifi Ta
NpakTUYHUX 3aHATH y Kadenpu IpH puBYeHH] po3mimy «Posmamum KpoBoOGiry,
[IOB’513aHi 3 TTOPYIICHHAM QYHKIIT Cy I,

6. EdpexTHBHICTL BIPOBAKEHHS: IIiABUIICHHS 4KOCTi 3HAHb CTYACHTIB 3 IUTaHb
maroreesy AUCQYHKIIl —eHIOTENio IpHU ocTeoapTposi Ta cmocobu ix KOpEeKIil.
7. 3ayBaeHHs T4 npono3uuii. He BHHOCHIHCS.
BignosigajabHHUM 32 BOPOBaIKEHHS:

3agixyBau Kadeapy matooridroi disiomnorii
TepHOMiIBCHKOr0 HAL[lOHAEHOTO MEIHIHOTO
yuisepcutery iM. I. 5. T'opbaueBcbKoro

I.MeJ.H., Ipodecop O.B. [lexedinn
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AKT BITPOBAIPKEHH ST

1. Hasa npomo3umii: BusHaueHHs OCHOBHHX I1aTO(i3iONOTiYHMX MexaHi3MiB
eHjoTemianbHOi AUCYHKIII HpH OCTeoapTposi Ta JOCTiMKeHHS e(heKTUBHOCTI
cnoco6iB ii Kopekiii.

2. 3akiag, mo po3poGuB mpomosuuioo, momroBa aapeca: HII “VkpailHcbkui
HAYKOBO-JOCTIHUN IHCTHTYT MEJWMIMHM TPaHCTIOPTy MiHicTepcTBa OXOPOHHM
3m0poB’s Ykpainu”. 3n06ysau Open Kocrsaatun CeprifioBud.

3. JlzkepeJio indopmamii:

1. Savitsky 1. V., Orel K. S., Myastkovskaya 1. V. Dynamics of endothelial and
inducible synthase nitric oxide in experimental osteoarthritis and its correction. Journal
of Education, Health and Sport. 2018;8(11):751-759.

2. Savitsky 1. V., Orel K. S., Myastkovskaya 1. V. Researc of pro- and anti-
inflammatory cytokines dynamic on the background of endothelial dysfunction
development induced by experimental osteoarthrosis. Journal of Education, Health
and Sport. 2018;8(1):377-385.

3. Open K.C., Casuukuit M1.B., Axumuyk H.B., Ky3ssmenko W.A., MsctkoBckas 1.B.
CpaBHUTeNbHASL XapaKTepPUCTHKAa MoJenell eKCIePUMEHTANbHOTO  OCTe0apTposa.
BicHuk YKpaiHCBKOI MeIuW4HOi CTOMATONOriuHO aKameMmii "AKTyanbHi HpoGremMu
cyuacHoi Meguuuan". 2017.T.17, Ne 4 (60) wactuna 2.:330-333.

4 Savitsky I. V., Orel K. S., Levkivska O. Imbalance of vasoconstrictor / vasodilation
potential caused by experimental osteoarthritis development. Journal of Education,
Health and Sport. 2018;8(5):361-367.

4. BasoBa ycTaHoBa, ika IPOBOAHTH BIIPOBA/KeHHs: kadespa HOpPMAalbHOI Ta
naronoriunoi pizionorii HanioHansHoro GpapMaleBTHIHOTO YHiBEPCUTETY.

5. ®opma BNPOBAIKEHHs: BHKODHCTOBYETHCS TN Hac TPOBEJCHHS JEKLUii Ta
NpaKTHYHEX 3aHATH y Kadeapu npy BUBUeHHi posainy «Ilatodizionoris KpoBOHOCHMX
CyIIFIHY.

6. EdpekTHBHICTL BIPOBAUKEHHS: MiJBUIIEHHS SKOCT 3HaHb CTYZAEHTIB 3 IHTaHb
naroresesy TUChYHKIIi eHOTeNilo IPH OCTeoapTposi Ta crocobu ix Kopekuiil.
7. 3ayBaseHnHs Ta mponosuuii. He BuHOCHIHCSL.

BignoBiganbHUi 32 BIPOBaAXKeHHsI:

3aBinyBauka kadenpy HOPMAIBHOI Ta MATOIOTiYHOI

diziosnorii HanioHansHOTO (hapManeBTHIHOTO 2

YHIBEpCUTETY
I.MeJI.H., Tpodecop : Hanist KOHOHEHKO
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AKT BIIPOBAIKEHH

1. Hassa mnpono3uuii: DBu3HAuCHHA OCHOBHHX aTo(i310MOTIYHIX MeXaHi3MiB
eHpoTeNianpHOl AUChyHKI TPH 0CTe0apTPO3i Ta MOCIIHPKEHHS epexTHBHOCTL ¢TIOCO0IB il
KOpEeKIi.

2. 3akaag, WO PO3POGME NPOTO3ULII0, TMOWITOBA appeca: 1 “YkpaiHChKHH HayKOBO-
JOCIiAHMI iHCTHTYT MEJMIMHH TPAHCTIOPTY MigicTepcTBa OXOPOHH 3p0pos’s Ykpainu”.
3po6ysau Open KocTaHTHH CeprifoBHY.

3. Jokepesio indopmauii:

1. Savitsky L V., Orel K. S., Myastkovskaya L. V. Dynamics of endothelial and inducible
synthase nitric oxide in experimental osteoarthritis and its correction. Journal of Education,
Health and Sport. 2018;8(1 1):751-759.

2. Savitsky I V., Orel K. S., Myastkovskaya I. V. Researc of pro- and anti-inflammatory
cytokines dynamic on the background of endothelial dysfunction development induced by
experimental osteoarthrosis. Journal of Education, Health and Sport. 2018;8(1):377-385.

3. Open K.C., Capunkuii U.B., Sxumuyk H.B., Ky3pMeHKO W.A., Msctkosekas 1.B.
CpaBHUTEIbHAS XapAKTEPUCTHKA MOJIEeNell  EKCTIEPHMEHTANIBHOI0  0CTe0apTposa. BicHuk
VKpaiHCHKOi  MeHHHOT CTOMATONOTTUHOT ~ aKajeMil "AKTyanpHI TIPOOIEMH Cy4acHOi
mequipan”. 201 7.T.17, Ne 4 (60) yacTHHA 2.:330-333.

4 Savitsky 1. V., Orel K. S., Levkivska O. Imbalance of vasoconstrictor / vasodilation
potential caused by experimental osteoarthritis development. Journal of Education, Health
and Sport. 2018;8(5):361-367.

4. Ba3oBa yCTaHOBA, sIKA MPOBOAUTL BnipoBajKeHHst: Kadenpa maronoriunoi disionorii
Ipano-DPAHKIBCHKOT0 HALIOHATLHOTO METUHHOTO YHIBEPCHUTETY.

5. dopma BrpPOBA/KEHHSI: B HaBuATBHHUIT TIpOLEC Kaenpu — JeKIHHMi KypC Ta IPaKTHIHI
sapaTTA TpH posrami Temu «Posnanau kpoB0oOOIry, moB’s3aHi 3 mOpymeHHsM (QyHKUii
CYIHH.

6. EdexTHBHICTH BNPOBAIKEHHS: Mi[BUIICHHS SKOCTi 3HAHD CTYIEHTIB 3 IHTaHb
matorenesy  auchyHKUI eHIOTENI0 TPU ocTeoapTposi Ta crocobH iX KOpEeKIi.
7. 3ayBasKeHHsI Ta nponosuuii. Hemae.

BianosiganbHUil 32 BIPOBAIKEHHSL:

3asigyBay Kapeapu MATOJIOTTYHOT

isiomorii IBaro-PPaHKIBCHKOTO

HAIOHANBHOTO METHYHOTO YHIBEPCHTETY

3aCITy’KEHUH JIi9 HAyKH i Texnike YKpaiHH,

J.MeLH., mpodecop JIM. 3asup
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AKT BITPOBAI’KEHHSI

1. Ha3Ba nponosunii: [Tarorenernyni MexanisMu aucyHKIIT eHIOTETIIO [IPU OCTE0apTPO3i Ta
CIOCOOH 1X KOPEKIIii.

2. 3akjal, WO po3poOMB MpONO3HUIK, MOmTOBa aapeca: J[I1 ”YKpalHChbKHH HayKOBO-
JIOCIITHUA iHCTUTYT MEIMIMHH TPAaHCIOPTY MiHnicTepcTBa 0XOpOHH 310pOB’s YKpaiuu”.
3n00yBau Open Koctsatun Cepriiionu.

3. xxepeJio iHdopmarrii:

1. Open K. C., Capunkuit H. B., SIxkumuyk H. B., Ky3smenko U. A., Mscrrkopekas U. B.
CpaBHHUTENIbHAA XapaKTEPUCTHKA MOJENEH EKCIEePHMEHTAIBHOTO ocTeoapTpo3a. BicHux
YKpalHChKOI MEJIMYHOI CTOMATOJIOTIYHOI aKajieMii "AKTyasbHi TpoGieMu CY4aCHO1 MEIUITUHU".
2017, T.17, Ne 4 (60), uactuna 2, c. 330-333.

2. Savitsky L. V., Orel K. S., Myastkovskaya I. V., Savytskyi V. L., Levkivska O. S. Dynamics of
endothelial and inducible synthase nitric oxide in experimental osteoarthritis and its correction.
Journal of Education, Health and Sport, 2018, 8(11), c. 902-911.

3. Savitsky I. V., Orel K. S., Myastkovskaya I. V., Savytskyi V. L, Levkivska O. S. Researc of
pro- and anti-inflammatory cytokines dynamic on the background of endothelial dysfunction
development induced by experimental osteoarthrosis. Journal of Education, Health and Sport.
2018, 8(1), c. 430-442.

4. Savitsky I. V., Orel K. S., Levkivska O. Imbalance of vasoconstrictor / vasodilation potential
caused by experimental osteoarthritis development. Journal of Education, Health and Sport.
2018, 8(5), c. 411-418.

4. bazoBa ycranoBa, sika IpoBOAMTHL BIpoBaKeHHs: J{I1 YKpalHChKU HAYKOBO-IOCIIi JHUH
IHCTUTYT MEMIMHYA TPaHCIOPTY MiHicTepcTBa OXOPOHH 30pOB’st Ykpainu
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