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STRUCTURAL AND FUNCTIONAL CHANGES IN 

OSTEOGENIC CELLS AND BIOMARKERS OF BONE 

REMODELING IN CHRONIC HYPERGLYCEMIA. 

Analysis of the results of experimental studies on skeletal 

bone structure disorders in the setting of hyperglycemia 

discovered a lack of information on the peculiarities of the 

remodeling process and structural and functional changes of 

osteogenic cells in long tubular bones depending on the duration 

of diabetes mellitus. 

Objective. Therefore, the aim of our experimental study was 

to determine the peculiarities of the effect of hyperglycemia on 

bone remodeling and structural and functional changes in 

osteogenic cells of long tubular bones of mature rats. 

Methods and Materials. Methods used to study the structure 

of femurs: 1) transmission electron microscopy, 2) 

immunohistochemical examination. In the study of osteoblasts, 

special attention was paid to the integrity of cellular structures 

and membrane organelles, the presence of cytoplasmic 

vacuolization.  

Results. Analysis of the osteogenic activity in the bone tissue 

of the experimental group showed that an increase in blood 

glucose leads to a change in the concentration of osteopontin, 

which directly affects the formation of bone tissue. The 

immunohistochemical study of osteogenic cells revealed a 

significant disruption of the structure of organelles, which leads 

to a disruption of the normal functioning of these cells, which is 

manifested in a decrease in osteopontin levels and a gradual 

increase in RANKL. 

Conclusions. It can be noted that under hyperglycemia 

conditions, structural disorders of osteoblasts occur already on 

the 30th day of the experiment: significant hypertrophy of the 

granular endoplasmic reticulum (GER), increasing destruction of 
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membrane organelles with further progression in accordance with 

the increase in the duration of chronic hyperglycemia. 
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СТРУКТУРНО-ФУНКЦІОНАЛЬНІ ЗМІНИ В 

ОСТЕОГЕННИХ КЛІТИНАХ ТА БІОМАРКЕРИ 

РЕМОДЕЛЮВАНЯ КІСТКОВОЇ ТКАНИНИ ЗА УМОВ 

ХРОНІЧНОЇ ГІПЕРГЛІКЕМІЇ.  

Результати аналізу даних експериментальних досліджень, 

присвячених вивченню порушень структури кісток скелету на тлі 

гіперглікемії, свідчать про дефіцит інформації стосовно особли-

востей процесу ремоделювання та структурно-фунціональних 

змін в остеогенних клітинах довгих трубчастих кісток залежно 

від тривалості цукрового діабету. 

Відтак, метою нашого експериментального дослідження було 

встановити особливості впливу хронічної гіперглікемії на морфо-

функціональний стан остеогенних клітин та експресію біомарке-

рів ремоделювання кісткової тканини довгих трубчастих кісток 

щурів статевозрілого віку. 

Алоксанова модель хронічної гіперглікемії була відтворена на 

36 білих лабораторних щурах лінії Wistar впродовж 30, 60 та 90 

діб. Ультраструктуру остеобластів, експресію остеопонтину 

(osteopontin, OPN) та Receptor Activator of Nuclear Factor-кB Lig-

and (RANKL) досліджували за допомогою метода трансмісійної 

електронної мікроскопії та імуногістохімічного метода відпо-

відно.  

Встановлено, що хронічна гіперглікемія призводить до знач-

них ультраструктурних змін остеогенних клітин, внаслідок чого 

порушується їх гомеостаз і функції, що спричиняє дисбаланс у 

системі протеїнів позаклітинного матриксу, зокрема зменшення 

експресії OPN та збільшення експресії RANKL. Структурно-фу-

нкціональні порушення наростають зі збільшенням терміну хро-

нічної гіперглікемії, що негативно позначається на процесі ремо-

делювання кісткової тканини. 

Ключові слова: остеобласти, довгі трубчасті кістки, остео-

понтин, RANKL.  
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INTRODUCTION / ВСТУП 

Цукровий діабет – хронічне системне аутоі-

мунне захворювання, яке виникає внаслідок роз-

витку дефіциту інсуліну або інсулінорезистент-

ності та характеризується гіперглікемією на тлі 

якої зменшується щільність кісткової тканини та 

змінюються ростові показники кісток [1]. 

Порушення вуглеводного обміну, а в цілому 

й гомеостазу організму, супроводжується пато-

логічними змінами механізму надходження глю-

кози в інсулінозалежні тканини, і як наслідок – 

виникненням енергетичного дефіциту. Сучасні 

експериментальні дослідження змін кісткової 

тканини за умов хронічної гіперглікемії дають 

нові результати щодо реакції кісткової тканини 

на значні концентрації глюкози в організмі [2]. 

Проте, чіткої інформації щодо морфологічного 
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підґрунтя патофізіологічних механізмів розвитку 

діабетичних порушень у кістках на сьогодні все 

ще не достатньо. Результати аналізу опублікова-

них наукових даних, у тому числі великих рандо-

мізованих досліджень, дозволяють зробити ак-

цент на перспективність експериментальних ро-

біт у даному напрямку, що, на наш погляд, допо-

може більш глибоко зрозуміти механізми розви-

тку морфо-функціональних порушень у кістках 

за умов цукрового діабету. У свою чергу, для 

ефективного попередження розвитку тяжких 

ускладнень цукрового діабету, пов’язаних з сис-

темою скелета, пріоритетним є також пошук но-

вих вдосконалених методів оцінки змін власти-

востей кісткової тканини на тлі цього захворю-

вання [2, 3]. 

Ступінь патологічних змін у кістковій тка-

нині залежить від тривалості гіперглікемії. Ризик 

переломів у хворих на діабет досить важко ви-

явити за допомогою загальної оцінки ризику пе-

реломів через зміну мінералізації кісткової тка-

нини [4]. Високий показник переломів, що спо-

стерігається у пацієнтів з цукровим діабетом, є 

одним з предикторів зміни мінеральної щільно-

сті кісткової тканини та вказує на погіршення 

якості кістки. Крихкість кісток може бути наслід-

ком клітинних аномалій, спричинених впливом 

гіперглікемії на структурні й функціональні осо-

бливості остеогенних клітин [5, 6]. 

Гомеостаз кісткової тканини залежить від ре-

зорбційної дії остеокластів та кісткоутворюючої 

дії остеобластів. Відтак, механізми, що регулю-

ють зв’язок між остеокластами та остеобластами, 

мають вирішальне значення для гомеостазу кіст-

кової тканини, а їх порушення є важливою скла-

довою патогенезу цукрового діабету [7]. 

Такі компоненти ремоделювання кісткової 

тканини як резорбція та формування – тісно вза-

ємопов’язані між собою. Упродовж всього життя 

в організмі відбувається постійне оновлення кіс-

ток, що виявляється в резорбції окремих незнач-

них ділянок кістки з одночасним її формуванням. 

Перебудова кісткової тканини відбувається пос-

тійно, кістка перебудовується в момент її форму-

вання, тобто, грубоволокниста тканина руйну-

ється, після чого заміщується пластинчастою або 

тонковолокнистою. Цей процес вимагає скоор-

динованої дії остеобластів та остеокластів [8]. 

Проте слід зазначити, що молекулярний меха-

нізм координації послідовності остеокластоге-

незу та остеобластогенезу під час ремоделю-

вання кісткової тканини, залишається остаточно 

не з’ясованим [9, 10].  

Один з механізмів, що визначає послідовність 

резорбції та подальше формування нової тка-

нини під час ремоделювання кістки є система 

OPG/RANKL/RANK, утворена такими сигналь-

ними молекулами, як остеопротегерин (OPG), 

Receptor Activator of Nuclear Factor-κB Ligand 

(RANKL) та Receptor Activator of NF-κB (RANK). 

Зокрема, RANKL був визначений як ключовий 

медіатор остеокластогенезу [11]. Імовірно, що 

регуляція продукції OPG/RANKL остеобластами 

допомагає скоординованій послідовності дифе-

ренціювання остеобластів та остеокластів під час 

процесу ремоделювання, а також активності та 

інгібуванню апоптозу остеокластів. Також 

RANKL є необхідним компонентом процесу по-

вної диференціації клітин-попередників остеок-

ластів у зрілі клітини [12]. 

Глюкоза є основним енергетичним джерелом 

для остеокластів, вона пропорційно підвищує ре-

зорбційну активність цих клітин [13, 14]. Високі 

стійкі концентрації глюкози в крові при цукро-

вому діабеті впливають на функцію остеогенних 

клітин в результаті чого порушується мінераліза-

ція кістки [15, 16]. 

Метою нашого дослідження було виявити 

структурно-функціональні зміни в остеогенних 

клітинах та визначити інтенсивність експресії бі-

омаркерів ремоделювання кісткової тканини за 

умов хронічної гіперглікемі у щурів зрілого віку.  

Матеріали та методи. Дослідження прове-

дено на 36 білих лабораторних щурах лінії Wistar 

зрілого віку (7 міс.) вагою 186-192 г. Піддослідні 

тварини були поділені на експериментальну та 

контрольну групи методом випадкової вибірки. 

У щурів експериментальної групи за допомогою 

одноразової внутрішньоочеревинної ін'єкції роз-

чину алоксану викликали стан хронічної гіперг-

лікемії. Щурам контрольної групи одноразово 

внутрішньоочеревинно вводили еквівалентний 

об’єм фізіологічного розчину. Під час експери-

менту у віварії підтримувалась постійна темпера-

тура та вологість, вільний доступ тварин до їжі та 

води. Щурів експериментальної та контрольної 

групи виводили з експерименту під тіопентал-на-

трієвим наркозом шляхом декапітації на 30-ту, 

60-ту та 90-ту добу по 6 особин з кожної групи. 

Для дослідження у кожної тварини забирали оби-

дві стегнові кістки. 

Імуногістохімічне дослідження (ІГХ-дослі-

дження) кісткової тканини стегнових кісток про-

водили на парафінових зрізах після декальцина-

ції та депарафінації й зневоднення в ксилолі та 

спиртах. Демаскування антигенів проводилось 
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на водяній бані «ВБ-4» з використанням цитрат-

ного буферу (рН-7). Клітинну реакцію антиген-

антитіло визначали з використанням системи де-

текції «Ultra Vision Quanto Detection System HRP 

DAB Chromogen». Аналіз інтенсивності експре-

сії OPN та RANKL проводили із застосуванням 

світлового мікроскопу та шкали Allred [17]. По-

зитивним результатом вважалась наявність цито-

плазматичного прояву вказаних антитіл, негати-

вним – її відсутність (табл.1).  

Електронно-мікроскопічний аналіз кісткової 

тканини стегнової кістки проводили на кожні 30-

ту, 60-ту та 90-ту добу. Для цього вилучали діля-

нку дистального епіфізу фіксували у фіксаторі 

Карновського, проводили декальцинацію в роз-

чині трилону Б, фіксували у чотириокисі осмію 

та зневоднювали у спиртах зростаючої концент-

рації. Зрізи контрастували розчином Рейнольдса. 

Аналізували та робили фотофіксацію з викорис-

танням електронного просвічуючого мікроскопа 

ЕМВ-100БР. 

Рівень глюкози в крові тварин визначали глю-

козооксидазним методом.  

Статистичну обробку результатів проводили 

з використанням програми Statistica v. 10. Вико-

нували дескриптивний аналіз кожної вибірки з 

розрахунком Mean (М) та Standard Deviation 

(SD). Дані експериментальної групи порівню-

вали з контрольною, значущість різниці аналі-

зували використовуючи U-тест Манна–Уітні 

(p ˂ 0,05).  

Результати дослідження. У щурів на 30-ту 

добу експерименту за умов алоксанової гіперглі-

кемії відзначалось суттєве зменшення приросту 

маси тіла порівняно з контролем. Високі понад-

нормові значення показників рівня глюкози в 

крові тварин експериментальної групи (середнє 

значення у 4,9 рази більше) свідчили про розви-

ток неконтрольованої гіперглікемії, яка нарос-

тала в динаміці експерименту, демонструючи 

зміни компенсаторно-пристосувальних власти-

востей організму тварин. 

ІГХ-дослідження кісткової тканини дисталь-

ного епіфізу щурів експериментальної групи по-

казало високий рівень експресії OPN, проте ва-

рто відзначити, що цей кількісний показник був 

значно меншим в порівнянні з таким у тварин ко-

нтрольної групи. Частка позитивно забарвлених 

клітин становила 26,20 ± 1,45 %, що на 4,7 % 

менше порівняно з контролем (p < 0,05). Показ-

ники експресії RANKL у тварин з гіперглікемією 

становили 26,97±1,55 %, що на 4,1% більше за 

показники контролю (p < 0,05). Інтенсивність за-

барвлення цитоплазми сильна (+++).  

Таблиця 1 – Панель антитіл для ІГХ-дослідження 

Антитіло Імунізована тварина Клон Розведення Локалізація в клітині 

Остеопонтин Кролик Поліклон 1:200 Цитоплазма 

RANRL Кролик Поліклон 1:200 Цитоплазма + мембрана 

При проведенні електронно-мікроскопіч-

ного дослідження було встановлено наявність 

остеобластів, які були розташовані на поверхні 

кісткових трабекул, що мали значну кількістю 

недорозвинених мембранних органел. Пооди-

нокі та гіпертрофовані профілі гранулярного ен-

доплазматичного ретикулуму (гЕПР) вказують 

на недостатність синтетичної активності у клі-

тинах та виявляються у значних розширеннях 

цистерн гЕПР (рис. 1 А, Б). Деякі клітини міс-

тили поодинокі набряклі мітохондрії. Подекуди 

зустрічались загиблі остеобласти зі зруйнова-

ними органелами. Також були візуалізовані клі-

тини з набряклими просвітленими мітохондрі-

ями, що свідчить про значні дегенеративні 

зміни у клітинах. Ядра багатьох клітин перева-

жно еухромні. 

Наявність гіпертрофованої гЕПР та збіль-

шення розмірів мітохондрій свідчить про деге-

неративні зміни в остеобластах. Виявлені стру-

ктурні порушення є адаптивними і можуть 

мати зворотній характер, якщо вчасно усунути 

негативний фактор, що їх спричинив. 

На 60-ту добу спостереження вага щурів 

експериментальної групи становила 

162,30 ± 12,62 г, дефіцит маси тіла щурів склав 

19,6%, порівняно з тваринами контрольної 

групи (р < 0,001). Середнє значення рівня глю-

кози в крові (12,3 ± 0,80) ммоль/л, удвічі пере-

вищувало такий показник у щурів контрольної 

групи (р < 0,001). 
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Рисунок 1 – Будова остеобласта на 30 добу експерименту: 1 – еухромне ядро остеобласта, 2 – розши-

рення цистерн гЕПС, 3 – мітохондрії. Зб.: А) 8000; Б) 20400 

За підсумками проведеного ІГХ-дослідження 

було виявлено нерівномірність розміщення осте-

областів на поверхні кісткових трабекул, поде-

куди спостерігались загиблі клітини. У зразках, 

отриманих від тварин експериментальної групи, 

було виявлено зменшення частки позитивно за-

барвлених клітин, що експресують OPN та збіль-

шення показника остеокластичної резорбції 

RANKL. Частка позитивно забарвлених клітин 

становила 26,11 ± 1,62%, що на 4,6% менше 

порівняно з контролем (p < 0,05). Також варто 

відзначити наявність немінералізованих ділянок, 

що може свідчити про слабку проліферативну ак-

тивність остеобластів (Рис. 2.А). Інтенсивність 

забарвлення цитоплазми визначалась як середня 

(++). Показники маркеру кісткової резорбції 

RANKL були дещо більшим у щурів експериме-

нтальної групи та становили 26,90 ± 2,17 %, що 

на 4,0% більше за показники щурів групи конт-

ролю (p < 0,05) (Рис. 2.Б). 

 

     

                              А                                                                                            Б 

Рисунок 2 – Позитивний прояв остеопонтину (А) та RANKL (Б) стегнової кістки щура. 1 – наявність 

тріщин в кістковій тканині; 2 – кісткова резорбція; 3 – експресовані клітини. Збільшення×400 

Електронно-мікроскопічний аналіз виявив 

наявність залишкових тілець, як ознаки компен-

саторної реакції клітин у відповідь на негативний 

вплив високого рівня глюкози в клітині. Зафіксо-

вано також наявність слабко розвинених орга-

нел, набряклих мітохондрій та невеликих дестру-

ктивних порожнин. У деяких остеобластах 

виявлено вакуолізацію цитоплазми поряд з яд-

ром, що свідчить про прогресування деструктив-

них змін у клітинах. Процес мітотичного поділу 

клітин зберігся на достатньому рівні, адже спос-

терігалась значна кількість клітин з двома яд-

рами (Рис. 3). 
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Рисунок 3 – Будова остеобласта, 60-та доба експерименту: 1 – два ядра, 2 – деструктивна порож-

нина, 3 – мітохондрії. Зб. 8000 

На 90-ту добу хронічної гіперглікемії вага 

щурів експериментальної групи була меншою 

порівняно з контролем на 17,8% (р < 0,001) та 

становила 168,51 ± 17,32 г. Середній показник 

вмісту глюкози в крові становив 10,2 ± 1,20 

ммоль/л, що у два рази перевищувало такий по-

казник у щурів контрольної групи (р < 0,001). 

ІГХ-дослідження показало, що експресія OPN 

в стегнових кістках була на 4,7% нижчою порів-

няно з контролем (р < 0,05), кількість позитивно 

забарвлених клітин становила 26,04 ± 1,48% 

(рис. 4 А). OPN бере активну участь в процесах 

кальцифікації кісткової тканини, тому змен-

шення кількості клітин з експресією OPN негати-

вно впливає на процеси ремоделювання кістко-

вої тканини та на її метаболізм. В той же час, спо-

стерігається певне збільшення експресії показ-

ника кісткової резорбції RANKL – до 

26,66 ± 1,57%, що на 3,3% більше за такий пока-

зник у щурів групи контролю (p˂0,05) (рис. 4 Б). 

    

                                  А                                                                                       Б 

Рисунок 4 – Позитивна експресія остепонтину (А) та  RANKL (Б) у стегновій кістці на 90-ту добу експе-

рименту. Зб. а) ×400 та б) ×200 

Електронно-мікроскопічний аналіз дисталь-

ного епіфізу виявив значне розширення цистерн 

гЕПР та набрякання мітохондрій, що свідчить 

про гіперфункцію остеобластів. Спостерігається 

формування деструктивних порожнин таких, як і 

на 30-ту добу спостереження (рис. 5), що свід-

чить про порушення механізму компенсаторної 

реакції остеогенних клітин у відповідь на гіперг-

лікемію. 
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Рисунок 5 – Будова остеобласту на 90 добу експерименту: 1 – деструктивні порожнини, 2 – розши-

рення цистерн гЕПС, 3 – набряклі мітохондрії. Зб. 10000 

 

Обговорення. Експериментальне дослі-

дження було спрямоване на вивчення особливо-

стей впливу хронічної гіперглікемії на морфо-

функціональний стан остеогенних клітин та екс-

пресію біомаркерів ремоделювання довгих труб-

частих кісток.  

Остеобласти мають інсулін-специфічні реце-

птори, через які інсулін безпосередньо впливає 

на їх функціонування, а отже на процес форму-

вання кісток. Це підтверджують дані I. Kanazawa, 

T. Sugimoto, 2018, які стверджують, що передача 

сигналів інсуліну в остеобластах відіграє важ-

ливу роль у процесі ремоделювання кісткової 

тканини [18].  

C. Cipriani, L. Colangelo et al, 2020 вказують 

на те, що на процеси ремоделювання кісткової 

тканини можуть впливати також фактори росту і 

гормони, які здатні стимулювати чи пригнічу-

вати експресію RANKL і тим самим активувати 

або пригнічувати кістковий метаболізм. Експе-

риментальні дослідження показують, що підви-

щена кісткова резорбція та зниження форму-

вання кісткової тканини можуть бути спричинені 

дефіцитом естрогенів та порушенням експресії 

гормонів. За дефіциту OPN у кістках експериме-

нтальних тварин спостерігається сповільнення 

утворення кісткової тканини та прискорення 

втрати кісткової маси, що збільшує відсоток ви-

никнення тріщини та ризик переломів кістки 

[19].  

Встановлені нами структурно-функціональні 

порушення в остеобластах тварин з хронічною 

гіперглікемією добре узгоджуються з 

результатами досліджень M. Janner et al, 2022 та 

G. Brunetti et al, 2021, які зазначають, що гіперг-

лікемія негативно впливає на кісткову тканину, 

особливо у молодому віці, саме за рахунок пору-

шення функції остеогенних клітин, що призво-

дить до підвищення ризику переломів [20,21]. 

L. Sewing et al, 2022 повідомляють, про те, що 

порушення формування кісткової тканини при 

цукровому діабеті 1 типу виникає за рахунок зме-

ншення рівня остеокальцину та остеопонтину. 

Відповідно до незбалансованого ремоделювання 

спостерігаються й мікроархітектурні зміни в бу-

дові кістки [22]. Ми знайшли експериментальне 

підтвердження цієї думки, виявивши у тварин з 

хронічною гіперглікемією виражену реакцію 

остеобластів у вигляді значної гіпертрофії гЕПР, 

деструкції органел та набухання мітохондрій.  

Деструктивні зміни в будові остеогенних клі-

тин, асоційовані з вираженою експресією 

RANKL та пригніченням експресії OPN, призво-

дять до посилення резорбційних процесів за ра-

хунок інтенсифікації його синтезу, як показника 

остеокластичної резорбції, в результаті чого по-

рушується щільність кісткової тканини. Водно-

час спостерігається компенсаторна реакція у ви-

гляді гіпертрофії гЕПР та формування залишко-

вих тілець. Процес відновлення та стимуляція 

диференціації остеогенних клітин, поряд з конт-

ролем рівня глюкози в крові й тривалості гіперг-

лікемії, наразі є перспективною терапевтичною 

мішенню при лікуванні ускладнень цукрового ді-

абету з боку системи скелета [23]. 
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CONCLUSIONS / ВИСНОВКИ  

У кістковій тканині щурів з експерименталь-

ною алоксановою хронічною гіперглікемією на 

30-ту добу експерименту виявлено виражені де-

структивні зміни в остеобластах у вигляді руйну-

вання органел цитоплазми клітин та набряку мі-

тохондрій. Наряду з наростанням зазначених 

змін в динаміці експерименту до 90 доби, варто 

відзначити розвиток компенсаторних реакцій у 

клітинах у відповідь на негативний вплив гіперг-

лікемії у вигляді гіпертрофії гЕПР, починаючи з 

30-ї доби, та формування залишкових тілець на 

60-ту та 90-ту добу експерименту.  

Рівень експресії OPN у кістковій тканині щу-

рів з гіперглікемією, високий на початку 

експерименту, у подальшому, зі збільшенням те-

рміну гіперглікемії поступово знижувався, що 

супроводжувалось протилежно спрямованими 

змінами експресії RANKL. 

Отже, тривала гіперглікемія має значний 

вплив на остеогенні клітини викликаючи морфо-

функціональні порушення, зокрема у мембран-

них органелах, що супроводжується зниженням 

біосинтетичної активності остеобластів, відпові-

дними змінами експресії протеїнів позаклітин-

ного матриксу, зокрема OPN та RANKL, пору-

шенням його мінералізації, що у підсумку фор-

мує патогенетичний механізм розвитку усклад-

нень з боку системи скелету при цукровому діа-

беті. 

 

PROSPECTS FOR FUTURE RESEARCH / ПЕРСПЕКТИВИ ПОДАЛЬШИХ ДОСЛІДЖЕНЬ 

В подальшому планується порівняти ступінь порушення структурно-функціональних змін у трубчас-

тих кістках щурів старечого віку за умов індукованої гіперглікемії у гендерному аспекті. 
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