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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність теми. Збільшення випадків патологій опорно-рухового апарату, особливо остеопорозу, є великою проблемою для суспільства. За даними ВООЗ, остеопорозу притаманна надзвичайно висока і постійно зростаюча розповсюдженість, що дає підставу для ствердження про наявність епідемії цієї патології, яка охопила світ. З ініціативи ВООЗ, Європейської антиревматичної ліги й ініціативної групи ортопедів перша Декада третього тисячоріччя присвячена поглибленому вивченню патології кісток і суглобів (The Bone and Joint Decade, 2000-2010) (Риггз Б. Л., Мелтон ІІІ Л. Дж., 2000; Корж Н. А. и соавт., 2002).

За даними сучасних досліджень, кісткова тканина є активною метаболічною системою, яка постійно оновлюється за рахунок процесів резорбції та формування (Manolagas S.C., 2000; Seeman E., 2003) і перебуває в нерозривному зв’язку з кровотворною тканиною, як за походженням, так і за взаємним розташуванням (Sharrock W.J. 1998; Kale S., Long M.W., 2000; Астахова В. С., 2000). Цей зв’язок очевидний, оскільки клітини кісткового мозку, маючи остеогенні властивості, локалізуються в кістковій тканині, а головні учасники ремоделювання кістки - остеокласти та остеобласти, походять з гемопоетичних попередників, подібних гранулоцитарно-макрофагальним колонієутворюючим клітинам (КУК-ГМ) і мезенхімальним стовбуровим клітинам, які входять до складу строми кісткового мозку, подібних колонієутворюючим клітинам фібробластів (КУК-Ф) (Бутенко Г. М., 1999; Lorenzo J. 2000). Разом з тим, функціонування вищезгаданих систем здійснюється в тісному взаємозв’язку з ендокринною та імунною системами, оскільки їх об’єднує не тільки спільність походження, але й спільність регуляторних механізмів, що діють як на системному, так і на локальному рівнях (Manolagas S.C., Kousteni S., 2002).

Відомо, що імунна та кісткова системи функціонально взаємопов’язані і цей взаємозв’язок відбивається в спільності регуляторних молекул, які впливають на клітини обох систем (Lorenzo J. A., 2000; Grиeviж D. et al., 2001).Тимус є центральним органом імунної системи, в якому відбуваються дозрівання і диференцировка Т–лімфоцитів, які, в свою чергу, приймають участь в метаболізмі кісткової тканини через локальну і системну продукцію цитокінів, а баланс процесів ре-    зорбції і формування кістки забезпечує збереження нормальної кісткової маси (Базарный В. В. и соавт., 1994; Бутенко Г. М., 1999; Бутенко Г. М. и соавт., 2001; Кащенко С. А., 2001, 2003, 2004; Lorenzo J. A., 2000). Видалення тимусу у новонароджених мишей, щурів, мурчаків та інших тварин призводить до розвитку так званого wasting-синдрому (виснаження), для якого є характерними відставання у масі, лімфоцитопенія, уповільнений ріст кісток і всього організму (Teixeira D. et al., 1978; Кемилева З., 1984). Також знижується рівень статевих гормонів, які є потужними протекторами кісткової тканини (Manolagas S. C., 1999, 2000). Відомо, що брак гормональних речовин тимусу, які впливають на функцію багатьох органів і систем, негативно впливає і на стан кісткової тканини як людей, так і тварин (Лабунец И. Ф., Максюк Т. В., Бутенко Г. М., 2000; Кащенко С. А., 2004).

Вважається, що основними факторами, які специфічно впливають на розвиток і диференціацію клітин кісткового мозку, а саме, остеокластів, є: рецептор, активуючий ядерний фактор NF-кВ (RANK), остеопротегерін (OPG) і остеопротегерін-ліганд (ОPGL, RANKL), які були незалежно відкриті в кістковій та імунній системах (Wong B.R. et al.,1997; Theill L. E., 2002; Yamazaki H., 2005). Ремоделювання кістки контролюється балансом між RANK-RANKL зв’язуванням і/або продукцією OPG, оскільки відношення RANKL/OPG визначає біологічну активність RANKL (Gori F., 2000; Rogers G., 2002). Існує дуже велика кількість системних і локальних остеотропних факторів, в тому числі, які продукуються і клітинами імунної системи, що регулюють експресію одного або двох компонентів відношення RANKL/OPG остебластно/стромальними клітинами. Відомо, що остеобласти секретують велику кількість білків, які беруть участь у формуванні кісткового матриксу (Sims N., 1997; Mizuno M., 2001). Остеокласти не можуть диференціюватися з гематопоетичних клітин-попередників, якщо блоковано продукцію Т-лімфоцитами основних факторів остеокластогенезу (RANKL і М-КСФ). Все це доводить, що специфічні сигнали мікрооточення необхідні для остеокластогенезу, а продуковані імунними клітинами RANKL і OPG можуть діяти на кісткові клітини, і, навпаки (Kong Y. Y., 1999).

Якщо роль гемопоетичної, та нейроендокринної систем у функціонуванні кісткової тканини досить добре відома, то вплив імунної системи на кісткову тканину висвітлено недостатньо. Дослідження щодо вивчення кісткової тканини при тимектомії, показують тільки порушення швидкості росту кісток, а питання щодо функціональних змін основних учасників ремоделювання кісткової тканини: остеобластів і остеокластів та ролі міжклітинних взаємодій залишається відкритим. Всі ці обставини виступають в якості відправної точки у виборі даного дослідження, що продиктовано медичною і соціальною значущістю зазначеної проблеми.

Зв'язок роботи з науковими програмами, планами, темами. Дисертаційна робота виконана згідно з планом науково-дослідної теми лабораторії патофізіології і імунології Інституту геронтології АМН України "Вивчення ролі імунних механізмів у формуванні структурно–функціональних порушень кісткової тканини при старінні", номер державної реєстрації 0102U001417, в якій дисертант приймала участь як виконавець окремих фрагментів.

Мета дослідження. Встановити особливості впливу тимектомії у мишей лінії СВА/Са в різні вікові періоди і трансплантації тимусу від донорів різного віку  тимектомованим тваринам на формування кістки, а також функціональні особливості клітин-попередників кісткового мозку в зрілому віці.

Задачі дослідження:

Дослідити вплив тимектомії в різних вікових періодах (у віці 3-х, 20-ти і 45 діб) на щільність стегнової кістки.

Визначити вплив трансплантації тимусу від донорів 5-ти добового та 24-х місячного віку реципієнтам, яким було видалено тимус у віці 3-х діб (неонатальна тимектомія) на щільність стегнової кістки.

Вивчити можливі кількісні зміни стромальних і гемопоетичних клітин-попередників кісткового мозку в різних вікових періодах, в умовах неонатальної тимектомії та трансплантації тимусу від донорів різного віку.

Визначити функціональну активність клітин кісткового мозку в умовах неонатальної тимектомії та трансплантації тимуса від донорів різного віку, індукованих в культурах до остеобластогенезу та остеокластогенезу.

Визначити рівень експресії гену остеокальцину в умовах неонатальної тимектомії та трансплантації тимуса від донорів різного віку у клітинах кісткового мозку, індукованих в культурах до остеобластогенезу.

Визначити вплив неонатальної тимектомії та трансплантації тимусу від донорів різного віку на рівень статевих гормонів в сироватці крові.

Об’єкт дослідження. Особливості функціонального стану клітин-попередників кісткового мозку та щільність стегнової кістки у мишей лінії СВА/Са різного віку в умовах тимектомії та з трансплантованим тимусом від донорів 5-ти добового (молодого) і 24-х місячного (старого) віку.

Предмет дослідження. Щільність стегнової кістки, клітини-попередники кісткового мозку, тестикули, матка, наднирники, кров мишей.

Методи дослідження. Дослідження здатності стовбурових клітин кісткового мозку утворювати in vitro колонії стромальних клітин–попередників фібробластів (КУК–Ф) та колонії клітин–попередників гранулоцитів–макрофагів (КУК–ГМ) за допомогою культурального методу, а також під впливом специфічних індукторів в культурах диференціюватися у клітини остеобластного і остеокластного ряду; визначення активності лужної фосфатази в колонієутворюючих клітинах остеобластів та кислої фосфатази в колонієутворюючих клітинах остеокластів цитохімічним методом; визначення рівню статевих гормонів в сироватці крові радіоімунним методом; визначення рівню експресії гену остеокальцина в культурах клітин кісткового мозку за допомогою полімеразної ланцюгової реакції; визначення щільності стегнової кістки гравіметричним методом; визначення певних маркерів на клітинах кісткового мозку з використанням моноклональних антитіл; визначення маси тестикул, матки, наднирників органометричним методом.

Наукова новизна одержаних результатів. Доведено, що тимектомія мишей лінії СВА/Са тільки у віці 3-х діб негативно впливає на стан кісткової тканини у зрілому віці, що проявляється у зниженні щільності стегнової кістки. На тлі тимектомії в трьохдобовому віці у тварин виявили зниження функціональної активності остеобластів і підвищення функціональної активності остеокластів, що, можливо, призводить до посилення процесу резорбції і порушення процесу формування кістки. Встановлено, що рівень експресії гену остеокальцину, який експресується тільки в диференційованих остеобластах, значно нижчий в групах тимектомованих тварин, що може свідчити про порушення процесу мінералізації кісткового матриксу. Визначена різниця у відновлюючій дії молодого і старого тимусу на стан кісткової тканини.

Практичне значення одержаних результатів. Результати дослідження особливостей впливу видалення тимусу у мишей лінії СВА/Са в різних вікових періодах, а також при трансплантації молодого та старого тимусів на формування кісткової тканини розширюють і поглиблюють знання про вплив імунної системи на процес остеогенезу, вивчення якого є основою розуміння низки як фізіологічних, так і патологічних процесів. Одержані дані мають важливе значення для встановлення механізмів старіння кісткової тканини.

Особистий внесок здобувача. Автором особисто виконані дослідження та аналіз наукової інформації за темою дисертації, визначена мета та поставлені задачі дослідження, розроблено протокол реєстрації результатів дослідження, проведений відбір тварин, виконані тимектомія та трансплантація тимусу від донорів різного віку у навколонирковий простір декапсульованої нирки, статистична обробка, аналіз та інтерпретація результатів, сформульовані висновки, розроблено дизайн рукопису дисертації, а також підготовлені матеріали до друку.

Апробація результатів дисертації. Матеріали дисертаційної роботи оприлюднені на V Українській конференції молодих вчених, присвяченої пам’яті академіка Володимира Веніаміновича Фролькіса (Київ, 23 січня 2004); на ІV національному конгресі геронтологів і геріатрів України (Київ, 11 – 13 жовтня 2005); на науковій конференції молодих вчених з міжнародною участю “Актуальні проблеми геронтології та геріатрії”, присвяченої пам’яті академіка Володимира Веніаміновича Фролькіса (Київ, 27 січня 2006).

Публікації. За матеріалами дисертації опубліковано 9 наукових праць, з них - 4 журнальних статі у фахових наукових виданнях, затверджених ВАК України, 5 тез доповідей.

Структура та обсяг дисертації. Дисертація викладена на 165 сторінках машинопису та включає вступ, огляд літератури, опис матеріалів і методів досліджень, 3 розділи власних досліджень, узагальнення одержаних результатів, висновки, список використаної літератури, який містить 252 джерела, з них 204 - латиницею. Робота ілюстрована 35 таблицями та 58 рисунками.

ОСНОВНИЙ ЗМІСТ РОБОТИ

Матеріали та методи досліджень. Роботу виконано на 213 самцях і самках мишей лінії СВА/Ca. При роботі з тваринами керувалися “Європейською конвенцією щодо захисту хребетних тварин, які використовуються з експериментальними та іншими науковими цілями” (Страсбург, 18.03.86 р.). Проведено дві серії дослідів. Перша серія була присвячена дослідженню впливу тимектомії в різних вікових періодах на щільність стегнової кістки та кількісні зміни колонієутворюючих клітин фібробластів (КУК-Ф) і колонієутворюючих клітин гранулоцитарно-макрофагального ряду (КУК-ГМ). Було обрано тварин трьох вікових груп: новонароджених, двадцяти діб від народження та півторамісячного віку. Контролем для тимектомованих тварин були псевдооперовані самці та самки відповідного віку.

У другій серії дослідів використовували модель неонатальної тимектомії з трансплантацією тимусу від 5-ти добового (молодого) та від 24-х місячного (старого) донорів у навколонирковий простір декапсульованої нирки 5-ти добових мишенят (Tubiana A. Dardenne, 1979; Харази А., 1982). Самцям та самкам проводилась трансплантація тимусу від донорів відповідної статі. Тимектомія проводилась мишенятам у проміжку 48–72 години від моменту народження хірургічним способом відповідно рекомендаціям Cohn (1976). Контролем для тимектомованих тварин були псевдооперовані самці та самки; для тварин з трансплантованими тимусами від молодого та старого донорів – тимектомовані тварини. Повноту видалення тимусу оцінювали візуально. Його приживлення після трансплантаціїї оцінювали гістологічним методом.

Через 3,5 місяці тварин забивали під ефірним наркозом. Відразу після забою тварин зважували, видаляли в стерильних умовах одну стегнову кістку для отримання клітин кісткового мозку з метою подальшого культивування in vitro для визначення кількості колонієутворюючих клітин фібробластів (КУК-Ф), колонієутворюючих клітин гранулоцитарно-макрофагального ряду (КУК-ГМ), колонієутворюючих клітин остеобластів (КУК-ОБ), колонієутворюючих клітин остеокластів (КУК-ОК), другу стегнову кістку брали для визначення її щільності. Також визначали масу тестикул, матки, наднирників.

Здатність клітин кісткового мозку утворювати in vitro колонії стромальних клітин–попередників фібробластів оцінювали в моношарових культурах кісткового мозку на 12 добу культивування: підраховували кількість колоній КУК-Ф, що вміщували не менш 50 клітин, а потім перераховували на загальну кількість ядровміщуючих клітин кісткового мозку стегнових кісток (Friedenstein A. J. et al., 1974).

Здатність гемопоетичних клітин–попередників кісткового мозку утворювати гранулоцитарно–макрофагальні колонії оцінювали в напіврідких агарових культурах на 9 добу культивування: підраховували кількість колоній КУК–ГМ (до складу яких входило не менше 50 клітин), що виросли, а потім перераховували на загальну кількість ядровміщуючих клітин кісткового мозку стегнових кісток (Bradley T.R., Metcalf D., 1966).

Методи in vitro по визначенню кількості КУК-Ф і КУК-ГМ в культурах кісткового мозку дозволяють отримати тільки кількість ранніх клітин-попередників, а не самих остеокластів і остеобластів. Тому, була застосована стимуляція клітин кісткового мозку в культурах до остеобластогенезу і остеокластогенезу специфічними індукторами (в-гліцерофосфат і аскорбінова кислота – для індукції КУК-ОБ і віт.D3 – для індукціі КУК-ОК (Jilka R.L. et al., 1998).

Для дослідження функціональної активності КУК-ОБ та КУК-ОК використовували цитохімічний метод. Визначали цитохімічну активність лужної (по Kaplow L. S., 1955) та кислої фосфатаз (по Лойда З., 1982). Ступінь інтенсивності цитохімічної реакції кожного з вивчених ферментів характеризувалася середнім цитохімічним показником, що був розрахований по напівкількісному методу, заснованому на принципі метода Kaplow (1955). Відповідно до даного методу інтенсивність ферментативної реакції оцінювалася в балах від 0 до 3: 0 – відсутність активності ферменту; 1 – незначна активність; 2 – помірна активність; 3 – висока активність. Далі визначали процент колоній з певною інтенсивністю цитохімічної реакції і множили на відповідний бал. Отримані добутки складалися і їх сума ділилася на 100 (Kaplow L. S., 1955).

Для визначення остеогеного потенціалу клітин кісткового мозку оцінювали рівень експресії гену остеокальцину в культурах клітин, індукованих до остеобластогенезу за допомогою полімеразної ланцюгової реакції (Херрингтон С., Макги Дж., 1999).

Частку CD4+, CD8+, CD4+CD8+ та CD4-CD8- клітин в кістковому мозку оцінювали за допомогою моноклональних антитіл до маркерів лімфоцитів миші: до маркеру CD8 – фірми “Bioscience”, мічених ФІТЦ; до маркеру CD4 – фірми “Bioscience”, мічених фікоеритрином. Кількість клітин з певними маркерами визначали на цитофлюориметрі “FACStar Plus” (“Becton Dickinson”, США).

Радіоімунним методом визначали концентрацію статевих гормонів в сироватці крові.

Для визначення щільності стегнової кістки використовували гравіметричний метод з урахуванням об’єму внутрішньої порожнини кістки (Пашинян Л. Н., Устименко А. М., Пішель І. М., 2005).

Експериментальні дані оброблялися загальноприйнятими методами варіаційної статистики. Розраховувалися значення середніх арифметичних величин (М), їх середньоквадратичне відхилення (д) і помилка середньої (m). Розрахунки проводилися за допомогою комп'ютерних програм “Statgraphics” та “Exell”. Для визначення вірогідних відмінностей між середніми величинами використовували критерій Ст'юдента (t) та Вілкоксона-Манна-Уітні (U). Зміни показників вважали вірогідними при р<0,05 (Гублер Е. В., Генкин А. А., 1973; Минцер О. П. и соавт., 1991).

Результати дослідження і їх обговорення. Встановлено, що в контрольних групах самок різного віку (3-3,5 міс., 3,5-4 міс., 5-5,5 міс.) спостерігається відставання у прирості щільності стегнової кістки порівняно з контрольними групами самців відповідного віку, а також деяка тенденція до зниження ефективності утворення КУК-Ф у порівнянні з контрольними групами самців відповідного віку.

Через 3,5 місяці після тимектомії були виявлені наступні факти: по–перше, тимектомія тільки у трьохдобових мишенят обох статей згодом призвела до вірогідного зменшення щільності кісткової тканини. По–друге, видалення тимусу у мишей двадцятидобового і півторамісячного віку не призвело до змін досліджуваного показника (табл.1).

Таблиця 1

Вплив тимектомії мишей в різних вікових періодах на щільність стегнової  кістки, г/см3

	Вік на момент експерименту
	Стать
	Контроль
	Тимектомія

	3-3,5 міс (тимектомія в 3-х добовому віці)
	самці
	1,96 ± 0,08; (n=10)
	1,51 ± 0,06 *; (n=12)

	
	самки
	1,88 ± 0,03; (n=16)
	1,48 ± 0,03 *; (n=15)

	4-4,5 міс (тимектомія в 20-ти добовому віці)
	самці
	2,17 ± 0,05; (n= 5)
	2,09 ± 0,06; (n= 6)

	
	самки
	1,92 ± 0,07; (n= 6)
	1,99 ± 0,04; (n= 5)

	5-5,5 міс (тимектомія в 1,5-місячному віці)
	самці
	2,08 ± 0,07; (n= 9)
	2,16 ± 0,08; (n= 5)

	
	самки
	1,99 ± 0,05; (n= 10)
	1,99 ± 0,09; (n= 6)


* - р<0,05 при порівнянні з контролем.

Також, представляло інтерес з’ясувати, як змінюються під впливом тимектомії функціональні властивості стромальної тканини. Один з підходів полягав в оцінці вмісту в кістковому мозку КУК-Ф, які здатні утворювати колонії фібробластів, оскільки КУК-Ф і її нащадки є важливими структурно–функціональними компонентами стромального мікрооточення (Фриденштейн А. Я., 1973; Астахова В. С., 2000). Ці колонії у тварин мають клональну природу, про що свідчить лінійна залежність між їх кількістю і числом експлантованих в культуру клітин кісткового мозку (Фриденштейн А. Я., Лурия Е. А., 1980).

Визначення здатності клітин кісткового мозку утворювати КУК–Ф і КУК–ГМ, показало, що, на відміну від тимектомії у 20-ти добовому і півторамісячному віці, тільки тимектомія у віці трьох діб супроводжується вірогідним підвищенням як відносних, так і абсолютних кількостей КУК–Ф і КУК–ГМ (табл.2). Також, у тварин обох статей вірогідно зменшувалось співвідношення КУК-Ф і КУК-ГМ у порівнянні з відповідними контрольними групами. Цей факт може опосередковано свідчити як про прискорення процесу моделювання, так і про кількісну перевагу попередників остеокластів, яка може спричинити посилення процесу резорбції в кістці та падіння її щільності.

Таблиця 2

Кількісні зміни КУК-Ф, КУК-ГМ і щільності стегнової кістки після тимектомії мишей в 3-х добовому віці

	Показники
	Самці


	Самки

	
	Контроль
	Тимектомія
	Контроль
	Тимектомія

	Концентрація КУК-Ф/106
	39 ± 4

(n=13)
	59 ± 6*

(n=12)
	45 ± 5

(n=17)
	59 ± 4*

(n=16)

	КУК-Ф,

загальна кількість в одному стегні
	504 ± 98

(n=13)


	863 ± 147*

(n=12)


	636 ± 111

(n=17)


	936 ± 104*

(n=16)



	Концентрація КУК-ГМ/106
	53 ± 10

(n=7)
	107 ± 8*

(n=11)
	63 ± 7

(n=13)
	103 ± 7*

(n=15)

	КУК-ГМ,

загальна кількість в одному стегні
	630 ± 222

(n=7)


	1485 ± 227*

(n=11)
	847 ± 167

(n=13)


	1593 ± 160*

(n=15)



	Співвідношення

КУК-Ф/КУК-ГМ
	0,69 ± 0,04

(n=7)
	0,53 ± 0,03*

(n=11)
	0,86 ± 0,04

(n=13)
	0,54 ± 0,03*

(n=15)


* - р<0,05 при порівнянні з відповідною контрольною групою.

Результати, отримані нами на першому етапі дослідження, свідчать про наявність зв’язку між тимусом та станом кісткової тканини у мишей лінії СВА/Са, особливо в ранньому віці. Відмінності в змінах після видалення тимусу в залежності від статі та віку тварин можуть свідчити про наявність інших факторів, одним з яких є паралельний вплив статевої системи, що розвивається, через відмінності в продукції статевих гормонів, які відіграють важливу роль у цьому процесі.

Метою наступного етапу дослідження було вивчення функціональних можливостей тимусів від 5-ти добового і 24-х місячного донорів мишей методом його трансплантації у навколонирковий простір декапсульваної нирки тварин, тимектомованих в ранньому постнатальному періоді. Приживаємість тимусів контролювалася за допомогою гістологічного методу.

З’ясувалося, що щільність стегнової кістки у тимектомованих в ранньому постнатальному періоді самців і самок під впливом трансплантованого молодого тимуса вірогідно збільшується у порівнянні з групою тимектомованих тварин (рис. 1). Трансплантований старий тимус впливає на щільність стегнової кістки по-різному: у самок вказаний показник вірогідно збільшується у порівнянні з групою тимектомованих тварин, а у самців подібних змін виявити не вдалося. Цей факт може свідчити про те, що загальні зміни у щільності стегнової кістки у самок і самців відбуваються в різні вікові періоди і/або з різними темпами, а також залежать від гормонального статусу тварин. У той самий час, у самців і самок з трансплантованим старим тимусом, щільність стегнової кістки була вірогідно нижчою при порівнянні з тваринами, яким було трансплантовано тимус від 5-ти добового донора.

Рис. 1. Щільність стегнової кістки у самців і самок з видаленим тимусом та трансплантованим тимусом від 5-ти добового (молодого) або від 24-х місячного (старого) донорів:

* - р<0,05 при порівнянні з контрольною групою;

# -  р<0,05 при порівнянні з тимектомованими тваринами;

$- р<0,05 при порівнянні з тваринами, яким було трансплантовано молодий тимус.

Відомо, що видалення тимусу супроводжується значним зменшенням рівня його гормонів в крові і зниженням вмісту попередників остеобластів (Лабунец И. Ф. и соавт., 2000). У зв’язку з цим виникло припущення про можливість застосування тимічних гормонів для лікування остеопорозу (Jevremoviж M. et al., 1993; Поворознюк В. В. и соавт., 1998). Так, за даними, що були отримані в лабораторії патофізіології та імунології Інституту геронтології АМН України, свідчать про стабілізуючий вплив факторів трансплантованого тимусу від 5-ти добового донора на морфофункціональний стан клітинних елементів губчатої кісткової тканини епіфізу як молодих, так і старих мишей лінії СВА/Са в умовах оваріоектомії. Трансплантований тимус сприяв стабілізації морфофункціонального стану клітинних елементів кісткової тканини, який, в певній мірі, можна порівняти з віковою нормою. Отримані результати можуть бути доказом відновлення чутливості остеогенних клітин до регуляторних факторів тимусу (Пашинян Л. Н., Копилова Г. В., 2005).

Нами показано, що у тимектомованих самок з трансплантованим тимусом від 5-ти добового донору, відбувається вірогідне зниження абсолютних кількостей як КУК-Ф, так і КУК-ГМ; трансплантований тимус від 24-х місячного донору також сприяє зниженню цих показників на 23 % і 25 % у порівнянні з тимектомованими тваринами, але невірогідно. У самців спостерігається така ж спрямованість. Як у самок, так і у самців, молодий тимус сприяє підвищенню співвідношення КУК-Ф і КУК-ГМ (табл. 4). На нашу думку, даний факт може свідчити про посилення процесу формування кістки, що підтверджується вірогідним збільшенням її щільності у порівнянні з групою тимектомованих тварин.

Таблиця 4

Вплив трансплантації молодого/старого тимусів неонатально тимектомованим мишам на кількість КУК-Ф, КУК-ГМ та співвідношення КУК-Ф/КУК-ГМ

	Показник
	Контроль
	Тимектомія
	Трансплантація молодого тимуса
	Трансплантація старого тимуса

	Самці

	Кількість КУК-Ф в одному стегні
	504 ± 98

(n=13)
	863 ± 147*

(n=12)
	585 ± 93

(n=10)
	499 ± 82#
(n=9)

	Кількість КУК-ГМ в одному стегні
	630 ± 222

(n=7)
	1485 ± 227*

(n=11)
	956 ± 148#

(n=11)
	861 ± 178#

(n=9)

	КУК-Ф/КУК-ГМ
	0,69 ± 0,04

(n=13)
	0,53 ± 0,03*

(n=11)
	0,71 ± 0,08#
(n=11)
	0,67 ± 0,11

(n=9)

	Самки

	Кількість КУК-Ф в одному стегні
	636 ± 111

(n=17)
	936 ± 104*

(n=16)
	671 ± 82#
(n=14)
	723± 122

(n=10)

	Кількість КУК-ГМ в одному стегні
	847 ± 167

(n=14)
	1593 ± 160*

(n=15)
	927 ± 142#

(n=14)
	1202 ± 253
(n=10)

	КУК-Ф/КУК-ГМ
	0,86 ± 0,04

(n=13)
	0,58 ± 0,03*

(n=15)
	0,79 ± 0,06#
(n=14)
	0,73 ± 0,13

(n=10)


* - р<0,05 при порівнянні з контрольною групою;

#  - p<0,05 при порівнянні з тимектомованими тваринами.

Оскільки відомо, що порушення співвідношення між кількістю і/або функціональною активністю остеокластів та остеобластів, а також регулюючих їх факторів призводить до порушення ремоделювання кісткової тканини з перевагою процесу резорбції (Manolagas S. C., 1998, 2000), було за необхідне провести поглиблене дослідження кількісних і функціональних характеристик стромальних і гемопоетичних клітин-попередників кісткового мозку, індукованих в культурах in vitro. Для цього визначали активність лужної і кислої фосфатаз в колонієутворюючих клітинах остеобластів і остеокластів (КУК-ОБ і КУК-ОК), відповідно.

Цікавим виявився факт, що не відбулося кількісних змін в КУК-ОБ і КУК-ОК кісткового мозку ні у тимектомованих тварин, ні з трансплантованим молодим і старим тимусами. Але, визначення їх функціональної активності показало, що середній цитохімічний показник активності лужної фосфатази в культурах клітин кісткового мозку, стимульованих до остеобластогензу у тимектомованих тварин, був вірогідно меншим у порівнянні з контрольною групою. Трансплантація як молодого, так і старого тимусів сприяла нормалізації показників середнього цитохімічного показника активності лужної фосфатази, який збільшувався у порівнянні з тимектомованими тваринами (рис.2). Активність лужної фосфатази в живих організмах може змінюватись при патологічних станах. Відомо, що вона є необхідною для процесу мінералізації кісткового матриксу (Akbari M. et al., 2001; Вовк А. И. и соавт., 2003). Так, у мишей, нокаутних за геном лужної фосфатази, розвивались дефекти мінералізації кісткової тканини невдовзі після народження, що може свідчити про важливу її роль у підтримці вказаного вище процесу (Waymire K. G. et al., 1995; Narisawa S. et al., 1997; Hessle L., 2002).

Рис. 2. Цитохімічна активність ЛФ в клітинах кісткового мозку, стимульованих до остеобластогенезу у самців і самок з видаленим тимусом, трансплантованим тимусом від 5-ти добового (молодого) або від 24-х місячного (старого) донорів:

* - р<0,05 при порівнянні з контрольною групою;

# - р<0,05 при порівнянні з тимектомованими тваринами.

Що стосується клітин кісткового мозку, стимульованих до остеокластогенезу, то середній цитохімічний показник активності кислої фосфатази вірогідно зріс у тимектомованих самців і самок, а трансплантація молодого і старого тимусів сприяла незначному зниженню цього показника (рис. 3).

Відомо, що остеобласти секретують велику кількість білків, які беруть участь в формуванні кісткового матриксу (Sims N., 1997; Mizuno M., 2001). Нами було досліджено рівень експресії гену одного з таких білків – остеокальцину – в клітинах кісткового мозку мишей обох статей.

Рис. 3. Цитохімічна активність КФ в клітинах кісткового мозку, стимульованих до остеокластогенезу у самців і самок з видаленим тимусом та трансплантованим тимусом від 5-ти добового (молодого) або від 24-х місячного (старого) донорів:

* - р<0,05 при порівнянні з контрольною групою.

Встановлено, що у самців і самок з видаленим тимусом рівень експресії гену остеокальцину вірогідно менший у порівнянні з контрольними групами тварин. У той самий час, відбувається вірогідне збільшення рівню експресії гену остеокальцину після трансплантації молодого тимусу у навколонирковий простір декапсульованої нирки порівняно з групою тимектомованих тварин (рис. 4).

Рис. 4. Рівень експресії гену остеокальцину (OCN) в клітинах кісткового мозку мишей, стимульованих до остеобластогенезу:

* - р<0,05 при порівнянні з контрольною групою;

# - р<0,05 при порівнянні з тимектомованими тваринами.

Трансплантація старого тимусу призводить до підвищення цього показника на 30% як у самців, так і у самок у порівнянні з тимектомованими тваринами.

Можна припустити, що щільність стегнової кістки у тимектомованих тварин знижується за рахунок зниження функціональної активності остеобластів і посилення функціональної активності остеокластів. Це припущення підтверджується наявністю позитивного кореляційного зв’язку між цитохімічною активністю лужної фосфатази і щільністю стегнової кістки у тварин з трансплантованим молодим тимусом (r=0,78; p<0,04 - у самців; r=0,65; p<0,03 - у самок), а також вірогідним зниженням рівня експресії гена остеокальцина у тимектомованих тварин, який вірогідно підвищується при трансплантації молодого тимусу (рис. 4).

Диференціювання остеокластів та остеобластів з клітин-попередників залежить від багатьох факторів і контролюється системними гормонами, ростовими факторами, цитокінами, які продукуються клітинами мікрооточення, а також аутокринними і паракринними регуляторними факторами, що забезпечують прогресію відповідної клітинної лінії. Серед таких факторів важлива роль належить статевим гормонам – естрогенам і андрогенам – які приймають участь в процесах росту і розвитку кісток, а також застосовуються для профілактики втрати кісткової тканини (Manolagas S. C., 2000; Manolagas S. C., 2002).

Показано, що тимектомія мишей в 3-х добовому віці призводить до зниження не тільки концентрації статевих гормонів у сироватці крові, а і до зниження маси тестикул та матки (табл. 5).

Таблиця 5

Маса тварин, маса наднирників, матки, тестикул і рівня статевих гормонів у тимектомованих тварин та під впливом трансплантації молодого/старого тимуса

	Показник
	Контроль
	Тимектомія
	Трансплантація молодого тимуса
	Трансплантація старого тимуса

	Самці

	Маса миші, г
	21,68 ± 1,01 (n=17)
	18,93±0,79*

(n=16)
	19,81±0,79

(n=16)
	18,40 ± 0,56*

(n=10)

	Маса наднирників, мг
	3,73 ± 0,26 (n=13)
	4,48 ± 0,24* (n=12)
	3,86 ± 0,20#
(n=11)
	3,57 ± 0,19# (n=10)

	Тестостерон, нмоль/л
	82,8 ± 13,4

(n=9)
	44,9 ± 7,9*

(n=8)
	60,2 ± 18,1

(n=9)
	52,5 ± 12,0*

(n=5)

	Маса тестикул, мг
	117,9 ± 1,7

(n=12)
	108,2 ± 2,8*

(n=12)
	117,1 ± 3,1#

(n=11)
	109,5 ± 2,9*
(n=10)

	Самки

	Маса миші, г
	18,05 ± 0,45 (n=17)
	16,46 ± 0,61* (n=16)
	17,74 ± 0,30 (n=17)
	16,62 ± 0,43* (n=10)

	Маса наднирників, мг
	3,91 ± 0,21 (n=17)
	4,90± 0,21* (n=16)
	3,96 ± 0,30#
(n=14)
	3,50 ± 0,25# (n=10)

	Естрадіол, нмоль/л
	0,56 ± 0,03

(n=12)
	0,45 ± 0,03*

(n=12)
	0,62 ± 0,05#

(n=13)
	0,54 ± 0,07

(n=9)

	Маса матки, мг
	81,2 ± 6,6

(n=17)
	51,9 ± 8,4*

(n=16)
	66,2 ± 8,7

(n=14)
	43,1 ± 3,7*б

(n=10)


* - р<0,05 при порівнянні з контрольною групою;

#  - р<0,05 при порівнянні з тимектомованими тваринами;

б - р<0,05 при порівнянні з трансплантацією молодого тимуса.

Трансплантація як молодого, так і старого тимуса сприяла підвищенню концентрації тестостерону у самців на 33 % і 17 %, відповідно. Збільшення маси тестикул відбувулося тільки під впливом молодого тимусу. У самок трансплантований молодий тимус сприяв підвищенню концентрації естрадіолу, а також вірогідному підвищенню маси матки у порівнянні з тваринами, яким було трансплантовано старий тимус. Рівень естрадіолу у самок з трансплантованим старим тимусом зростав на 20 %.

Відомо, що основний ефект як естрогенів, так і андрогенів, проявляється в інгібуванні резорбції кісткової тканини. Естрогени пригнічують формування остеокластоподібних клітин шляхом прямого впливу на гемопоетичні бластні клітини і непрямого – на остеобласти (Hofbauer L. C., 1999; Manolagas S. C., 2002). Пригнічення резорбції кісткової тканини естрогенами може відбуватися за рахунок стимуляції в остеобластах фактора, що інгібує резорбтивну активність остеокластів. Естрогени не тільки інгібують остеокластичну резорбцію кісткової ткнини, а й стимулюють процеси кісткоутворення. Підвищена швидкість процесів ремоделювання кісткової тканини, що розвивається в умовах дефіциту естрогенів, може призводити до підвищення продукції остеобластів й остеокластів, а також до порушенню балансу між процесами резорбції та формування кісткової тканини, спровокованого збільшенням тривалості функціональної активності остеокластів з одного боку, і зменшенням тривалості функціональної активності остеобластів - з іншої. Анаболічна дія естрогенів на кісткову тканину може бути обумовлена зниженням синтезу цитокінів в остеобластах, таких, як ІЛ-1 та ІЛ-6, ФНП-в, ГМ-КСФ, а також посиленим синтезом ТФР-в. При дефіциті статевих стероїдів швидкість процесів ремоделювання різко підвищується (Manolagas S.C., Jilka R.L. 1995; Lin S.C., et al., 1997; Pacifici R. 1998). Показано, що рівень ІЛ-6 підвищується у естроген-дефіцитних мишей, щурів, а також у людей, причому як в периферичній крові, так і в кістковому мозку, що призводить до втрати кісткової маси (Bismar H. et. al., 1995; Kassem M. et al., 1996; Cheleuitte D. et al., 1998). Більш того, нейтралізація ІЛ-6 антитілами, або видалення гену ІЛ-6 у мишей упереджує падіння щільності кісткової тканини при дефіциті естрогенів (Poli V., Balena R. et al., 1994). Окрім пригнічення продукції ІЛ-6, естрогени пригнічують також виділення ФНП та M-КСФ (Srivastava S., Neale W. et al., 1998; Srivastava S., Weitzmann M. et al., 1999), а падіння рівню естрогенів призводить до підвищення чутливості остеокластів до дії ІЛ-1 (Sunyer T., Lewis J. et al., 1999). Слід зазначити, що в дослідженнях in vitro була встановлена здатність естрогенів стимулювати вироблення OPG клітинною лінією остеобластів людини (Hofbauer L.C., Khosla S. et. al., 1999; Rogers G., 2002). Крім того, естрогени діють на зрілі остеокласти, провокуючи їх апоптоз. Отже, зниження рівня естрогенів призводить до подовження тривалості життя і функціональної активності остеокластів (Tomkinson A., 1997; Tomkinson A., 1998). На відміну від проапоптотичної дії естрогенів на остеокласти, естрогени (також як і андрогени) володіють вираженою антиапоптотичною дією по відношенню до остеобластів та остеоцитів. Зниження рівня цих стероїдів призводить до зменшення тривалості життя останніх (Manolagas S.C., 1999).

Таким чином, вказане в наших дослідженнях зниження концентрації статевих гормонів – тестостерону і естрадіолу - та відсутність тимічних гормонів у тимектомованих тварин мало, можливо, адитивний ефект, що негативно вплинуло на стан кісткової тканини і проявилось у значному падінні щільності стегнової кістки.

Також, слід зазначити, що неонатальна тимектомія призвела до вірогідного зменшення маси тіла у тварин обох статей (табл. 5). Однак, синдрому виснаження (wasting-синдрому), що розвивається після тимектомії у перші години життя і призводить до кахексії, генералізованої інфекції і послідуючої загибелі тварин протягом 4-6 місяців, в нашому експерименті не спостерігалось. Це може бути пов’язано з тим, що тимус до 3-ї доби життя викинув значну кількість тимоцитів на периферію, що означає присутність імунокомпетентних клітин в організмі (Дж. Миллер, 1967). Всі вказані факти підтверджують значну роль тимуса в регулюванні складних взаємовідносин між залозами внутрішньої секреції.

Серед інших факторів, які впливають на злагодженість процесу кісткоутворення, є Т-лімфоцити (Monteiro J. P., 2005). В наших дослідженнях визначено, що у тварин з видаленим тимусом відносний вміст субпопуляцій CD4+ і CD8+ Т–лімфоцитів та їх співвідношення в кісткового мозку значно знижений (табл. 6). Як їх дефіцит (відсутність), так і надмірна стимуляція може призводити до порушення ліганд-рецепторної взаємодії, у якій провідну роль відіграють специфічні фактори остеопротегерин та остеопротегерин-ліганд, які передають сигнали від активованих лімфоцитів остеобластам, а ті, в свою чергу, остеокластам (Manolagas S., 1998; Kong Y., 1999; Grиeviж D. et al., 2001; O’Gradaigh D., 2004).

Таблиця 6

Частка CD4+ та CD8+ клітин в кістковому мозку мишей

	Показник
	Контроль
	Тимектомія
	Трансплантація молодого тимуса
	Трансплантація старого тимуса

	Самці

	CD4+, %
	2,11 ± 0,22 (n=7)
	1,41 ± 0,14*

(n=10)
	1,88 ± 0,11#

(n=11)
	1,24 ± 0,21*б

(n=10)

	CD8+, %
	1,18 ± 0,14 (n=7)
	0,84 ± 0,07* (n=10)
	0,99 ± 0,05

(n=16)
	0,81 ± 0,07* б

(n=10)

	CD4+/CD8+
	2,18 ± 0,33 (n=7)
	1,68 ± 0,12*

(n=10)
	1,89 ± 0,10

(n=11)
	1,54 ± 0,24

(n=10)

	Самки

	CD4+, %
	2,58 ± 0,29

(n=11)
	1,25 ± 0,15*

(n=13)
	1,79 ± 0,11#

(n=15)
	1,36 ± 0,08* б

(n=10)

	CD8+, %
	1,05 ± 0,1

(n=11)
	0,81 ± 0,05*

(n=13)
	0,97 ± 0,07

(n=16)
	0,77 ± 0,04* б

(n=11)

	CD4+/CD8+
	2,66 ± 0,33 (n=11)
	1,59 ± 0,18*

(n=13)
	2,02 ± 0,15#

(n=11)
	1,82 ± 0,15*

(n=10)


* - р<0,05 при порівнянні з контрольною групою;

#  - р<0,05 при порівнянні з тимектомованими тваринами;

б - р<0,05 при порівнянні з трансплантацією молодого тимуса.

Відомо, що зниження щільності кісткової тканини у жінок з постменопаузальним остеопорозом пов’язано зі зниженням кількості CD4+ та CD8+ Т-лімфоцитів, підвищенням співвідношенням CD4+/CD8+ лімфоцитів та кількості CD3+CD56+ клітин в крові (Grиeviж D. et al., 2001). Показано, що Т-лімфоцити експресують рецептори до естрогенів, а естрогени здатні прямо регулювати продукцію цитокінів Т-клітинами. Можливо, що зміни, які відбуваються після видалення тимусу як в імунній, так і ендокринній системах, можуть порушувати встановлений порядок взаємодії лімфоцитів, продукцію цитокінів та реакцію на них клітин, які приймають участь в процесах  ремоделювання кісткової тканини.

Окрім того, тимектомія у тварин обох статей призводить до збільшення маси наднирників, що може бути ознакою підвищення секреторної активності коркової частини (Кащенко С. А., 2004; Овчаренко В. В., 2005). Трансплантація молодого і старого тимусів сприяє вірогідному зниженню вказаного показника у порівнянні з тимектомованими тваринами (табл. 5).

Показано, що видалення тимусу в зрілому віці тривалий час не викликає ніяких змін в статусі організму. При цьому, на відміну від неонатальної тимектомії, зміни в гіпофізі носять непостійний характер (Savino W., 2000). Також встановлено, що в неонатальному і ранньому постнатальному періодах розвиток нейроендокринного апарату організму, очевидно, тісно взаємопов’язаний з розвитком тимуса. Так, у неонатально тимектомованих мишей, або мишей nude, у яких відсутність тимуса обумовлена генетично, спостерігаються серйозні порушення в ендокринній системі. В них виявляється деградація клітин, що продукують соматотропний гормон, уповільнене статеве дозрівання (Besedovsky, Sorkin, 1974), зниження функцій щитоподібної залози, порушення рівня статевих гормонів в крові (Устименко А. М. и соавт., 2005). Все це підтверджує, що тимус протягом тривалого періоду життя організму приймає участь в програмуванні розвитку нейроендокринної системи. На основі аналізу цих даних можна зробити висновок, що тимус і нейроендокринна система організму в процесі розвитку взаємозалежні. Тому, ушкодження тимусу або нейроендокринної системи неминуче призводить до порушення взаємозв’язку між ними.

Тимус відіграє значну роль у регулюванні складних взаємовідносин між імунною системою та залозами внутрішньої секреції (Savino W., 2000; Овчаренко В. В., 2005). Очевидно, зміни після тимектомії в системах гіпофіз – тимус – наднирники та гіпофіз – тимус – статеві органи призводять до порушення гормональної рівноваги, яка практично відновлюється після трансплантації молодого і частково – після підсадки старого тимусу. Даний ефект, можливо, обумовлений впливом тимічних факторів, які виділяються як молодим, так і старим тимусами.

Отримані нами дані після видалення центрального органу імуногенеза – тимуса, у комбінації з трансплантацією молодого або старого тимусів, дозволяють припустити, що одним з головних компонентів реалізації взаємодії між кістковою і імунною системами є Т-лімфоцити, виключення яких при тимектомії, можливо, призводить до порушення ліганд–рецепторної взаємодії, і, як наслідок – до зниження щільності кістки. Модель неонатальної тимектомії дозволила встановити, що відновлююча здатність тимічного трансплантату зменшується з віком. Максимальною відновлюючою силою володіє трансплантат тимусу від 5-ти добового донора. У донора тимусу від 24-х місячного віку спостерігаються знижені відновлюючі властивості. Очевидно, не дивлячись на інволютивні процеси, які відбуваються в тимусі з віком, він зберігає ту частину своєї гормональної функції, яка полягає у синтезі біологічно активних речовин, що стабілізують дію головних учасників ремоделювання кістки – остеобластів і остеокластів, і, як наслідок, призводять до підвищення її щільності.

ВИСНОВКИ

Неонатальна тимектомія призводить до вірогідного зниження щільності стегнової кістки у тварин обох статей.

Видалення тимусу у мишей двадцятидобового і півторамісячного віку не призводить до змін у щільності стегнової кістки.

Видалення тимусу у віці 3 діб призводить до кількісного дисбалансу між стромальними (КУК-Ф) і гемопоетичними (КУК-ГМ) клітинами-попередниками кісткового мозку.

У мишей обох статей, тимектомованих у віці 3 діб, відбувається вірогідне зниження середнього цитохімічного показника активності лужної фосфатази, а також зниження рівня експресії гену остеокальцину в колонієутворюючих клітинах остеобластів при їх спрямованій диференціації in vitro, що може свідчити про зниження їх остеогенного потенціалу.

Важливість функціонального стану остеогенних клітин для нормального розвитку кісткової тканини підтверджується наявністю позитивного кореляційного зв’язку між цитохімічною активністю лужної фосфатази і щільністю стегнової кістки у тварин з трансплантованним молодим тимусом.

Вірогідне підвищення середнього цитохімічного показника активності кислої фосфатази в колонієутворюючих клітинах остеокластів при їх спрямованій диференціації in vitro у тварин, тимектомованих в 3-х добовому віці, може свідчити про посилення їх резорбуючої активності.

Вірогідне зниження концентрації тестостерону і естрадіолу у тимектомованих в 3-х добовому віці тварин свідчить про опосередкований вплив тимуса на стан кісткової тканини через статеві гормони.

Трансплантат тимуса від 5-ти добового донора має максимальну відновлюючу силу, тимус від донора 24-х місячного віку проявляє знижені відновлюючі властивості.
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Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата біологічних наук за спеціальністю 03.00.13 – фізіологія людини і тварин. – Київський національний університет імені Тараса Шевченка, Київ, 2007.

В дисертації наведені результати дослідження впливу тимектомії мишей лінії СВА/Са в різні вікові періоди (3, 20 та 45 діб), а також трансплантації тимусів від 5-ти добових (молоді) і 24-х місячних (старі) донорів тваринам, яким було видалено тимус у віці 3-х діб, на проліферативний потенціал стромальних, гемопоетичних клітин-попередників кісткового мозку та щільність стегнової кістки.

Показано, що через 3,5 місяці тільки за умов тимектомії у віці 3-х діб, у тварин обох статей відбувається зниження щільності стегнової кістки, підвищення відносних і абсолютних кількостей колонієутворюючих клітин фібробластів (КУК–Ф) і остеокластів (КУК–ГМ), а також зменшення співвідношення КУК-Ф і КУК-ГМ. У цих тварин знижується маса тіла, матки, тестикул, рівень статевих гормонів, кількість та співвідношення CD4+, CD8+ Т-лімфоцитів в кістковому мозку; збільшується маса наднирників,. В колониєутворюючих клітинах остеобластів (КУК-ОБ) знижується рівень експресії гену остеокальцину і цитохімічна активність лужної фосфатази (ЛФ). У той самий час, цитохімічна активність кислої фосфатази (КФ) в колонієутворюючих клітинах остеокластів (КУК-ОК) збільшується. Трансплантація тимусу від донорів різного віку призводить до нормалізації показників у мишей, що зазнали видалення тимусу у віці 3-х діб. Встановлено, що відновлююча здатність тимусу зменшується з віком донора.

В результаті проведених досліджень встановлено, що на ранніх етапах розвитку тимус відіграє важливу роль у формуванні кісткової тканини в зрілому віці.
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В диссертационной работе представлены результаты исследований влияния тимэктомии мышей линии СВА/Са в возрасте 3-х, 20-ти и 45 дней, а также трансплантированных тимусов от 5-ти дневных (молодых) и 24-х месячных (старых) доноров животным, тимэктомированным в возрасте 3-х дней на пролиферативный потенциал стромальных, гемопоэтических клеток костного мозга, а также плотность бедренной кости через 3,5 месяца.

Гравиметрическим методом определяли плотность бедренной кости; в культурах in vitro определяли количество колониеобразующих клеток фибробластов (КОК-Ф) и колониеобразующих клеток гранулоцитарно-макрофагального ряда (КОК-ГМ); цитохимическую активность щелочной фосфатазы (ЩФ) и уровень экспрессии гена остеокальцина в клетках костного мозга, индуцированных в культурах in vitro к остеобластогенезу; цитохимическую активность кислой фосфатазы (КФ) в клетках костного мозга, индуцированных в культурах in vitro к остеокластогенезу, а также массу тела, матки, тестикул, уровень тестостерона (у самцов) и эстрадиола (у самок), количество CD4+, CD8+ Т-лимфоцитов в костном мозге.

Показано, что через 3,5 месяца, тимэктомия, проведенная только в возрасте 3-х дней, приводит к достоверному снижению плотности бедренной кости. Исследование у таких животных способности стволовых клеток костного мозга образовывать в культурах in vitro КОК-Ф и КОК-ГМ показало повышение как относительных, так и абсолютных количеств КОК-Ф и КОК-ГМ, а также уменьшению соотношения КОК-Ф/КОК-ГМ, что может косвенно свидетельствовать как об ускоренном процессе моделирования кости, так и о количественном преобладании предшественников остеокластов.

У животных с удаленным тимусом в возрасте 3-х дней была исследована способность стволовых клеток костного мозга в культурах in vitro дифференцироваться в клетки-предшественники остеобластов (КОК-ОБ) и остеокластов (КОК-ОК). Обнаружено, что в КОК-ОБ снижается уровень экспрессии гена остеокальцина и цитохимическая активность щелочной фосфатазы (ЩФ), что свидетельствует о снижении остеогенного потенциала клеток костного мозга. Обнаружена положительная корреляционная связь между цитохимической активностью ЩФ и плотностью бедренной кости у животных с трансплантированным тимусом от 5-ти дневного донора. В то же время, активность кислой фосфатазы (КФ) в КОК-ОК усиливается, что может свидетельствовать об усилении процесса резорбции костной ткани. Также у таких животных через 3,5 месяца отмечено снижение массы тела, матки, тестикул, уровня половых гормонов, количества и соотношения CD4+, CD8+ Т-лимфоцитов в костном мозге, повышение массы надпочечников.

В результате проведенных исследований установлено, что на ранних этапах развития тимус играет важную роль в формировании костной ткани в зрелом возрасте. Показано, что трансплантация тимуса от доноров разного возраста через 3,5 месяца приводит к нормализации показателей у мышей, которым был удален тимус в 3-х дневном возрасте. Восстанавливающая способность тимуса уменьшается с возрастом донора.
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Dissertation for the scientific degree of a Candidate of Biological Science in the specialty 03.00.13 – physiology of human and animals. Taras Shevchenko National University, Kyiv, 2007.

This dissertation was focused on study of the influences of thymectomy in CBA/Ca mice in different age periods (3, 20 and 45 day) and the transplantation of thymus from young and old donors to mice thymectomized on the third day of life on the proliferative potential of stromal, hemopoetic progenitor cells of bone marrow and on the femoral bone density.

The thymectomy on the third day of life leads to significant decrease of femoral bone density in mice both sexes, significant increase of colony forming unit of fibroblasts (CFU-F) and unit of granulocyte/macrophage (CFU-GM) as well as to significant decrease CFU-F/CFU-GM ratio after 3,5 month only. The body mass of mice, the mass of uterus, testis, level of sex hormons (testosterone in males, estradiol in females) and CD4+, CD8+ Т-lymphocyte in bone marrow was significantly decreased, while the mass of adrenal glands showed significant increase. The thymectomy on the third day of life leads to significant decrease of osteocalcin gene expression and functional activity of alkaline phosphatase (AlP) in colony forming unit of osteoblasts (CFU-OB). The functional activity of acid phosphatase (AcP) was significantly increased in colony forming unit of osteoclasts (CFU-OC). The transplantation of thymus from different age donors to thymectomized mice on the third day of life leads to normalization of these parameters. The thymus from young donors exhibits higher restore properties comparing with thymus from old donors.

Key words: mice, thymectomy, transplantation, femoral bone density, CFU-F, CFU-OB, CFU-GM, CFU-OC, CD4+, CD8+ Т-lymphocyte, testosterone, estradiol, adrenal glands, AlP, AcP, osteocalcin gene expression.

