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ABSTRACT. Introduction. Diabetes mellitus belongs to the group of debilitating metabolic diseases, as evidenced by the 

changes that occur in the organs and systems of the body. Today, experimental diabetology is of great importance for stud-

ying the pathogenesis of this disease. Functional and physiological restructuring of bone tissue occurs due to balanced pro-

cesses of modeling and remodeling that run in parallel to each other. The article presents the results of the study of changes 

in biochemical markers of bone metabolism in rats with persistent hyperglycemia. The aim of the study was to determine 

the relationship between the level of metabolic changes in osteogenic cells and the secretion of bone remodeling markers in 

rat bones under conditions of experimental hyperglycemia. Methods. The study was conducted on 36 white laboratory rats. 

The rats were induced into a state of chronic hyperglycemia by a single intraperitoneal injection of alloxan dihydrate solution 

at a dose of 150 mg/kg body weight in 0.9% sodium chloride solution. The blood glucose level was determined by the 

glucose oxidase method. The level of glucose in urine was determined by the rapid method using test strips. The rats were 

withdrawn from the experiment every 30 days by decapitation under light thiopental-sodium anesthesia. The duration of the 

experiment was 60 days. Femurs were removed for the study. The study of osteogenic cells was performed by immuno-

histochemical analysis (IHC). The expression of osteopontin and RANKL in bone tissue was analyzed using a light micro-

scope and the Allred scale. Statistical processing of the study results was performed using the Statistica v.10 program. 

Results. Persistent hyperglycemia leads to the development of destructive changes in osteogenic cells of the experimental 

group. These changes were manifested in a slowdown in bone remodeling, inhibition of osteogenic cells and their differen-

tiation, which in turn leads to impaired growth and bone mineral density. In this case, in the rats of the experimental group, 

significant changes occurred already on day 30 of observation. Conclusion. It has been proved that in rats with a constantly 

high level of hyperglycemia there is a marked decrease in bone remodeling processes. 
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Вступ 

Відомо, що гіперглікемія має значний нега-

тивний вплив на метаболізм кісткової тканини 

(КТ), що підвищує ризик перелому. Високі конце-

нтрації глюкози в організмі сповільнюють ріст 

клітин та мінералізацію кісток, сприяють накопи-

ченню адипоцитів у червоному кістковому мозку, 

що в свою чергу впливає на зменшення кількості 

остеобластів [1, 2].  

До маркерів ремоделювання КТ належать як 

клітинні, так і позаклітинні компоненти кісткової 

тканини, які виділяються в кров під час резорбції 

та формування нової КТ [3]. Рівень кісткових ма-

ркерів безпосередньо пов’язаний із рівнем актив-

ності остеогенних клітин, таких як остеобласти та 

остеокласти. Порушення кісткового метаболізму 

може виникати при різних станах, таких як осте-

пороз, хронічні хвороби нирок, цукровий діабет І 

та ІІ типів та ін [4, 5]. 

Порушення секреції інсуліну лежить в основі 

цукрового діабету, це призводить до ряду патоло-

гічних порушень, структурних та функціональних 
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особливостей майже всіх тканин організму за ра-

хунок підвищення глюкозотоксичності з розвит-

ком ускладнень в подальшому [6-8]. Унаслідок 

зменшення рівня інсуліну в організмі відбува-

ється підвищення рівня глюкози (гіперглікемія), 

це сприяє розвитку патологічних змін у кістках 

[9]. Патологічна дія гіперглікемії порушує мета-

болічну функцію остеобластів, що впливає на 

зменшення синтезу остеокальцину, остеонектину, 

остеопонтину [10, 11]. 

Остеобласти експресуючи рецептор–актива-

тор ядерного фактору RANKL – активізують 

остеокласти, який зв’язуючись з рецепторами на 

мембрані остеокластів запускає процес їх актива-

ції та диференціації [12-14]. Як наслідок, активо-

вані остеокласти розпочинають процес резорбції 

КТ, спочатку розчиняючи неорганічні та органі-

чні компоненти соляною кислотою і катепсином 

К [15, 16]. 

Кальцинація та декальцинація кісткової тка-

нини відбувається протягом усього життя. Одно-

часно з руйнацією відбувається інтенсивний син-

тез та накопичення міжклітинної речовини [17]. 

Остеобласти синтезують остеопонтин, що прий-

має активну участь у процесах мінералізації клі-

тинного матриксу. Остеопонтин також стимулює 

диференціювання остеокластів до зрілих клітин. 

Відтак, регуляція ремоделювання КТ є наслідком 

синхронної взаємодії між остеобаластами та 

остеокластами [18]. 

Дослідження останніх років говорять, що ре-

гуляція ремоделювання кісткової тканини здійс-

нюється гормонами, серед них: паратгормон, со-

матотропін, кальцитонін, тироксин, кортизол. 

Вони мають безпосередній вплив на процеси 

остегенезу та резорбції кісткової тканини [18, 19].  

Сучасні дослідження визначають КТ як таку, 

що має активний метаболізм та значний ступінь 

реактивності, для неї характерні явища безперер-

вної перебудови за рахунок процесів резорбції та 

постійної проліферації кісткових клітин [20]. 

Знання в цьому напрямку вкрай важливі дивля-

чись на розвиток сучасного світу відносно впливу 

екзогенних та ендогенних чинників на кісткову 

тканину, серед яких особливе місце займає гіпер-

глікемія. 

Метою дослідження було визначення зв’язку 

між рівнем секреції остеопонтину і RANKL та рі-

внем метаболічних змін у кістках щурів за умов 

експериментальної гіперглікемії. 

Матеріали та методи 

Дослідження було проведено на 36 білих ла-

бораторних щурах масою 90-140 г. (віварій ННМІ 

СумДУ). Щури методом випадкової вибірки були 

розділені на дві групи: експериментальну (n = 18) 

та контрольну (n = 18). Щурів групи експериме-

нту вводили у стан гіперглікемії за допомогою од-

норазової інтраперитонеальної ін'єкції розчину 

дигідрату алоксану в дозі 150 мг/кг маси тіла на 

0,9% розчині хлориду натрію (за методикою Н.А. 

Пальчикової). 

Щурів виводили з експерименту на кожну 30 

добу (загальна тривалість - 90 діб) шляхом дека-

пітації під легким тіопентал-натрієвим наркозом.  

Для дослідження вилучали стегнові кістки 

щурів. Дослідження остеогенних клітин прово-

дили за допомогою імуно-гістохімічного аналізу 

(ІГХ). Аналіз експресії остеопонтину та RANKL у 

кістковій тканині проводили із застосуванням сві-

тлового мікроскопа і шкали Allred (табл.1). 

 

Таблиця 1 

Панель антитіл для ІГХ-дослідження 

 

Антитіло Імунізована тварина Клон Розведення Локалізація в клітині 

Остеопонтин Кролик Поліклон 1:200 Цитоплазма 

RANKL Кролик Поліклон 1:200 Цитоплазма+мембрана 

 

Рівень глюкози в крові визначали глюкозоо-

ксидазним методом з використанням діагностич-

них наборів, рівень глюкози в сечі визначали на 2, 

30, 60, 90-ту добу експерименту експрес-методом 

за допомогою тест-смужок.  

Статистичну обробку результатів дослі-

дження проводили за допомогою програми 

Statistica v.10. Достовірною вважали різницю при 

значенні p < 0,05. 

Результати та їх обговорення 

Починаючи з 2-ї доби експерименту, у щурів 

групи експерименту спостерігалася значна полі-

дипсія та поліурія, середній показник рівня глю-

кози в крові перевищував норму у декілька раз, та 

становив 18,9±2,10 ммоль/л. 

Вже на 30 добу експерименту вага тварин на 

9,8 % була меншою порівняно з контролем, і ста-

новила (93,34 ± 1,08) г (р < 0,001). 

Рівень глюкози в крові щурів експеримента-

льної групи був (19,30 ± 1,69) ммоль/л (р < 0,001), 

що у 3 рази більше за показники щурів групи ко-

нтролю.  

Для визначення рівня експресії остеопонтину 

та RANKL у кістках щурів було проведено ІГХ 

дослідження, під час якого ми спостерігали висо-

кий рівень експресії остепонтину, який на 8,9 % 

був меншим порівняно з контролем. Проте рівень 

експресії RANKL у щурів із гіперглікемією був 

більшим за показники щурів групи контролю на 

15,9 %. Частка позитивно забарвлених клітин 

була на 9,0 % менше порівняно з контролем. Інте-

нсивність забарвлення цитоплазми в клітинах – 

сильна (+++).  
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Рис. 1. Позитивна експресія остепонтину (а) та  RANKL (б) на 30-ту добу експерименту, ІГХ з гематоксиліном Майєра. 

а) ×400; б) ×200. 

 

На 60 добу експерименту маса щурів дещо 

збільшилася та становила (118,31 ± 0,92) г (р < 

0,001), але дефіцит маси тіла експериментальних 

щурів порівняно з контролем становив 10,7 %.  

Рівень глюкози в крові все ще тримався висо-

кий (13,9 ±1,43) ммоль/л, (р < 0,001), що у 3 рази 

більше за показники щурів групи контролю.  

ІГХ – дослідження зразків кісток щурів пока-

зало, що відбувається зниження частки позитивно 

забарвлених клітин, що експресують остеопонтин 

та зростання показника RANKL на 15,4 %, який 

був більшим за показники щурів групи контролю, 

що може свідчити про активізацію резорбційних 

процесів у кістках. 

Відповідно до шкали Allred було відмічено, 

що частка імунопозитивних клітин за показником 

остеопонтину відзначалась як висока, однак, вона 

на 8,8 % була нижчою за показники щурів конт-

рольної групи. Інтенсивність забарвлення цито-

плазми була підвищена в трабекулярній кістковій 

тканині, можливо це зумовлено різною інтенсив-

ністю метаболічних процесів кортикальної та тра-

бекулярної кістки. Щільність кісткової тканини в 

деяких місцях була порушеною, про що свідчить 

наявність тріщин і щілин у кістковій тканині та 

зон кісткової резорбції. 

У процесі імуногістохімічного аналізу ми 

спостерігали високий рівень експресії остеопон-

тину та RANKL в досліджуваних кістках. Проте 

показник експресії RANKL збільшується зі збіль-

шенням терміну експерименту, а показники екс-

пресії остеопонтину поступово зменшувались по-

рівняно з контролем. За дефіциту остеопонтину 

спостерігається сповільнення утворення КТ та 

прискорення втрати кісткової маси. 
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Рис. 2. Позитивна експресія остепонтину (а) та  RANKL (б) у щурів на 60-ту добу експерименту, ІГХ з гематоксиліном 

Майєра. ×200. 

 

Отримані результати показників маси тіла 

тварин на 90 добу експерименту вказують на дос-

товірне зменшення показників та становили 

(135,3±2,65) г (р < 0,001), що на 11,2 % менше по-

рівняно з контролем. 

Рівень глюкози в крові стабільно високий 

(13,8 ±1,48) ммоль/л, (р < 0,001), що також у 3 

рази перевищує показники норми та підтверджує 

наявність стійкої гіперглікемії.  

Експресія остеопонтину в різних локусах до-

сліджуваних кісток встановила, що частка пози-
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тивно забарвлених клітин була різною, що свід-

чить про помірну проліферативну активність клі-

тин. Інтенсивність забарвлення клітин сильна 

(+++). У кістковій тканині стегнових кісток спос-

терігалася наявність тріщин та зон кісткової резо-

рбції.  

Експресія RANKL сильна та була на 15,4 % 

вища за показники норми. Інтенсивність забарв-

лення цитоплазми помірна (++).  
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Рис. 3. Позитивна експресія остеопонтину (а) та RANKL (б) на 90-ту добу експерименту, ІГХ з гематоксиліном 

Майєра. 1 – тріщини КТ; 2 – наявність кісткової резорбції; 3 – експресовані клітини. ×400. 

 

Підсумок 

У проведеному дослідженні було виявлено 

високий рівень експресії остеопонтину в кістках, 

проте він був нижчий порівняно з контролем. Зни-

ження позитивно імунореактивних клітин негати-

вно впливає на процес ремоделювання кісткової 

тканини та її метаболізм.  

Показники експресії RANKL навпаки – най-

менший показник прояву спостерігався на поча-

тку з подальшим посиленням зі збільшенням тер-

міну спостереження. Що говорить про посилення 

резорбційних процесів за умов стійкої гіпергліке-

мії.  

Перспективи подальших досліджень 

У подальшому планується порівняти ступінь 

структурних змін довгих трубчастих кісток щурів 

у віковому аспекті за умов хронічної гіпергліке-

мії. 

Інформація про конфлікт інтересів 

Потенційних або явних конфліктів інтересів, 

що пов’язані з цим рукописом, на момент публі-

кації не існує та не передбачається. 

Джерела фінансування 

Виконання даного дослідження та написання 

рукопису було виконано без зовнішнього фінан-

сування. Дослідження проведено в рамках нау-

ково-дослідної роботи «Морфологічні аспекти 

експериментальної патології внутрішніх органів 

та опорно-рухового апарату» (номер державної 

реєстрації 0123U101135). 
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Понирко А.О., Бумейстер В.І. Маркери ремоделювання кісткової тканини під час порушення 

кісткового метаболізму. 

РЕФЕРАТ. Вступ. Цукровий діабет належить до групи виснажливих метаболічних захворювань, про 

це свідчать зміни, що виникають у органах та системах організму. На сьогоднішній день експериментальна 

діабетологія має велике значення для вивчення патогенезу цього захворювання. Функціональна та 

фізіологічна перебудова кісткової тканини відбувається завдяки врівноваженим процесам моделювання та 

ремоделювання, що проходять паралельно один одному. В статті наведено результати дослідження зміни 

біохімічних маркерів кісткового метаболізму у щурів зі стійкою гіперглікемією. Метою дослідження було 

визначення зв’язку між рівнем метаболічних змін остеогенних клітин та секрецією маркерів кісткового 

ремоделювання у кістках щурів за умов експериментальної гіперглікемії. Методи. Дослідження було про-

ведено на 36 білих лабораторних щурах. Щурів вводили у стан хронічної гіперглікемії за допомогою од-

норазової інтраперитонеальної ін'єкції розчину дигідрату алоксану в дозі 150 мг/кг маси тіла на 0,9% роз-

чині хлориду натрію. Рівень глюкози в крові визначали глюкозооксидазним методом. Рівень глюкози в 

сечі визначали експрес-методом з використанням тест-смужок. Щурів виводили з експерименту на кожну 

30 добу шляхом декапітації під легким тіопентал-натрієвим наркозом. Тривалість експерименту 60 діб.  

Для дослідження вилучали стегнові кістки. Дослідження остеогенних клітин проводили за допомогою 

імуно-гістохімічного аналізу (ІГХ). Аналіз експресії остеопонтину та RANKL у кістковій тканині прово-

дили із застосуванням світлового мікроскопа і шкали Allred. Статистичну обробку результатів до-

слідження проводили за допомогою програми Statistica v.10. Результати. Стійка гіперглікемія призводить 

до розвитку деструктивних змін у остеогенних клітинах щурів експериментальної групи. Вказані зміни 

проявлялися у сповільненні ремоделювання кісткової тканини, пригніченні остеогенних клітин та їх ди-

ференціації, що в свою чергу призводить до порушення ростових показників та мінеральної щільності 

кісткової тканини. При цьому у щурів експериментальної групи достовірні зміни виникають вже на 30 

добу спостереження. Підсумок. Доведено, що у щурів на тлі постійно високого рівня гіперглікемії спо-

стерігається виражене зниження процесів ремоделювання в кістковій тканині. 

Ключові слова: кісткова тканина, остеобласти, остеокласти, гіперглікемія, RANKL, остеопонтин, ме-

таболізм. 

 

 
  


