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УТВОРЕННЯ ОСТЕОКЛАСТІВ В ТРУБЧАСТИХ  КІСТКАХ ЩУРІВ
ПРИ ФУНКЦІОНАЛЬНОМУ РОЗВАНТАЖЕННІ ЗАДНІХ КІНЦІВОК 

(МЕТОД АВТОРАДІОГРАФІЇ).
Сучасні дослідження на космічних супутниках і станціях, в тому числі проведені нами сумісно зі спеціалістами Росії (Інститут медико-біологічних проблем, Москва), Нідерландів, США на біосупутниках серії “БИОН” і американській космічній лабораторії “SLS-2”, показали, що кістковий скелет є однією з найважливіших мішеней дії мікрогравітації і гіпокінезії на організм.Проблема розвитку остеокластів до цього часу залишається досить маловивченою. В дослідженнях в умовах  in vitro [6, 784-786] було показано, що мононуклеарні фагоцити диференціюються в багатоядерні остеокласти.   Родіонова Н.В. [3, 995-1000] одержала дані про особливості утворення остеокластів злиттям клітин-попередників. Моноцити та макрофаги є прямими попередниками остеокластів в зонах резорбції. Шляхом злиттям вони дають початок "вільним" полінуклеарним макрофагам (молодим остеокластам). Кількість ядер в остеокластах зростає за рахунок малодиференційованих фагоцитів. Їх включення відбувається на різних стадіях життєвого циклу остеокластів в залежності від інтенсивності резорбтивних процесів в кістках [3,995-1000]. Багато вчених розглядають остеокласт як багатоядерний макрофаг кісткової тканини [1,133-140; 4,501-512].

За даними досліджень, що проводилися раніше, [3,995-1000; 5, 171-178], що в ядрах остеокластів не синтезується ДНК, а мічені ядра в них з’являються в результаті приєднаних мічених клітин-попередників, що включаються потім в склад остеокластів.
Інформація про динаміку формування та ультраструктурні особливості популяцій остеокластів в кістках в умовах зниження гравітаційного навантаження яка э на сьогодні в літературі, э вкрай суперечлива. 

Матеріал і методи

Об'єктом  дослідження слугували білі щури лінії Wistar. В експерименті з моделювання гіпокінезії використовувались самці віком 4-6 міс. і вагою тіла 220-240 г. Для моделювання гіпокінезії використовувався метод "вивішування" за хвіст, запропонований Morey-Holton (1979) та модифікований співробітниками відділу цитології та гістогенезу. Тривалість експерименту 28 діб. Щури заморювалися хлороформом. Матеріал для гістологічних досліджень (плечові, стегнові та гомілкові кістки кінцівок) вичленувався та фіксувався у 10 % формаліні, а потім оброблявся як для гістологічних досліджень за загальноприйнятими методиками.

Для вивчення проліферативних властивостей та динаміки популяцій остеокластів нами застосований метод радіоавтографії з 3Н-тімідіном. Для виготовлення гісторадіоавтографів на гістозрізи наносили дрібнозернисту фотоемульсію типу "М". Після експонування гістоавтографи проявляли, зафарбовували гематоксиліном Майера - еозином, зневоднювали та заключали у бальзам для подальшого аналізу. Інтенсивність мічення визначали за допомогою підрахунку кількості зерен срібла на 25-50 ядрами клітин. Результати піддавалися статистичній обробці. 

Результати досліджень та їх обговорення.

Результати нашого дослідження за умов модельованої гіпокінезії показують, що мітка 3Н-тімідіну  в ядрах остеокластів через 1 годину після  введення радіонукліда як в досліді, так і в контролі не реєструється. До 48 годин в остеокластах продовжується зростання кількості мічених ядер: в досліді  і в контролі 16,8 +  0,8% та 12,3 +  0,6% відповідно, р<0,05.

До 72 годин індекси мічення ядер в остеокластах складають: 22,3 + 1,0%  в контролі та 17,2 +  0,8%  в досліді, р<0,05 . Таким чином показано, що мічені ядра в остеокластах з’являються протягом 72 годин. Також підраховувалася середня інтенсивність мічення ядер в остеокластах в експозиціях 48 годин і 72 годин.  До 48 годинам досліду середня інтенсивність мічення ядер склала 24,8+0,9 зерен срібла, до 72 годинам знижується до 7,1 + 0,3 зерен, (тобто ≈ у 3,1 рази). В контролі: 25,5 + 1,2  до 12,1 +  0,6 (тобто у 2,2 рази).

На основі одержаних даних можна сказати, що мічені ядра в остеокластах з’являються протягом 72 годин за рахунок 1-3 поділів ДНК-синтезуючих мононуклеарних клітин-попередників. Причому при гіпокінезії має місце тенденція до збільшення кількості мічених ядер в остеокластах та більш швидкому розведенню в них мітки протягом 72 годин. Це свідчить про те, що процеси резорбції в умовах модельованої гіпокінезії посилюються шляхом збільшення швидкості формування остеокластів за рахунок приєднання мононуклеарних клітин-попередників. що діляться. Результати нашого дослідження відповідають даним Grano et al. (2002) [2, 176-185] про посилення формування остеокластів та їх функціональної  активності в умовах експериментальної мікрогравітації, які проводилися в умовах in vitro. 

Висновки.

Проведене нами радіоавтографічне дослідження показало, що при модельованій гіпокінезії мічені 3Н-тімідіном ядра остеокластів через 1 годину після введення радіонукліду не реєструються. До 48 годин в остеокластах достовірно зростає кількість мічених ядер. До 72 годин кількість мічених ядер продовжує зростати порівняно з їх кількістю до 48 годин. Таким чином доведено, що в умовах експериментального розвантаження задніх кінцівок щурів в кістковій тканині посилюються процеси остеокластичної резорбції. Це відбувається шляхом пришвидчення формування остеокластів за рахунок приєднання одноядерних клітин-попередників, що діляться.
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