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ГА – гидроксиапатит,
ГК – гипокинезия,
ПН - потенциал нагрузки,
ПП - потенциал протекания,
ПНГ - прерывистая нормобарическая гипоксия,
ПЭС - пассивные электрические свойства,
НГГС - нормобарические гипоксические газовые смеси,
ОП - ограничение подвижности,
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ЯМР - ядерно-магнитный резонанс,
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M - масса бедренной кости,
РО2 - парциальное давление кислорода,
R - активное сопротивление,
S - площадь кортикального слоя,
sp (specific) – удельное,
X - реактивное сопротивление,
Z - импеданс.






ВСТУПЛЕНИЕ
Уменьшение общей нагрузки на скелет вследствие изменения образа жизни, снижения доли физического труда в материальном производстве, гипокинезии, увеличения общей продолжительности жизни являются ведущими причинами широкого распространения заболеваний опорно-двигательного аппарата  среди жителей промышленно развитых стран [45,50-54,133]. Эти заболевания склонны к хроническому течению, часто осложняются болевым синдромом, переломами костей, что приводит к ограничению физической активности, длительной нетрудоспособности, ухудшению экономического и психологического состояния людей [56,57,65,115]. Всемирная организация здравоохранения по критерию значимости проблемы поставила заболевания костной системы на 4 место после сердечно- сосудистой патологии, онкологических заболеваний и сахарного диабета. В настоящее время остеопорозом страдает более 250 миллионов жителей развитых стран, причем за последние 40 лет прирост новых случаев заболевания составил 100 миллионов [72]. По прогнозам экспертов к 2050 г. в мире частота переломов шейки бедра, связанных с остеопорозом, возрастет с 1,7 до 6,3 миллионов случаев в год, что повлечет за собой  увеличение не только социально – медицинских проблем, но и экономических затрат на лечение больных с данной патологией. В связи с этим, исследование патофизиологических механизмов нарушений, возникающих в костной ткани при низкой функциональной нагрузке, с целью разработки новых методов их ранней диагностики, профилактики и коррекции является одной из актуальных задач современной медицины.
Актуальность темы. Регуляция физиологической перестройки костной ткани является сложным, многоуровневым биологическим процессом, в котором принимают участие нервные, эндокринные и гуморальные  механизмы. Специфическим фактором регуляции перестройки кости являются  механические деформации и напряжения, возникающие в кости под влиянием функциональной нагрузки. Механизмы связи функциональной нагрузки с процессами физиологической перестройки кости, являются объектом пристального внимания ученых и клиницистов. К настоящему времени предложены и подробно исследованы  биомеханические, рефлекторные, микроциркуляторные, гидродинамические теории, каждая из которых имеет свои преимущества и недостатки.  Полагают, что одним из мессенджеров в этом процессе могут быть электрические токи, возникающие в кости в ответ на ее деформацию. Механизмы возникновения электрических потенциалов (потенциалов нагрузки) связывают с пьезоэлектрическими и электрокинетическими процессами, развивающимися в кости под влиянием механических нагрузок. Однако до настоящего времени вопрос о роли биоэлектрических явлений в физиологии и патологии костной ткани остается не решенным. Не существует четких представлений о закономерностях генерации, распространения, механизмах передачи электрического сигнала к клеткам, участвующим в процессах ремоделирования кости. Нет однозначного ответа на вопрос, почему восстановление физиологического уровня функциональной нагрузки после  продолжительной гипокинезии не достаточно для полного восстановления массы и архитектоники кости.
	Ответить на эти и многие другие вопросы с позиции биоэлектрической теории невозможно без исследования пассивных электрических свойств кости, которые определяют как саму возможность возникновения, так и эффективность реализации биоэлектрических механизмов физиологической перестройки кости.  Пассивные электрические свойства костной ткани (электропроводность, емкость, диэлектрическая проницаемость, импеданс,  его активная и реактивная составляющие) являются важными показателями ее качества как биологического материала, обладающего полупроводниковыми и диэлектрическими свойствами [98,105,113,166,188-190]. Эти свойства  играют важную роль в возникновении и реализации биоэлектрических механизмов роста и ремоделирования кости как в физиологических условиях, так и при развитии различных патологических процессов [192,193,197,198].
	Исследования пассивных электрических свойств костной ткани, особенно  в области низкочастотного диапазона, представляют особый интерес в связи со все более широким использованием электрических и электромагнитных полей низкой частоты для стимуляции роста и ремоделирования кости, лечения  остеопений, остеопороза и других заболеваний костной системы [170]. Без знания пассивных электрических свойств костной ткани трудно прогнозировать пути распространения в ней электрических и электромагнитных полей, а также определить оптимальные режимы электротерапии.
	Другой важной причиной повышенного внимания ученых к данной проблеме являются активные усилия зарубежных исследователей по разработке новой, перспективной биомедицинской нано-технологии - электроимпедансной томографии, которая призвана существенно повысить качество научных и диагностических исследований [19,83].
	Однако, многие вопросы, касающиеся роли биоэлектрических явлений в физиологии и патологии костной ткани остаются не исследованными или требуют дальнейшего изучения и уточнения. Это, прежде всего, касается физиологических и биофизических механизмов изменений электрических свойств костной ткани с возрастом, в условиях уменьшения функциональной нагрузки при гипокинезии и микрогравитации, развитии таких распространенных патологических состояний как остеопороз, опухоли костной ткани и др.. Практически не исследованы вопросы о  методах коррекции нарушений электрических свойств костной ткани и  характере корреляционных отношений между отдельными электрическими параметрами - с одной стороны, и морфометрическими, биофизическими и биохимическими маркерами состоя- ния костного матрикса - с другой. Нуждаются в уточнении вопросы об информативной и диагностической значимости отдельных электрических показателей костной ткани и возможности их использования для контроля  эффективности лечебных и реабилитационных мероприятий.
	Таким образом, необходимость более глубокого понимания сущности и значения важнейших физиологических,  биофизических и биохимических  процессов, протекающих в костной ткани в норме и при различных патологических процессах, требует детального  изучения связи активных и пассивных электрических свойств кости.
	Связь работы с научными программами, планами, темами. Работа выполнена в рамках плана научных исследований отдела клинической патофизиологии Института физиологии им. А. А. Богомольца НАН Украины по теме «Дослідити механізми адаптації організму до гіпокінезії та можливі шляхи попередження її негативних наслідків” (№ гос. регистрации 0101U002635), и проекта NN-26 (R) НТЦ Украины «Дослідити вплив мікрогравітації на кісткову тканину та профілактичну дію газових сумішей зі зниженим вмістом кисню на розвиток остеопенії”.
	Цель и задачи исследования. 
Цель работы  – установить патофизиологические закономерности изменений биоэлектрических свойств кости в условиях низкой функциональной нагрузки.
Задачи исследования:
1. Исследовать потенциал нагрузки бедренной кости  молодых, взрослых  и старых крыс при различных режимах механической нагрузки в условиях нормо - и гипокинезии.
2. Определить характер и направленность изменений пассивных электрических свойств кости крыс разных возрастных групп в условиях стереотипной функциональной нагрузки.
3. Исследовать закономерности изменений биоэлектрических свойств  кости в условиях дозированной гипокинезии и роль изменений состава и структуры костной ткани в этих процессах.
4. Исследовать состояние кислородного метаболизма мышечной и костной ткани задних конечностей крыс в условиях гипокинезии и его изменения под влиянием прерывистой нормобарической гипоксии.
5. На основании сопоставительного анализа результатов проведенных исследований оценить возможность использования биоэлектрических показателей для оценки состояния костной ткани.
Объект исследования -  биоэлектрические свойства костной ткани.
Предмет исследования – потенциал нагрузки и пассивные электрические свойства компактной кости в условиях стереотипной и низкой функциональной нагрузки и парциального давления кислорода.
Методы исследования. Исследования проведены на 233 белых крысах - самцах линии Вистар в возрасте от 1 до 24 мес. Уменьшение функциональной нагрузки на опорно-двигательный аппарат крысы проводили путем  дозированного ограничения подвижности (гипокинезии) в специальных пеналах-ограничителях в соответствии с методикой, разработанной в отделе клинической патофизиологии.  Исследование потенциала нагрузки свежевыделенных бедренных костей крыс проводили путем отведения электрических потенциалов с поверхности центральной части диафиза кости, подвергнутой  воздействию механических нагрузок равных  30%, 50% и 100% массы тела животного [89,106]. Исследования пассивных электрических свойств кости проводили с использованием метода мультичастотной электроимпедансометрии в диапазоне частот 102-106 Гц на прецизионном LCR-метре «1920 QuadTech»  (США) по методике Kosterich J. et al., [130]. Для определения остеометрических параметров использовали микрометр с оптической системой. Исследования состава кости  проводили гравиметрическим методом на ТВ 500. 
	Гипоксические газовые смеси с дозированным снижением РО2 получали на газоразделительной установке “Борей”.  Напряжение кислорода в икроножной мышце крыс измеряли in situ  полярографическим методом  с использованием открытого платинового электрода по методике Березовского  В.А., [7] на полярографе LP7 (Прага). Потребление кислорода в отдельных фрагментах бедренной кости определяли с помощью платиновых электродов  по методике Shirrmacher K., [195]. Деминерализацию препаратов проводили в 10% растворе динатриевой соли этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА), рН=8,0. на протяжении 28 суток. Полноту деминерализации контролировали путем сжигания препарата в муфельной печи в конце эксперимента. Термическую денатурацию препаратов проводили путем полного погружения препарата на 30 с в  0,9% раствор натрия хлорида, нагретого до температуры  40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 90 или 1000С ±0,50С. 
Животных выводили из эксперимента путем декапитации под эфирным наркозом.  Все исследования проводили в первой половине дня в соответствии с требованиями биоэтики и международных принципов Европейской конвенции о защите позвоночных животных, которые используются для экспериментальных и других научных целей [100]. 
Научная новизна полученных данных. Впервые проведены комплексные исследования закономерностей изменения активных и пассивных электрических свойств бедренной кости крысы в условиях стереотипной и низкой функциональной нагрузки.  Показано, что оптимальная величина механической нагрузки на бедренную кость, обеспечивающая максимальный прирост ПН, находится в диапазоне нагрузок физиологического уровня. Установлены возрастные особенности вариации величины ПН и закономерности ее изменений в условиях гипокинезии и различных режимов механической нагрузки. Впервые показано, что в периоде постнатального развития  крыс происходят разнонаправленные изменения ПЭС  бедренной  кости, характер которых определяется возрастными особенностями ее состава и морфометрических параметров. Установлено, что уменьшение механической нагрузки на кость приводит к изменению ее ПЭС.  Показана важная роль органической составляющей костного матрикса, а также изменений содержания минералов и воды в динамике отдельных показателей ПЭС в условиях гипокинезии. Установлено, что критическим моментом в изменении ПЭС является повышение гидратации костной ткани, что приводит к резкому увеличению ее электропроводности. Впервые показано, что ПНГ уменьшает выраженность  гипокинетических нарушений кислородного метаболизма и ПЭС кости. Установлено, что в механизме остеопротекторного действия ПНГ важное значение имеет активация анаболических процессов в костной ткани.
Практическая значимость полученных результатов. Полученные в работе данные имеют как теоретическое, так и прикладное значение. Они способствуют более глубокому пониманию роли  биоэлектрических факторов в механизмах регуляции процессов физиологической перестройки костной ткани в условиях низкой функциональной нагрузки на кость. Результаты работы дают основание говорить о том, что  на определенном этапе  развития гипокинетической остеопении изменения ПЭС могут достичь такого уровня, когда реализация биоэлектрических механизмов регуляции ремоделирования кости становится невозможной.  Проведенные исследования позволяют говорить о перспективности использования метода мультичастотной импедансометрии для оценки качества костной ткани в клинической практике. Полученные новые данные о специфике изменений ПЭС кости в условиях гипокинезии могут быть использованы для разработки приборов для диагностики патологических изменений костной ткани в клинике и эксперименте. Разработанное устройство для исследований электрических характеристик биологических объектов используется  в отделе клинической патофизиологии Института физиологии им. А. А. Богомольца НАН Украины. Результаты исследований могут быть использованы при преподавании курса патофизиологии и физиологии костной системы для специалистов медико-биологического профиля. 
Личный вклад автора. Автором самостоятельно проведен научный поиск, анализ данных литературы по исследуемой проблеме, проведены исследования пассивных электрических свойств кости, обработка и анализ полученных результатов, сформулированы выводы по работе. Часть исследований по регистрации потенциала нагрузки и определению кислородного метаболизма мышечной и костной ткани выполнены в сотрудничестве с ведущим инженером Сафоновым С.Л.,  в.н.с. Левашовым М.И., м.н.с. Лахиным П.В.. 
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ВЫВОДЫ
В диссертации приводятся результаты исследований  влияния низкой функциональной нагрузки на биоэлектрические свойства бедренной кости белых крыс, полученные методом отведения потенциала с поверхности кости и мультичастотного импедансометрического тестирования в условиях дозированной механической нагрузки и ограничения подвижности животных. Получены новые данные о закономерностях изменений потенциала нагрузки и пассивных электрических свойств кости при различных режимах гипокинезии  и прерывистой нормобарической гипоксии, которые могут быть использованы для разработки новых подходов  к диагностике и коррекции патологии костной системы. 
1. Электрический потенциал, возникающий на поверхности  бедренной кости крысы при механической нагрузке, возрастает в экспоненциальной зависимости от величины прилагаемого усилия. Наибольший прирост электрического потенциала на единицу нагрузки обеспечивают воздействия, которые не превышают 50% массы тела крысы. 
2. Величина электрического потенциала нагрузки зависит от возраста животного. Амплитуда потенциала и величина его прироста на единицу нагрузки наименьшие у крыс пубертатного возраста, у взрослых - они достигают максимальных значений, а в периоде возрастной инволюции - уменьшаются.
3. У взрослых крыс после жесткой 28-суточной гипокинезии величина электрического потенциала нагрузки бедренной кости уменьшается на 20-25%. Данная закономерность наиболее четко проявляется при воздействиях, не превышающих 50% массы тела животного, что может быть одной из причин низкой эффективности физических нагрузок при развитии возрастной остеопении и замедленного восстановления костной ткани в периоде последействия гипокинезии.
4. Возрастные различия пассивных электрических свойств бедренной кости крыс определяются особенностями  ее состава и структуры в различные периоды жизненного цикла. Установлено наличие достоверной  прямой корреляционной связи  между величинами  электрической емкости и содержанием воды (r=0,86)  и органических веществ (r=0,49), а также между величинами импеданса, активного и реактивного сопротивлений и содержанием минеральных веществ (r=0,77; r=0,77; r=0,89). Наиболее существенные изменения пассивных электрических свойств кости крыс происходят в периоды пубертации (1-3 мес.)  и инволюции (старше 18 мес.).  
5. Жесткое продолжительное ограничение подвижности крыс  приводит к  уменьшению массы, минеральной плотности и увеличению степени гидратации кости. Для развернутой картины гипокинетической остеопении характерно уменьшение величины электрического импеданса, активного и реактивного сопротивлений и значительное увеличение емкости  костной ткани.
6. Критическим этапом в  изменении пассивных электрических свойств кости при низкой функциональной нагрузке является повышение гидратации костной ткани, что приводит к значительному увеличению ее электропроводности. Наличие тесной обратной корреляционной связи между содержанием воды и минералов в костной ткани (r=-0,89)  позволяет использовать показатель гидратации  в качестве дополнительного критерия степени ее  деминерализации.
7. Жесткая гипокинезия снижает напряжение кислорода в ненагруженных мышцах и скорость потребления кислорода костной тканью. Прерывистая нормобарическая гипоксия уменьшает степень выраженности  этих изменений и активирует анаболические процессы в костной ткани, что приводит к увеличению содержания в  костном матриксе органических веществ.
8. Прерывистая  нормобарическая гипоксия уменьшает проявления  остеопении и нарушений пассивных электрических свойств костной ткани в условия жесткой гипокинезии. Максимальный остеопротекторный эффект отмечается после воздействия прерывистой нормобарической гипоксии на этапе преадаптации и периода ограничения подвижности.
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