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2. Результаты, полученные по основным направлениям ФКИ

2.1. Космическая биология и физиология

2.1.1. Окуломоторные реакции и координация головы и глаз в условиях микрогравитации

Традиционно центральное место в ряду сенсо-моторных исследований отводится вестибулярным исследованиям. Уже в 60-е годы в России выполняется широкая экспериментальная программа на животных, направленная на изучение влияний невесомости на структуру и функции вестибулярного аппарата. Результаты этих исследований, обобщенные в большом числе публикаций и монографий, подтвердили предположение о развитии глубоких изменений функций вестибулярной системы в невесомости и дали основания для развития представлений о ведущей роли этих изменений в генезе большинства регистрируемых в невесомости нарушений ориентации, межсенсорных интеграции и двигательных координации. Эти представления легли в основу последующей программы вестибулярных исследований, выполнявшейся интенсивно в полетах экипажей Российских космических станций и на биоспутниках серии «Космос». 
Материал и методы

Вестибулярная программа, выполнявшаяся в полетах на космических станциях, включала исследования иллюзорных реакций и характеристик вестибуло-окуломоторного взаимодействия.
Исследования спонтанных и индуцированных оптокинетической стимуляцией (ОКС) иллюзорных реакций у членов экипажей пилотируемых станций «Салют» и «Мир» выполнялись в рамках российского эксперимента «АНКЕТА». В эксперименте участвовали 104 космонавта Анкета заполнялась ими ежедневно, начиная с 3-х суток полета и до завершения острого периода адаптации, в дальнейшем - до и после применения средств профилактики а также во всех случаях недомогания, в заключение - при возвращении на землю. У 31-ти одного космонавта в дополнение к АНКЕТЕ в устной послеполетной беседе уточнялся характер иллюзорных реакций. Результаты подвергались математико-статистической обработке с применением корреляционного анализа.

Исследования вестибуло- зрительныого и вестибуло-окуломоторного взаимодействия на станциях проводились в рамках международных экспериментов «Оптокинез», «Лабиринт», «Оптоверт», «ВОГ», «Биоуправление». Предмет исследования составляли спонтанные, оптокинетические и постоптокинетические реакции глаз, регистрировавшиеся в покое, при оптокинетических и вестибулярных раздражениях,а так же при выполнении задач зрительного слежения- саккадического и плавного. В исследованиях приняло участие 28 космонавтов. В подавляющем числе случаев регистрация движений глаз осуществлялась методом электроокулографии. В трёх случаях (эксперимент «ВОГ») дополнительно использовался метод видеоокулографии.

Результаты исследований

На основании результатов эксперимента были выявлены четыре формы космического адаптационного синдрома (КАС): перцептивная (66% космонавтов), перцептомоторная (11%), вегетативная (3%) и смешанная (20%); 3 типа адаптации сенсорных систем к невесомости :гиперсензитивный, гипосензитивный и смешанный; 3 типа адаптации организма к факторам полета: бурный и быстрый, торпидный и длительный, торпидный и быстрый.
Было установлено, что при переходе к невесомости практически все (98%) космонавты испытывают явления пространственной дезориентации. В 41% случаев иллюзии имели комплексный характер и включали ориентационные, проприоцептивные, и осциллопсические нарушения; в 31% случаев отмечались координатные иллюзии (изменения наклонов тела или предметов окружающего пространства); в 28% -кинетические (ротаторно- линейные движения тела или окружающего пространства). На первом месте по встречаемости были иллюзии перевёрнутого положения тела - 26% и движения окружающих предметов - 15%; в 9% отмечались иллюзии вращательного движения тела в 8%- смещения и наклона предметов. Большинство (68%) космонавтов связывали развитие иллюзорных и вегетативных реакций с повышенной двигательной активностью, меньшинство - с «приливом крови к голове». Однако корреляционный анализ частоты, интенсивности и времени возникновения иллюзорных и вегетативных проявлений КАС показал отсутствие связи между ними (г =0,29; р>0,05). Исследования точности восприятия субъективной оптической вертикали (СОВ) в условиях темноты, при неподвижных и движущихся вверх или вниз ОКС, проведённые в период адаптации к невесомости с участием 9 космонавтов, и в период реадаптации с участием 39 космонавтов, выявили возрастание ошибки восприятия СОВ до 8-18°, Следует отметить, что аналогичное увеличение ошибки до 8-12° наблюдалось также и в первые часы и сутки пребывания в иммерсии. 

Проведённые исследования выявили в невесомости существенные изменения глазодвигательных функций. В начальный период адаптации у всех космонавтов отмечалось повышение глазодвигательной активности, выражавшееся в возникновении при закрытых глазах большого числа плавающих и саккадических движений. У 15 из 27 космонавтов в этот период регистрировался спонтанный нистагм. На более поздних этапах глазодвигательная активность стабилизировалась, однако в первые дни реадаптации к земным условиям она вновь была повышенной. Саккадический компонент при выполнении реакций слежения оставался достаточно сохранным (хотя амплитуда саккад, особенно вертикальных, изменялась). Однако плавное слежение за стимулом и особенно по кругу существенно нарушалось, сменяясь саккадическим.
Глубокие изменения регистрировались в невесомости в системе отолитово-цервико-окулярного взаимодействия. Исследования торзионного статического рефлекса-противовращения глазного яблока при наклоне головы к плечу выявили в невесомости его глубокое торможение: противовращение глаз при наклоне либо отсутстствовало вовсе,либо было инвертировано-глаза вращались в сторону наклона. Значительные изменения были отмечены также в характеристиках динамических вестибуло-окулярных реакций: коэффициент усиления вестибуло- окулярного рефлекса при вращении в горизонтальной плоскости существенно возрастал а при движениях в саггитальной и фронтальной плоскостях снижался. Переход к невесомости сопровождался выраженным снижением порогов оптокинетического и вестибулярного нистагма. При сочетанной вестибуло- оптокинетической стимуляции, на первых этапах полета доминировали вестибулярные ответы. В дальнейшем выраженность вестибулярных компонентов ответа отчётливо снижалась, вплоть до полного исчезновения. Выполнение в полётах у 14 космонавтов исследования индуцированных линейной и синусоидальной оптокинетической стимуляцией векционных иллюзий выявили возникновение в невесомости уникального феномена инверсии векции, при этом направление иллюзии совпадало по фазе с направлением движений рисунка. Результаты проведённых исследований позволили заключить, что переход к невесомости сопровождается у космонавтов облегчением вестибулярных реакций и снижением статической и повышением динамической возбудимости. В процессе адаптации вестибулярная возбудимость снижается, вестибулярный канал в значительной мере исключается из систем сенсорного обеспечения движений. При этом существенно возрастала роль зрительной афферентации.
Справедливость этого заключения была в значительной мере подтверждена результатами исследований влияний невесомости на характеристики сложно-координированных движений головы и глаз, обеспечивающих быструю и точную установку взора на объекте, проецирующемся в периферическом поле сетчатки. Эти эксперименты были выполнены на 12 макаках резусах в полётах биоспутников серии «Космос»  и на космонавтах участниках коротких 7-суточных (19 человек) и длительных многомесячных (29 человек) космических экспедиций. В полном соответветствии с приведенными выше данными, у всех животных в первые полетные сутки обнаруживалось выраженное облегчение вестибулярных ответов на каналовые и отолитовые раздражения, проявлявшееся резким возрастанием коэффициента вестибуло-окулярного рефлекса и значительным увеличением нейрональных реакций вестибулярных ядер и вестибуло-мозжечка на адекватные вестибулярные раздражения. К 5-10-м суткам полета избыточность вестибуло-окуломотрной передачи и интенсивность нейрональных реакций вестибулярного ядра постепенно уменьшались при сохранении высокой нейрональной активности в вестибуло-мозжечке: к концу полета Квор у 8 обезьян был близок к 1,0. Близкие, хотя и превышающие 1,0 значения Квор регистрировались после полета и у 70% космонавтов -участников коротких экспедиций. После длительных полетов в значительном числе 25% случаев величина Квор у космонавтов была резко сниженной, у трех человек - до нуля. Это снижение, существенно осложняющее содружественную деятельность головы и глаз, сохранялось после длительных полетов до 4-х и более суток.

Заключение

Проведенные исследования показали, что пребывание в условиях невесомости сопровождается специфическими окуло-моторными нарушениями, развитие которых обусловлено изменениями в деятельности гравитационно-зависимых сенсорных систем (прежде всего, вестибулярной).

Принято считать, что надежным информационным каналом в условиях невесомости является зрительная система, не относящаяся к гравитационно-зависимым.

Однако очевидно, что в своей деятельности гравитационно-зависимые и независимые сенсорные системы функционируют в тесной связи и характер их взаимодействия определяет параметры глазодвигательных реакций, а, следовательно, и точность зрительного слежения. Изменения активности гравитационно-зависимых сенсорных систем неизбежно сопровождаются нарушениями сенсорных взаимодействий, что, в свою очередь, провоцирует развитие аномальных спонтанных и индуцированных глазодвигательных реакций, в частности, следящих движений глаз.

OCULOMOTOR REACTIONS AND EYE-HEAD COORDINATION IN MICROGRAVITY

Introduction

Research conducted in the Russian space research programs aboard biosatellites and space stations showed that microgravity significantly modifies functioning of the gravity-dependent systems interfering with their interactions established in the course of evolution. During adaptation to microgravity, the vestibular analyzer  is exposed to zero gravity, the fact which, on one hand, leads to alterations in functioning of the receptor itself and, on the other, influences intersensory relations. Resulted shifts in functioning of the sensory systems give rise to a number of abnormal reactions which, taken together, culminate in motion sickness and are considered to be a result of changes of activities of the vestibular and other functions involved in regulation of the functional orientational system. In other words, the totality of abnormal reactions to microgravity can be consequent to altered functioning of the vestibular system (otolith differentiation, channel-otolith conflict, interlabyrinth asymmetry, impairment of the visual-vestibulo-proprioceptive relations), changes in the character of intersensory interactions, and peculiarities of the central integration of sensory information in this specific environment. Ways of functioning of the vestibular analyzer and the character of vestibulo-visual interactions directly modulate tracking of a visual target, one of the main components within the structure of cosmonauts' professional activity. That is why it is all-important to explore spontaneous and evoked by visual and vestibular stimulation oculomotor reactions which reflect alterations in the vestibulo-visual interactions. 

Object and methods of investigations

Investigations of the vestibular function, vestibulo-visual and vestibulo-oculomotor interactions in 27 cosmonauts employed a technique of determination of spontaneous and evoked oculomotor reactions. Protocols of space experiments OKULOSTIM, OPTOKINES, LABIRINTH, OPTOVERT included electrooculography (EOG) recording in order to evaluate spontaneous, gaze fixation, optokinetic, and post-optokinetic eye reactions, saccadic function, smooth tracking, vestibulo-ocular and vestibulo-optokinetic reactions. Additionally, in three cosmonauts EOG was measured using the method of video oculography with the purpose to study spontaneous oculomotor reactions and the static otolith-cervical-ocular reflex (eye torsion counter-rotation). Determined were frequency-amplitude and velocity parameters of eye movements, head movements and foveal and retinal optokinetic stimuli (OKS) movements, optokinetic nystagmus (OKN) and vestibulo-ocular reflex (VOR) gain coefficients estimated from the velocities of eye movements and OKS, and head movement velocities. 

The list of reactions under study, the number of subjects in specific experiments, experimental protocols and stimuli are described below. 

Results of studies

Spontaneous eye movements

No spontaneous nystagmuses were recorded in cosmonauts pre flight. Study of spontaneous oculomotor activity (SOA) without additional sensory stimulation showed certain changes in magnitude and pattern in spaceflights (SF), especially in the early flight stages. During early adaptation to microgravity, investigations of virtually all subjects at rest with eyes closed showed increased spontaneous oculomotor activity in the form of floating and saccadic (square wave jerks) movements. During microgravity, 15 out of 27 cosmonauts had spontaneous nystagmus. As a rule, it was combined with the horizontal nystagmus tending to the right and the vertical one, downward. 

Later on, starting from flight day 30, SOA assumed more stable character. However, eye destabilization was periodically registered in several cosmonauts; one cosmonaut, who displayed spontaneous reactions at the beginning of adaptation to microgravity, was found to once again, after long-term stay in the micro-g environment, experience vertical nystagmus of the same direction as at the start of adaptation, i.e. there were alternations of periods of compensations and decompensation. 

Following extended space missions, practically all cosmonauts, particularly on the initial days of return to Earth, were characterized by elevated SOA as compared to preflight levels. Spontaneous nystagmus was registered in the majority of the cases.

Eye-fixing nystagmus (gaze nystagmus) was observed in virtually all cosmonauts at different time points of the adaptational and readaptational periods.

Torsion static otolith-cervical-ocular reflex (OCOR) 

On Earth, each movement of the head towards the shoulder or forward-backward leads to a compensatory counter-rotation of the eye grounds in the opposite direction. In microgravity, torsion counter-rotation of the eye grounds at the head bent towards the shoulder either was absent or eyes rotated in the same direction (reflex inversion, the paradoxical reflex) suggesting a severe suppression of the otolith function [12]. Comparative analysis of two OCOR parameters and subjective flight tolerance showed that they are in quite high significant connection.

Dynamic vestibulo-ocular reflex (VOR)

On Earth, each movement by the head causes compensatory counter-rotation of the eye in order to retain gaze on the target. Under the conditions of early adaptation to microgravity, head movements and eye counter-rotation were mismatched. As a rule, the ratio of head and eye velocities (the VOR gain coefficient) increased during head rotation in the horizontal plane and decreased during head rotation in the sagittal plane. Further into adaptation to the space flight conditions, consistency was recovered. However, during long-term stay in microgravity the VOR gain coefficient displayed phase dynamics. 

Development of a distinct nystagmus reaction to adequate vestibular stimulation during initial adaptation was indicative of an exaggerated dynamic excitability of semicircular channels. Reduction of the velocity and amplitude of compensatory eye movements inferred drop in static (tonic) vestibular excitability. It should be noted that cosmonauts who prior to launch had demonstrated high reactivity of the vestibular system to adequate vestibular stimulation, at the beginning of spaceflight microgravity made it even greater (lowered the vestibular nystagmus threshold). Cosmonauts with initially low vestibular reactivity decreased it further during space flight. 

Fixation

Visual stimulus was a light spot of approximately 1 mm in diameter, which moved on the screen discretely in the horizontal and vertical directions at the angle of 10-15o.

At early flight stages the fixation capability revealed a decrease in the amplitude of gaze fixation (head fixed) in 8 cosmonauts. The largest changes were shown in vertical oculomotor reactions: amplitude of vertical gaze fixation decreased from 10,7 +1,1o to 7,5 +0,4o (p=0,05) [2, 7, 12]. The corrective saccades were recorded.

After extensive exposure to weightlessness (flight days 145 - 410) a significant decrease in the vertical amplitude of the eye movements was recorded. During fixation of random vertical movements of the stimulus, the saccades were performed incorrectly in a number of cases: the eye made diagonal rather than strictly vertical movements, when EOG deviations were simultaneously recorded both at the vertical and diagonal leads.

After active head movements, horizontal gaze fixation (yaw and roll rotation) improved, but vertical gaze fixation remained unchanged.

Pursuit

The pursuit function was measured during linear movements of the visual stimulus point in horizontal, vertical, and diagonal directions and in circular motion. The light spot moved across the screen (at the angle 20 deg.) in random fashion at constant velocity, with a frequency of 1 Hz. When the target described a diagonal or circular motion, the pursuit reflex degraded (11 cosmonauts), whereas saccades remained essentially unaltered.

The largest changes were observed when the target moved in vertical direction. Early in flight (days 2-3), the pursuit reflex almostly disappeared in 5 out of 11 cosmonauts, when the target moved downwards. In this case, vestibular stimulation failed to improve the pursuit function. Threshold sensitivity of oculomotor function to optokinetic stimulation velocity was investigated with black and white bands (of about 2 deg. in size) that moved in horizontal, vertical and diagonal directions at linear velocities increasing from 1 to 20 o/sec. There was a marked decrease of the lower and upper thresholds of the optokinetic reaction at the beginning of the flight. Before flight the lower and upper thresholds of the optokinetic nystagmus were 5-6 o/s and 12-19 o/s, respectively, while on mission days 2-3 these values had decreased to 2-3 o/s and 8-10 o/s, respectively .

Optokinetic nystagmus (OKN)

Before flight, the horizontal OKN gain was 0,6-0,7 in all cosmonauts, and was symmetrical as a rule. With regard to the vertical OKN gain, the cosmonauts could be divided in two groups. One group (11 cosmonauts) had an upward gain of 0.7 +0.1 and a downward gain of 0.5 +0.08 (gain up>gain down); the other group (10 cosmonauts) had OKN gain symmetry of 0,6 + 0,05 in both directions.

During early adaptation to weightlessness (3-5 days) and long-term flights the OKN gain dynamics showed considerable individual variability, and had an undulatory character. In one group of cosmonauts (13 cosmonauts) inflight OKN was increased, sometimes decreasing gradually to preflight values in the course of the flight. In the other group (8 cosmonauts) the OKN gain was decreased during the entire mission, but occasionally it increased to preflight values. The vertical OKN gain asymmetry was periodically significantly increased (up to 25%), but it reversed in the course of a long-term spaceflight.

Optokinetic-vestibular reactions

The largest individual changes were observed with combined optokinetic and vestibular stimulation during flight. Before flight, most cosmonauts showed reactions of visual origin in response to combined opto-vestibular stimulation. At the beginning of the flight (on day 3) optokinetic reaction was undetectable, while vestibular responses increased. 

During head movements and simultaneous optokinetic stimulation, vestibular nystagmus or vestibulo-optokinetic reactions were revealed, which depended on concordance or discordance of the two stimuli. On mission day 5, decreased vestibulo-oculomotor reactions of vestibular origin and increased optokinetic reactions were observed. This may suggest that at the beginning of adaptation to weightlessness the vestibular input played a dominant role, while at the end of adaptation the visual input prevailed.

Decreased oculomotor responses to both separate and combined stimulations were observed in some cases as late as the 50th day of the mission. 

Subjective optical vertical

The subjective optical vertical (SOV) was investigated in 10 cosmonauts during flight and in 39 during readaptation to the Earth's gravity. The accuracy of SOV perception was evaluated in total darkness with a background of a pattern of diffuse black and white spots, which did not move or moved either upward or downward. Testing of SOV perception was hampered by the simultaneous occurrence of illusions, as was clear from the recorded voice data. The preflight error deviation in SOV perception was for all cosmonauts within the physiological range (0.1 - 2o). In 8 cosmonauts the SOV error was predominantly to the right. During adaptation to microgravity, the SOV error increased beyond the normal range, reaching 8 - 18o, and asymmetry was predominantly to the left. During a long-term mission SOV remained significantly elevated, while error dynamics had an undulating character. 

 Visually induced vertical self-motion sensation

Vertical linear vection (transference), induced by optokinetic stimulation with linear and sinus velocity profile, was investigated in 10 cosmonauts. In 2 subjects this was done in the initial stage of microgravity (days 3 and 6 of flight) and in 9 subjects after 30 days of long-term flights (once a month or every two months to the end of the flight).

In preflight tests there were very stable vection responses with a definite frequency maximum and steady phase response of about 180o. However, during the initial flight period vection frequency, both maximal and irregular phase reactions, was absent. Temporary directional inversion of the subjective vertical motion led to 'an inverted vection', while an upward stimulus motion led to an upward vection and vice versa. After the initial period of adaptation during long-term flights the perceptual responses were unstable, presumably because the process of adaptation alternated with periods of de-adaptation. 

Time course of adaptation in long-term missions

In weightlessness, information from the otoliths reflects the position of the body in space and its unfamiliar mode of motion. During the initial flight period the cerebral cortex cannot properly interpret this information, since it contradicts the information coming from the visual system. This situation is a result of disruption in polymodal convergence mechanisms, especially between the vestibular, visual and proprioceptive afferent inputs. In order to perform motor acts correctly and achieve appropriate spatial orientation, the central nervous system blocks out the anomalous vestibular signals, and information coming through the visual channel becomes predominant.

The results of investigations allowed to conclude, that transition cosmonauts into weightlessness was followed by an alleviation of vestibular reactions, a depression of static excitability and a growth of dynamic excitability. During the process of adaptation vestibular excitability decreased, and vestibular channel was excluded from the sensory control of movements. At the same time the role of visual  cue considerably increased .

A validity of this idea was corroborated by the results of studies of the effect of weightlessness on parameters of head and eyes movements within coordination, that provided quick and accurate gaze fixation on аn object projected to the peripheral area of the retina. These experiments were done on 12 Macaca mulatta during their 5-14 days long space flights on biosatellites "Kosmos", and on cosmonauts - participants of 7 days long (19 persons) and long-term SFs (29 persons). In full agreement with above mentioned data, all the monkeys showed a pronounced alleviation of vestibular responses to canal and otolith stimulations on the first day of flight manifested by an abrupt growth of a coefficient of vestibulo-ocular gain (Kvor) and a considerable intensifying of neuronal responses of vestibular nuclei and vestibulo-cerebellum to adequate vestibular stimulations. The oversensitivity of vestibulo-oculomotor transmission and the intensity of neuronal reactions of vestibular nuclei gradually decreased (but not of vestibulo-cerebellum remaining high throughout the flight and to the end of the flight Kvor in all monkeys was about 1,0. Close to 1,0 though exceeding it values of Kvor were recorded postflight also in70% of cosmonauts-members of the crews of short-term SFs. After long-term SFs the value of Kvor in 25% of crew members was considerably reduced. In 3 of them Kvor postflight even reached 0. Such low values, hampering to a considerable extent a coordinated activity of head and eyes, were preserved after long-term SFs for 4 and more days.

Conclusion

The results of studies have shown that the exposure to microgravity is followed by specific oculo-motor disturbances. Their development is caused by deep alterations in the activities of the gravitodependent sensory systems and mainly the vestibular one. It is accepted broadly that the visual system not dependent on gravity in its functioning and therefore represents the most reliable informational channel under condition of microgravity.

However it is obvious that both dependent and independent on gravity systems interact closely in their task oriented activity and characteristics of their interactions define the parameters of oculomotor reactions and this way the precision of visual tracking. Thus alterations in the activities of gravitodependent sensory systems, that are resulted in the development of sensory interactions, provokes the development of abnormal spontaneous and induced oculomotor reaction, particulary in the system of visual tracking.

2.1.2. Результаты исследований влияния факторов космического полета

на сенсо-моторные функции
Изменения сенсо-моторных функций являются постоянным и закономерным спутником космических полетов даже небольшой продолжительности. Глубоко нарушая деятельность основных проприоцептивных систем, в первую очередь, вестибулярной и опорной, невесомость создает условия и потребности для широких преобразований в системах моторного контроля, выражающихся в переориентации систем управления (СУ) движения на другие, более надежные в новых условиях системы (зрение), изменениях тактики и координационной структуры движений, изменении характера моторных синергий. Эти изменения, адаптивные по своей сущности, обусловливают вторичное развитие ряда неблагоприятных симптомов, в совокупности составляющих картины синдромов «космической болезни движения», «гипогравитационной атаксии», «мышечной детренированности» и других, нарушающих двигательные возможности и работоспособность космонавтов в ходе полета и особенно выраженные после длительных полетов.

С самого зарождения эры космических полетов российские ученые проводят широкие исследования базисных механизмов межсенсорных взаимодействий и деятельности систем управления движением в условиях меняющегося гравитационного окружения. С развитием практики длительных космических экспедиций эти исследования ведутся комплексно, в рамках целевых программ и включают полетные и модельные эксперименты с участием человека, пред- и послеполетные обследования членов космических экипажей, а также сложные полетные и наземные эксперименты на приматах.

Основные целевые задачи исследований составляли:

1.Количественное описание особенностей выполнения в условиях микрогравитации            движений,различающихся по организации управления,составу,регулируемым параметрам, эффектору и степени сложности;

2.  Получение количественных характеристик состояния в тех же условиях  физиологичес-

ких систем  и  механизмов,  участвующих  в  формировании  и  реализации  движений,  - основных проприоцептивных систем - вестибулярной, опорной. мышечной; мышечного аппарата;  базисных рефлекторных механизмов;

3. Выявление факторов и основных триггерных механизмов развития двигательных нарушений в условиях микрогравитации с целью определения возможных путей их профилактики, с одной стороны, и определения места и роли гравитационного фактора в деятельности различных двигательных механизмов - с другой.

Наземная часть программ исследований выполнялась в основном сотрудниками ИМБП в содружестве с представителями академических институтов и университетов; полетная, осуществлялась, как правило, в рамках широкого международного содружества. В экспериментах на борту станции «Мир» принимали участие специалисты 10-ти стран. Выполнявшиеся совместно проекты, имели комплексный характер и составляли неотъемлемую часть Российской национальной программы. 

Результаты исследований выполнения движений различной организации в условиях микрогравитации.

Широкая программа исследований кинематических, временных и точностных характеристик произвольных движений, различающихся по организации- программных и следящих, составу- движения глаз, головы и руки, модальности управляющих сенсорных сигналов - зрение , слух, проприорецепция и регулируемым параметрам - позиция, скорость, усилие - была выполнена  в космических полетах в рамках российско-австрийского экспериментального проекта «Монимир», и российско - болгарского эксперимента «Шипка». В первом исследования проводились с участием 9 членов длительных лосмических экспедиций,во втором- с участием 4 космонавтов. Результаты этих экспериментов, будучи дополнены данными аналогичных исследований, выполненных в 7-14-суточных полетах биоспутников серии «БИОН» на 10 макаках-резусах, а также данными многочисленных наземных экспериментов, с моделированием условий микрогравитации (иммерсия, вывешивание, антиортостатическая гипокинезия), показали, что закономерным следствием гравитационной разгрузки является атаксия. Во всех вышеупомянутых ситуациях отмечались выраженные нарушения контроля точности воспроизведения заданных параметров. Так, в условиях «сухой иммерсии» существенно возрастала величина ошибок и вариативности воспроизведения при выполнении простой двигательной задачи - поддержания определенного уровня услиия. Те же результаты были получены и при выполнении задачи поддержания соответствующей этому усилию электромиографической активности мышц голени, а также при воспроизведении «изотонических» движений в голеностопном суставе.

 Резкое снижение возможностей точностного управления выявлялось еще более отчетливо при выполнении теста градации мышечных усилий, в ходе которого испытуемый производит серию последовательно возрастающих (или последовательно понижающихся) усилий от минимального (абсолютный порог шкалы) до максимального с минимальным различием между соседними усилиями (дифференциальный порог). В невесомости, а также в условиях иммерсии число различаемых градаций резко уменьшалось, а величины абсолютного и дифференциального порогов существенно увеличивались. Указанные изменения сохранялись после длительных космических полетов в течение 3-5 и более дней. Включение зрительной обратной связи повышало точность выполнения задач, однако при этом отчетливо проявлялись свойственные атаксии изменения структуры заданных движений - они утрачивали рисунок быстрого и сглаженного приближения к цели, приобретая характер медленного прерывистого движения, апроксимирующего дистанцию до цели.

Еще более выраженными были изменения, обусловленные  реальной и/или моделируемой невесомостью в характеристиках сложно-координированных двигательных реакций, таких, как реакция установки взора, коррекционные позные ответы и другие. Исследования влияний невесомости  на механизмы регуляции позы и локомоций выполнялись в рамках пред- и- послеполетных обследований членов космических экипажей, а также в наземных модельных экспериментах с иммерсией и гипокинезией различной продолжительности. Лишь в одном эксперименте - «Поза», выполнявшемся совместно российскими и французскими исследователями, механизмы регуляции позной активности исследовались на борту космической станции. Задачи исследований составляли выявление основных факторов, обуславливающих развитие нарушений, и механизмов их действия (изменения функции сенсорных систем и связанные с ними нарушения схемы тела, изменения в состоянии базисных рефлекторных механизмов, мышечного аппарата), а также в изучении роли и форм участия гравитации в регуляции вертикальной позы и локомоций. Результаты исследований, подтвердив представление о многофункциональной природе нарушений указанных функций в невесомости, позволили заключить, что на разных этапах воздействия микрогравитации механизмы этих нарушений существенно разнятся.

Тонус мышц; спинальные рефлекторные механизмы 

Механизмы резкого снижения скоростно-силовых качеств скелетных мышц при переходе к невесомости и быстрого их восстановления при возвращении к условиям земной гравитации длительное время оставались неясными. Некоторые данные к пониманию этого явления были получены в работах Л.И.Какурина и др., предположивших вторичное, нейрорефлекторное его происхождение и исследовавших в связи с этим параллельно некоторые другие характеристики состояния нервномышечного аппарата, а, именно, тонус мышц, определяющий жесткость мышечного скелета, и их рефлекторную возбудимость. Первые же исследования, выполненные через 24 часа после завершения 2-х, 3-х  и 4-хсуточных полетов обнаружили у всех космонавтов значительное снижение поперечной жесткости четырехглавой мышцы бедра и в несколько меньшей степени - передней большеберцовой мышцы голени. Жесткость двуглавой мышцы плеча при этом не изменялась. Результаты были получены на большой группе обследуемых. Исследования характеристик сухожильного (коленного) рефлекса у членов экипажей космических полетов на кораблях "Союз" длительностью 2, 3, 4 и более суток обнаружили у всех обследуемых также отчетливое возрастание электромиографической амплитуды рефлекса. Анализ литературы 70-х годов позволил заключить, что оба феномена - экстензорная атония и сухожильная  гиперрефлексия развиваются в невесомости как прямой непосредственный ответ на снижение гравитационных нагрузок. Это заключение хорошо согласовалось с обнаруженными в те же годы фактами а) развития у человека при переходе к невесомости  флексорной установки и б) зарегистрированного в полетах по параболе Кепплера и у человека и у животных подавления ЭМГ экстензоров (“биоэлектрическое молчание”) и облегчение ЭМГ флексоров. 

В 80 – 90-е годы описанные феномены вновь стали предметом интенсивных исследований. При этом, задачу их составили: а) количественная оценка развивающихся в полетах изменений; б) временная динамика их развития в полетах и в период реадаптации; в) их роль в развитии гипогравитационных нарушений в двигательной системе. В целях повышения корректности и точности получаемых результатов существенному усовершенствованию подверглись использовавшиеся в экспериментах методы исследования. Результаты этих исследований, выполненных на 2 сутки после окончания 7-суточного полета ,выявили во всех трех головках трехглавой мышцы голени снижение поперечной жесткости на 15 - 20 %. После длительных полетов атония мышц-разгибателей голеностопного сустава в большом числе случаев достигала уровня патологии: мышечная жесткость была полностью утрачена, при поднимании ноги мышца принимала форму капли, неполностью коррегирующуюся при максимальном произвольном сокращении. Кривая восстановления тонуса имела отчетливо 2-фазный характер с относительно крутым возрастанием в течение первых трех-пяти послеполетных суток и постепенным медленным приближением к фоновому уровню в последующие 7-11 суток. 

Исследования состояния систем опорной и мышечной афферентаций после завершения космических экспедиций, определявшиеся первой - по порогам виброчувствительности основных опорных зон  стопы, второй - по характеристикам - порогу вовлечения и максимальной амплитуде электромиографического ответа кривой вовлечения сухожильного (Ахиллова) рефлекса, обнаружили, что пребывание в невесомости сопровождается существенным (до 50% и более) снижением порогов виброчувствительности опорных зон стопы, регистрировавшимся у участников как коротких,так и длительных космических экспедиций, и мышечной гиперрефлексией, проявляющейся резким снижением порогов сухожильных ответов. После 140-185-суточных полетов пороги рефлекса вместо исходных 1000 г снижались до 300 г - 200 г  и более. При этом наблюдалось расширение рецептивного поля рефлекса, в некоторых случаях регистрировалась клоническая активность. Амплитуда рефлекса и градиент ее нарастания после длительных полетов изменялись неоднозначно, существенно снижаясь у одних и столь же существенно возрастая у других, что указывало на наличие комплекса факторов, определяющих, в конечном счете, искомую характеристику.

Результаты полетных исследований

В длительных полетах на станции "Мир" российские и австрийские физиологи совместно проводили исследования электромиографических параметров коленного сухожильного рефлекса непосредственно в ходе длительных полеов. В эксперименте участвовали 9 российских космонавтов, длительность полетов у которых колебалась от 125 до 429 суток. Результаты исследований подтвердили справедливость предположения о существенном облегчении сухожильных рефлексов в условиях микрогравитации. Об этом свидетельствовал зафиксированный в невесомости факт преобразования рефлекторного ответа из одиночного в клонический, в результате чего  длительность его возрастала с 50-80 мс до 500 мс на минимальное и до 2000 мс и более на максимальное раздражения. Более чем вдвое в последнем случае возрастала и длительность первичного ответа. Амплитуда рефлекторных ответов в первые дни полета выявляла тенденцию к снижению, а затем – со второго месяца и далее драматически нарастала, достигая к 60-м полетным суткам величин  в 8мв-9мв и выше. Эти же значения максимальных амплитуд ответа регистрировались и после завершения полета.  

Одним из неотъемлемых показателей состояния систем постурального тонического контроля является физиологический тремор (ФТ), сопровождающий в условиях земной гравитации все виды деятельности, связанные с поддержанием позиции тела или его звеньев в гравитационном поле земли. Хотя генез физиологического тремора и его высокочастотной компоненты (8 -12/с) остается предметом дискуссии, тесная связь тремора с механизмами рефлексов растяжения и функцией мышечных веретен представляется очевидной. В связи с этим российские и австрийские исследователи в тех же экспериментах изучали характеристики физиологического тремора руки в покое и при выполнении задач позиционирования руки в вытянутом положении (вперед) в покое и с небольшими уровнями нагружения. У всех 10-ти участников космического эксперимента проведенные исследования выявили в невесомости практически полное исчезновение высокочастотной компоненты ФТ. "Высокочастотное" молчание возникало сразу же при переходе к микрогравитации и сохранялось на всем протяжении полета, сколь длительным бы он ни был. При этом полетные регистрации выявляли наличие регулярного тремора низкой частоты - 3-5 Гц, усиливавшегося по мере увеличения сроков полета [19, 20]. Одномоментная смена ведущих частот в работе контрольных систем при переходе к микрогравитации прямо указывала на смену ведущих механизмов (уровней) регуляции, а также более опосредованно - на наличие триггерного фактора, обеспечивающего выбор одной системы в условиях 1G, и другой в условиях 0 G. Подтверждением справедливости этого предположения служит факт немедленного возвращения высокоамплитудной компоненты ФТ при возвращении космонавтов на землю, которая в первые послеполетные дни была резко акцентированной во всех исследуемых ситуациях и движениях. 

Данные нейрофизиологических исследований позволили предположить, что 3 выявленные в невесомости феномена являются взаимосвязанными и обусловлены единым фактором, а именно, дезактивацией (или резким снижением активности) системы тонического мышечного контроля, триггером для развития которой могут являться гравирецепторные системы - отолитовая и опорная, специально ориентированные на восприятие и анализ гравитационных нагрузок и жестко встроенные в механизмы организации позных синергий.

Результаты наземных экспериментов

Проверка и развитие этой гипотезы составили исходную цель систематической серии наземных исследований, выполнявшихся с использованием двух наземных моделей гипогравитации, а именно иммерсии и АНОГ, предмет исследований в которых составили мышечный тонус и активность двигательных единиц (ДЕ) при выполнении целевых двигательных задач. 

Мышечный тонус (жесткость). Очевидно, что указанные ситуации различаются степенью опорной разгрузки. В иммерсии вес равномерно распределяется по поверхности тела, исключая возникновение опорного градиента; в АНОГ опорная нагрузка сохраняется, но существенно перераспределяется, адресуясь, в основном,  к большим, не связанным с поддержанием вертикальной стойки, зонам спины и боковых поверхностей. В дополнительной серии экспериментов использовалась ситуация комплексная, в которой испытатели днем в течение 12-ти часов находились в иммерсии, а ночью 12 часов в АНОГ. В экспериментах участвовали 15 мужчин; длительность иммерсионного и комплексного воздействий составляла 7 суток, АНОГ - 120 суток.

Результаты исследований выявили закономерное снижение показателей поперечной жесткости всех трех головок трехглавой мышцы во всех трех ситуациях опорной разгрузки, однако, динамика и глубина изменений в различных условиях существенно различались. В иммерсии снижение жесткости развивалось стремительно: уже к 6-му часу воздействия более, чем у половины испытателей оно достигало максимальных значений, составлявших 40-50% от исходного. В АНОГ снижение жесткости развивалось медленно. Максимальные величины снижения, составлявшие в среднем 30-40%, достигались, как правило, в интервале между 14 и 31 сутками. При комплексном ежедневном воздействии иммерсии и АНОГ глубина и скорость развития изменений были меньше, чем в чистой иммерсии, и больше, чем в АНОГ. Поперечная жесткость передней большеберцовой мышцы снижалась и в иммерсии, и в АНОГ существенно позже, при этом глубина снижения не превышала 10-15%.  

Двигательные единицы. Существенный вклад в понимание природы вышеуказанных феноменов внесли исследования порядка рекрутирования двигательных единиц /ДЕ/ при выполнении задачи удержания небольшого усилия (порядка 10-12% от максимального произвольного), проводившиеся в тех же экспериментах. И в иммерсии и в АНОГ обследуемые сохраняли полностью способность поддерживать заданное усилие в течение заданного времени. Анализ характеристик активности ДЕ обнаруживал при этом , однако, существенные изменения, выражавшиеся в увеличении средней длительности межимпульсных интервалов и их вариативности, связанных, в основном, с появлением в гистограмме низкочастотных ДЕ. При этом изменение угла наклона линии регрессии зависимости между стандартным отклонением и величиной МИИ свидетельствовали о том, что увеличение вариабельности МИИ опережало рост их длительности.  В целом изменения активности ДЕ указывали на то, что в условиях иммерсии задача удержания заданного малого усилия выполнялась другими ДЕ и что система контроля активности ДЕ существенно дестабилизировалась. Последнее, как известно, является постоянным спутником состояний, характеризующихся сниженным афферентным притоком. В АНОГ изменения активности ДЕ имели отчетливо двухфазный характер. В первые 30 суток, как и в иммерсии, наблюдалось возрастание средней длительности ДЕ и еще большее увеличение их вариативности, что было связано с появлением в гистограмме МИИ большого процента чрезвычайно коротких (70-90 мс) и, напротив, чрезмерно длинных (250-350 мс) интервалов. В целом, изменения характеристик активности ДЕ в первый месяц АНОГ, как  и в иммерсии,отражали, в основном, изменения порядка рекрутирования ДЕ и дестабилизацию активности пула. В дальнейшем, с нарастанием деструктивных процессов в мышцах и нейромышечных синапсах в активности ДЕ регистрировались изменения, отражавшие нарушения в работе мышечной периферии – снижение контрактильных возможностей мышечных волокон атрофической природы ( отсюда – высокий процент дуплетов) и нарушения нервно-мышечной передачи ( в результате – чрезмерно длительные МИИ).

Спинальные рефлекторные механизмы. Исследования характеристик рефлекторных реакций в иммерсии и АНОГ, подтвердили справедливость представлений о состоянии гиперреактивности, спинальных рефлекторных систем в условиях гипогравитации. В обеих ситуациях в первые же дни воздействия пороги сухожильного (Ахиллова и коленного) рефлексов, а также пороги Н-рефлекса закономерно снижались. Изменения амплитуды ответов в различных экспериментальных ситуациях были неоднозначны. В иммерсии амплитуда Н-рефлекса в первые сутки возрастала, однако это возрастание было нестойким и на третьи сутки воздействия величина ответа не отличалась от фоновой. В АНОГ при относительно небольших изменениях порогов лидирующими были изменения амплитуд ответов, в течение первых 5-14 дней воздействия возраставшие в 4 и более раз (несколько меньше в системе Н-ответа), и близкие последнему изменения амплитуды прямого мышечного ответа. Начиная с 5-х суток, величины ответа, оставаясь высокими, выявляли тенденцию к снижению, и к 60-90-м суткам амплитуда возвращалась к исходным значениям. Аналогичной было динамика изменений амплитуд прямого мышечного ответа. Близость картины изменений параметров рефлекторных реакций таковым прямого мышечного ответа указывала на их связь с процессами, развивающимися в мышечных волокнах. Это предположение было подтверждено в экспериментах с 360-суточной АНОГ, в которой в одной из 2-х групп обследуемые в течение первых 120-ти суток не использовали профилактических средств, а в другой - в течение всех 12-ти месяцев использовали физические тренировки. При этом, у испытателей, в течении 4-х первых месяцев не применявших средств профилактики, порог сухожильного рефлекса к концу этого периода был выше исходного, а амплитуда - ниже таковой. С началом физических тренировок порог рефлекса в группе падал достигнув  тех же величин в 100 г, что и в группе А, а амплитуда его также неуклонно возрастала, достигнув к 360-м суткам столь же необычно высоких значений, что и в группе А.  

В целом, данные проведенных исследований позволили заключить, что в условиях невесомости устранение опоры является пусковым стимулом для снижения (выключения?) активности тонической системы с последующим вторичным развитием ряда физиологических и структурных эффектов, составляющих в целом  картину гипогравитационного  синдрома.

MICROGRAVITY EFFECTS ON SENSORY-MOTOR FUNCTIONS 

Introduction

Changes of sensory-motor functions appear to be the most constant consequences of space flights/SF/ even those of a short duration. Deeply disturbing  the activity of main proprioceptive systems (in the first place vestibular and "support" ones), weightlessness creates conditions and requirements for broad transformations in  motor control systems  such as  a reorientation of movement control systems (CS) to another signal systems more reliable under new conditions (like vision); changes of tactics and coordination structures of movements; a modification of the character of motor synergies. Being in essence adaptive, these changes give rise to a secondary development of a number of unfavorable symptoms, that, taken together, form the pictures of syndromes of “space motion sickness”, “hypogravitational ataxia”, “muscular deconditioning”, etc.,  that disturb motor abilities and working capacities of cosmonauts in SF and especially obvious after accomplishment of long-term SFs. 

Since the very start of the space flights age Russian scientists provided intensive studies of basic mechanisms of intersensory interaction and activity of motor control systems under conditions of altered gravity. With the development of long-term space flights, these studies were provided within goal-oriented complex programs that included inflight research and simulations experiments on humans, pre- and postflight examination of crew members, inflight and ground based experiments on primates. 

The main tasks of those studies were: i/ To describe quantitatively specific features of execution in microgravity of movements, differed by their organization, modalities of feedback signals, controlled parameters, muscle groups performing the task etc; ii/To describe quantitatively under the same conditions characteristics of activities of physiological systems and mechanisms, participating in organization and realization of movements, namely, proprioceptive systems, skeletal muscles; basic reflex mechanisms; and  iii/To reveal factors and mechanisms responsible for development in microgravity motor disturbances in order to

determine possible ways of their prevention on one hand and  to define the role of gravity factor in the activity of different motor mechanisms - on the other .

The ground base part of this program was provided mainly by specialists of IMBP in collaboration with representatives of academic institutes and universities. Flight experiments were carried out as a rule on the basis of wide international cooperation. Specialists of 10 countries took part in  experiments provided on board of “Mir” Station. composing  the important, integral part of the Russian National Space Program. 

Results of studies of execution of movements of different organization in microgravity.

The wide program of studies of kinematic, temporal and accuracy characteristics of voluntary movements that differed by their organization- programmed and tracking, muscle groups performing the task- eyes. head, hand, modalities of triggering or feedback signals -vision, audition, proprioception as well as controlled parameters- position, direction, effort -was provided in long term space flights within Russian-Austrian experimental project “Monimir” (9 crew members) and Russian-Bulgarian joint experiment “Shipka” (4 cosmonauts). Results of these studies being complemented by data obtained in similar experiments provided in 7-14 days flights of biosatellites "BION" on 12 monkeys Macaca mulatta as well as data of numerous ground based simulation studies (immersion, bed rest, weigt suspention) showed, that ataxia was a regular consequence of gravitation unloading. Considerable disturbances of the precision control of all the preset parameters were observed in all the experiments. Thus, the amplitudes of error and variability of execution of a simple motor task (to maintain a preset level of effort) increased greatly under conditions of “dry immersion”. The same phenomena were observed when the subjects were asked either to maintain a level of electromyographic activity of calf muscles corresponding to that effort, or to execute “isotonic” movements in the ankle joint [4]. 

An abrupt decline in precision control was even more pronounced when the test of gradation of muscular efforts was performed in which subjects made a series of gradually increasing (or decreasing) muscular efforts from the minimal (absolute threshold of the scale) to the maximal one, trying to keep the difference between the consecutive at minimum (differential threshold). In weightlessness as well as in the immersion the number of grades decreased  and the absolute and the differential thresholds increased greatly. After long-term SFs these shifts persisted for 3-5 and more days. Involvement of visual feedback improved the performance precision, but there appeared pronounced changes of the preset movements structure, that were characteristic to ataxia: instead of a fast and smooth approaching to the target, they acquired the character of slow, intermittent movements, approximating the distance to it. 

Even more pronounced changes were caused by real and/or simulated weightlessness in characteristics of complex coordinations, such as:  gaze fixation reaction , corrective postural reactions, etc. The effects of weightlessness on the mechanisms of postural control and locomotions were studied on the ground within the programs of pre-and postflight observations of cosmonauts and in simulation studies with dry immersion and head down bed rest of various duration. Only in the experiment “Posture” performed jointly by the Russian-French team the postural control mechanisms were studied on board of the space station. The goal of the research was to reveal the main factors responsible for the disturbances' development (alterations in sensory systems functions and connected to them shifts in the body scheme, changes in the state of basic reflex mechanisms, muscular alterations), as well as to examine the role of gravity in regulation of vertical posture and locomotions. The results of studies revealed a multifunctional nature of the disturbances of the above mentioned functions in weightlessness, and allowed to conclude, that the mechanisms of those disturbances were different at different stages of exposure to microgravity. 

Muscular tone /stiffness/; spinal reflex mechanisms

A. Data of postflight examination. Mechanisms of abrupt decline in strength-velocity abilities of skeletal muscles during transition into weightlessness and their fast recovery after landing for a long time were not clear. Some data, that helped to understand them, were received by L.I.Kakurin et al., suggesting  a secondary neuroreflex  nature of this phenomenon and studied therefore in parallel  some other characteristics of neuromuscular apparatus, in particular muscular tone /stiffness/,that determined a rigidity of muscular skeleton, and reflex excitability of muscles. In the first experiments (done in 24 hours after 2, 3 and 4 days long SFs) there was revealed in all cosmonauts a considerable decrease of transverse stiffness of quadriceps femoris, and a smaller decrease of this index in tibialis anterior muscle. At the same time stiffness of biceps femoris did not change. The results were confirmed later based  on the data obtained on the large group of subjects.

Studies of tendon reflex characteristics in crew members of the space ships “Soyuz” SFs of 2,3,4 and more days duration revealed a clear growth of reflex' electromyographic amplitude. The data of literature of 70s allowed to conclude, that both phenomena - atony of extensor muscles and  tendon hyperreflexia developed in weightlessness as a direct response to the decrease of gravitational loads. This conclusion was confirmed as  well by the other facts revealed at the same time period ,namely: development in humans during transition into microgravity flexor posture; and inhibition of EMG activities of extensors (“bioelectrical silence”) along with enhancement of EMG activities of flexors both in man and in animals recorded in Keppler parabola flights during  microgravity phase.

In 80-90th these phenomena became again an object of intensive studies.  The main objectives of the research at this time were: i/  evaluation of changes that developed in SFs of different duration; ii /description of their time dynamics during and after SF; iii/ defining their role in  development of hypogravitational disturbances in the motor system. In order to increase the reliability  and accuracy of the results, methods of studies were considerably improved. Studies performed on the 2nd day after 7 days  SF, revealed in all 3 heads of shin muscle a decrease of lateral stiffness for 15%-20%. After long-term SFs the atony of muscles-extensors of the ankle joint reached a pathological level: muscular stiffness was completely lost, when the leg was raised, the muscle took a shape of a drop, that could not be corrected in full even by the maximal voluntary contraction. A curve of a recovery of muscular stiffness had 2 distinct phases: an abrupt rise in the first 3-5 days and a gradual slow increase up to the preflight value during the following 7-11 days. 

Studies of the support and muscular afferentation systems state after flights based on evaluation of vibratory sensitivity of the main support zones of the foot (for the 1st system), and of  characteristics /threshold and maximal amplitude/ of the electromyographic response of the recruitment curve of the tendon (Achilles tendon) reflex (for the 2nd system). It was found out, that exposure to  weightlessness (both short and long-term) was followed in all cosmonauts by a considerable decrease (by 50% and more) of the thresholds of vibratory sensitivity of the main support zones of the foot and a muscular hyperreflexia, manifested by an abrupt decrease of the thresholds of tendon responses. After 140-185 days SFs the reflex thresholds decreased in 4 participants up to 500g ,300g ,200g and more in comparison with 1000g registered before the flight. Besides that, a receptive area of the reflex widened, and sometimes clonic activity was observed. Changes of the amplitude of the reflex and a gradient of its growth after long-term SF differed in different subjects,  decreasing to a great extent in one group and increasing in the other, and thus   pointing out  to an existence of a complex of factors, that determined this parameter.

B. Results of inflight studies. At the end of 80th - beginning of 90th Russian and Austrian physiologists carried out on the OS “Mir” a joint studies of electromyographic parameters of knee tendon reflex during long-term SFs. 9 Russian cosmonauts participated in these experiment with flight duration varying from 125 to 429 days. Results of the experiment supported the suggestion about the enhancement of the tendon reflex sensitivity in microgravity. In weightlessness the reflex response acquired a clonic character, therefore its duration increased from 50-80 ms up to 500 ms- 2000 ms and more. In the last case a duration of the initial response increased also twice as much. In the first days of flight the amplitude of the response had a tendency to decline ,but starting the 2nd month it grew drastically ,reaching on the 60th day of the flight the value 8-9 mv and more. The same values of maximal amplitudes were recorded also after landing [9].

One of the main characteristics of the systems of tonic postural control is a physiological tremor (PT). It is an integral component of any activity under conditions of Earth gravity, that require maintenance in the  gravitational field of a position of  body or its parts. Although a genesis of the physiological tremor and its high-frequency component (8-12 Hz) is an object of further discussions, its close connection with the mechanisms of stretch reflex and of musle spindles functions seem to be obvious. So, Russian and Austrian scientists examined characteristics of physiological tremor of the arm at rest and during execution of a task of maintaining an extended forward position of the arm with and without small loads. Nearly complete disappearance of the high-frequency component of PT (8-12 Hz)was revealed  in weightlessness in all  subjects (10 cosmonauts). A “high-frequency” silence developed just after transition into microgravity and was preserved during the whole flight, no matter how long it was. At the same time there was registered a regular “low-frequency” tremor (3-5 Hz), intensified as the flight duration grew.

A momentary change of the leading frequency in the activity of control systems during transition into microgravity pointed out directly to an alternation of the main controlling mechanisms (levels), that in its turn indicated indirectly an existence of a trigger factor, that provided a selection of different systems under conditions of 1G and 0G. This suggestion finds a strong support in the fact of an immediate reappearance after landing of the high-frequency component of PT that was clearly accentuated in the early postflight period in all movements under study. 

Data of neurophysiological research allow to suggest that 3 phenomena registered in weightlessness, are interdependent and conditioned by a single factor, namely- by the desactivation (or an abrupt decrease of the activity) of the system of tonic muscular control.   triggered by alterations in activities of gravireceptor systems - otolith and support /weight bearing /ones, that are specially oriented to perception and analysis of gravitational loads and wired firmly in mechanisms of postural synergies organization .

C. Results of on ground simulation studies. Verification and development of this hypothesis were an initial objective of a systematic series of ground based experiments, carried out in 80s with the use of two ground based models of hypogravity, namely, Dry Immersion /DI/  and Head down Bed Rest/BR/. The muscle tone /transverse muscle stiffness/, motor units (MU) activity during execution of motor tasks, and spinal reflex mechanisms were  thoroughfully analysed. 

Muscle tone /stiffness/. It is obvious, that the degree of support unloading under those experimental conditions is different. In DI the body weight is distributed evenly all over the body surface thus excluding an appearance of the support gradient. In BR the support load is preserved, though  being lagerly redistributed and addressing mainly towards large zones of the back and sides that are usually not involved in vertical posture control. In an additional series of experiments a complex effect of both immersion and bed rest was studied: 12 hours in day time the subjects stayed in DI, and 12 hours at night - in BR.15 males participated as test subjects in these experiments; the overall duration of pure DI and  DI + BR was 7 days, and pure BR- 120 days.

The results of experiments revealed under all 3 experimental conditions a constant decrease of the transverse stiffness of all three heads of shin muscle however the depth of changes as well as the  dynamics of their development differed considerably. In DI the changes developed swiftly: in 6 hours of exposure it reached in more than 50% of the subjects their maximum, i.e. 40-50%  of the initial value. During BR the decrease of stiffness developed slowly: maximal decline of it, averaged  about 30-40% of initial value was  reached as a rule between 14th and 31st day. The degree and the velocity of the development of changes under  conditions of complex exposure to DI+ BR  were lower than in pure DI , but greater, than in pure BR. The decrease of the  transverse stiffness in tibialis anterior muscle both under DI and BR conditions developed  much later, and its value did not exceed .

Motor units. The results of studies of the order of motor units recruitment during execution of the maintenance  of a small effort (about 10-12% of the maximal voluntary one),that were provided in the same series of experiments contributed greatly to  understanding of the nature of the phenomena described above phenomena. It was shown that all  subjects are capable to accomplish the task of maintaining a preset effort both in DI and BR . However, considerable shifts were observed in characteristics of MUs activity, manifested by an increase of an average duration of ISI and their variability, that was caused primarily by an appearance in the histogram of low-frequency MUs. Changes of the angle of inclination of the line of regression of dependence between standard deviation and the value of ISIs indicated, that the increase of variability of intervals anticipated the growth of their duration. In general, the shifts in MU activity characteristics pointed out to the fact, that the task of maintenance of a small preset effort in DI  was accomplished by the other MU, and that the MU activity control in this case was considerably destabilized. It is well known that  this phenomenon is a constant companion of states, that are characterized by a lowered afferent inflow. Changes of MU activity in BR developed clearly in  a clear 2-phase. A growth of the mean duration of ISI and even  greater increase of their variability was observed in the first 30 days of exposure; the latter  was caused by an appearance in the histogram of a great number of extremely short (70-90 ms) and on the opposite of extremely long  (250-350 ms) ISIs.. In general, shifts in the MUs activity in the first month of BR the same as in DI reflected primarily  changes in the order of MUs recruitment and a destabilization of the motoneurones' pool activity. Later on, as destructive processes in muscles and neuromuscular synapses developed, changes in the MUs activities reflected more and more  disturbances in muscular periphery, caused by atrophic processes, namely, decrease of contractile abilities of muscle fibers (a reason for a high percentage of dupletts in records)  and disturbances of neuromuscular transmission (a reason for extra long ISIs).

Spinal reflex mechanisms. Studies of characteristics of spinal reflexes in DI and BR corroborated the above mentioned hypothesis of spinal reflex hyperactivity under conditions of hypogravity. Under both  conditions in the very first days of exposures the thresholds of tendon reflexes (Achilles and knee ) as well as H-reflex regularly decreased, though changes of the reflex amplitudes were not uniform. An increase of the amplitude of H-reflex  was recorded on the first day in DI, but it was not stable, and on the 3rd day of exposure this index. was not different from the initial value. In the BR great alterations of the amplitudes of responses on the opposite were developed along with rather modest changes of their threshold During first 5-14 days the amplitudes of tendon reflexes increased 4 times and more (in the system of H-response the increase was not as prominent);. Close to them  were changes of the amplitude of the direct muscle (M) response. Since the 5th day of BR the amplitude of reflexes showed a tendency to decline (though the values still remained high), and to the 60th-90th day of exposure the amplitude could  reach the initial level. The dynamics of the amplitude alterations in the direct muscular response was analogous. Close similarity of the dynamic of changes in the parameters of reflex reactions to that of direct muscular response pointed out to their connection with the processes developing in muscular fibers. 

This supposition was strongly supported by the results of the year BR, in which all the subjects were divided according to countermeasures protocol into 2 groups. Members  of  the  1st group used various physical exercises from the very first day of exposure to BR, at the same time the members of the other group during first 4 month didn't use them at all.In the first group (where countermeasures were used  regularly) the dynamic of the reflex parameters changes was close to anticipated, namely, the threshold of the response gradually decreased and its amplitude increased. In the second group at the end of the 4th month the threshold of the tendon  reflex  exceeded  the  initial value  and  the  amplitude of  it was slightly decreased. With the start of physical training the threshold of reflex in this group fell down and reached the same small values of 100 g, as in the group A. At the same time its amplitude increased and reached to the 360th day the same unusually high values, as in the group A.

In general, the results of these research laid a base for the development a concept about the leading role of weight bearing (support) afferentation in organization of postural synergies according to which elimination of a support (support unloading)in weightlessness plays a triggering role for the decrease (switching off) of the activity of tonic motor system with the following secondary development of many physiological and structural effects.
2.1.3. ФИЗИЧЕСКИЕ И РАДИОБИОЛОГИЧЕСКИЕ ОСНОВЫ ДЛЯ СОВЕРШЕНСТВОВАНИЯ НОРМ РАДИАЦИОННОЙ БЕЗОПАСНОСТИ КОСМИЧЕСКИХ ПОЛЕТОВ.
Развертывание и функционирование международной космической станции (МКС), ужесточение требований к обеспечению радиационной безопасности персонала, работающего в условиях повышенного радиационного фона, и перспективы межпланетных полетов привели к необходимости расширения и уточнения  знаний в области радиационной безопасности космических полетов. В этом направлении был выполнен цикл исследований, направленных на совершенствование методов и средств обеспечения радиационной безопасности человека в космическом пространстве. Ниже кратко излагается ряд наиболее существенных результатов этих исследований.

На основе ежесуточного мониторинга радиационной обстановки на станции «Мир» сформирована база данных, включающая баллистические характеристики орбиты, среднесуточную мощность поглощенной дозы, значения геомагнитных и космофизических индексов. Впервые в мировой практике получены данные ежедневного контроля радиационной обстановки, охватывающие период длительностью свыше 12 лет. На основе анализа данных, систематизированных в этой базе, обнаружены квазипериодические вариации мощности поглощенной дозы от протонов радиационного пояса Земли с периодами около одного и двух лет. С учетом обнаруженных вариаций и цикличности солнечной активности разработана динамическая модель радиационных характеристик протонов радиационного пояса Земли. Использование этой модели для расчетной оценки поглощенной дозы на станции «Мир» позволило оценить ее точность. Сопоставление результатов вычислений с соответствующими данными измерений показало, что расхождение рассчитанных и измеренных значений не превышает 30 %. Такая точность вполне достаточна для оценок радиационной опасности в процессе полета орбитальной станции, выполняемых на основе контроля и прогноза уровней облучения космонавтов в процессе профессиональной деятельности, включая периоды выполнения космических полетов.

Подчеркнем, что особенности профессионального облучения космонавтов определяется двумя факторами:

- характер облучения во время полета;

· дискретность выполнения полетов в процессе профессиональной деятельности.


В соответствии с этими особенностями можно сформировать две категории их профессионального радиационного риска (РР):

- полетный радиационный риск, определяемый вероятностью гибели космонавта, как в полете, так и после его завершения; 

- профессиональный риск, обусловленный отдаленными последствиями облучения.

Как следует из определения, полетный РР состоит из двух компонентов: 

- риска, обусловленного проявлениями последствий облучения до конца полета;

- риска, обусловленного отдаленными последствиями облучения (пожизненный риск).

Полетный РР связан с ближайшими последствиями облучения солнечными космическими лучами (СКЛ), генерируемыми стохастическим источником космической радиации - солнечными протонными событиями (СПС). Поэтому возникает вероятностный компонент полетного риска, действие которого завершается в момент прекращения полета. Можно заключить, что этот компонент полетного риска следует использовать для управления радиационной безопасностью в процессе текущего полета. После его завершения вероятность возникновения СПС обращается в нуль, а суммарная дозы за завершившийся полет, включая дозу от произошедших СПС, дает вклад в профессиональный РР.

Профессиональный РР учитывает вероятность проявления вреда в течение всей жизни человека, вызванного воздействием радиационного фактора. В нормативах для наземных применений, в основу оценки риска положены количественные данные по вероятности развития радиационно-индуцированного рака, обусловленного профессиональным облучением в процессе работы человека на атомных предприятиях и облучением при радиационных авариях. Аналог полетному риску в наземных нормативах отсутствует.

Таким образом, в космическом полете имеет место дуализм радиационного риска - полетный риск и профессиональный риск. В связи с этим возникает вопрос: Как эту величину использовать для управления радиационной безопасностью? В настоящее время для этих целей в качестве характеристики опасности в полете принимают пожизненную вероятность смерти от отдаленных последствий при условии исключения с заданной надежностью гибели космонавта в период полета. Это достигается учетом специфики радиобиологических эффектов, формирующих радиационный риск, и соответствующей структурой нормативов. Основной эффект, определяющий вероятность гибели космонавта в процессе полета, - лучевая болезнь, вызванная поражением кроветворных органов. Дозиметрический функционал, используемый для  получения количественных оценок этого компонента радиационного риска, должен отражать распределенность костного мозга по скелету и его репарационные способности к восстановлению после облучения. В качестве такого функционала определена обобщенная доза [3], которая, по сути, есть аналог рекомендованной МКРЗ эффективной дозы для оценки риска стохастических эффектов. На основе обобщенной дозы разработана модель радиационной гибели космонавта к концу полета. Расчеты для орбитальных станций показали, что в рамках костномозговой формы радиационного поражения вероятность гибели (полетный радиационный риск) чрезвычайно мала и значение ее даже в годовом орбитальном полете за минимальной толщиной защиты не превысит 10-3. Приведенные оценки свидетельствуют, что для ограничения риска, обусловленного проявлением ближайших последствий, следует выбирать не вероятность гибели а снижение работоспособности, вызванное облучением. Для оценки обусловленного отдаленными эффектами профессионального радиационного риска, могут быть использованы линейные модели, основанные, например, на фиксированном значении коэффициента риска или более совершенная модель обобщенной дозы. Рассмотрим оценку опасности на основе обобщенной дозы, учитывающей различную биологическую эффективность космических излучений, различный характер распределения дозы во времени и по глубине тела космонавтов и, при необходимости, учет комбинированного действия радиации и других факторов космического полета. Для этих целей была разработана модель радиационной скорости смертности млекопитающих, определяющая характер изменения зависимости коэффициентов смертности от возраста животных после острого и хронического облучения. На основе этой модели и уточненных уровней облучения космонавтов во время орбитальных космических полетов рассчитаны значения суммарного радиационного риска в течение их жизни от всех причин, включая радиационный риск развития опухолей, и оценены наиболее вероятные значения сокращения продолжительности предстоящей жизни после завершения полетов . В отличие от прежних подходов, при которых нормирование предельных уровней облучения космонавтов исходило из требования ограничения радиационного риска смертности во время полета и сохранения работоспособности космонавтов непосредственно после острых радиационных воздействий при СПС, настоящая концепция обеспечения безопасности длительных космических строится на новой основе. Главным требованием выступает ограничение суммарного радиационного риска в течение всей жизни космонавтов, который не должен превышать 10 %, который определяется дополнительной радиационно обусловленной заболеваемостью и смертностью от всех причин, а не только канцерогенезом. Например, патологические изменения в коре головного мозга и в хрусталике, вызванные облучением, усиливаются в отдаленном периоде. Результаты выполненных экспериментальных исследований, показали, что при действии на нейроны коры головного мозга ускоренных ионов в сравнительно малых дозах коэффициенты относительной биологической эффективности (ОБЭ) могут достигать 100. Столь же большие значения коэффициентов ОБЭ обнаружены и при воздействии высокоэнергетичных ионов на хрусталик глаза при оценке вероятности развития катаракт у животных. Анализ данных 45-летнего медицинского наблюдения облученных в 50-е годы большими дозами профессиональных работников атомных предприятий выявил существенное увеличение частоты вегето-сосудистой дистонии, астенического синдрома и существенное снижение работоспособности. В дополнение к этим данным имеет место также увеличение частоты заболеваний центральной нервной и сердечно-сосудистой систем, отмечаются серьезные нарушения кровообращения, приводящие к развитию церебрального атеросклероза и к увеличению частоты инсультов. Изложенные последствия облучения, отчетливо выявляющиеся при дозах, превышающих 1,50 Зв, послужили основанием для рекомендации по снижению доз на кроветворные органы за всю карьеру космонавтов в 4 раза по сравнению с прежним нормативом и ограничить значением 1,0 Зв. Учитывая большую опасность воздействия космических излучений на хрусталик и высокие значения коэффициентов ОБЭ в отношении развития катаракты, предельное значение дозы на хрусталик за карьеру рекомендовано ограничить дозой 2,0 Зв а предельное значение дозы на кожу космонавтов в течение всего периода профессиональной деятельности ограничить значением 6,0 Зв. При этом основным критерием являлось требование отсутствия значимого снижения работоспособности в процессе полета и в отдаленном периоде до конца жизни. 

PHYSICAL AND RADIOBIOLOGICAL BASIS FOR IMPROVING SPACE FLIGHT
 RADIATION SAFETY STANDARDS

Development and functioning of International Space Station, tightening of radiation safety requirements for radiation workers and plans of interplanetary flights have resulted in the necessity of enlargement and adjustment of the knowledge in the space flights radiation safety field. A number of investigations directed at improving the methods and means of man radiation safety in space was carried out. Some of considerable results of these investigations are presented below.

On the basis of daily radiation monitoring on board the “Mir” station the database including ballistic parameters of the orbit, daily absorbed dose rate, geomagnetic and space - physics indexes was developed. First in the world practice the data of daily radiation monitoring covering the period with duration of more than twelve years was obtained. On the basis of the data from this database the quasiperiodic variations of the proton absorbed dose with the periods of one and two years were found. With taking into account these variations and the solar activity cycle the dynamics model of parameters of Earth radiation belts’ protons was developed. Usage of this model for calculating the absorbed dose on board the “Mir” station permits to estimate its accuracy. The comparison of calculation results with the adequate measured data has demonstrated that difference between the both values doesn’t exceed 30 %. Such accuracy is quite enough for estimating radiation safety calculations during the orbital station flight. These estimations are fulfilled on the basis of radiation monitoring and forecasting exposure to cosmonauts during their professional activity, including the periods of space flights.

Specificity of cosmonauts’ professional exposure is determined by the two factors:

- character of exposure during the flight;

- increment of the flight fulfillment during the professional activity.

In accordance with this specificity it is possible to from two categories of professional radiation risk (RR):

-flight RR, determined by the probability of a cosmonauts death both during the flight and after its completion;

-professional risk caused by delayed consequences of the exposure.

As appeared from the definition, the flight RR consists of two components:

-risk connected with appearance of exposure consequences during the flight;

-risk connected with delayed consequences of the exposure (life-time risk).

The flight risk is connected with acute consequences of exposure by the stochastic source of space radiation-Solar Proton Events (SPE). That’s why appears the stochastic component of the flight risk, the action of which comes to an end at the moment of the flight completion. It is possible to conclude that this component of flight risk should be used for managing the radiation safety during the flight. After its completion the action of SPE stops and the probable exposure turns into the deterministic one - doses for the completed flight give a contribution into the professional RR.

Professional RR takes into account the probability of harm development during the life-time of a man caused by the radiation factor impact. Taking into account mainly the ground applications for estimating risk, quantitative parameters of the probability of radio-induced cancer development, caused both by the professional exposure in the process of a man’s work at nuclear enterprises and exposure during radiation accidents are assumed as a bases. 

Thus, dualism of RR - flight risk and professional risk - takes place in the space flights. In connection with this the following question arises: How can this value used for controlling the radiation safety? 

At present for these purposes life-time death probability from delayed effects excluding the cosmonaut’s death during the flight, is assumed as an in-flight modern characteristic of radiation hazard. It is achieved by taking into account radiobiological components of RR and adequate structure of radiation standards. The main effect determining the cosmonauts in-flight death probability is radiation disease caused by the BFO damage. Dosimetric functional used for quantitative estimations of this RR component should reflect the distribution of red-bone marrow in the skeleton and its repairing capability after the exposure. A generalized dose is used as such a functional [3]. As a matter of fact, it has an analogy with the effective dose recommended by ICRP for estimating risk of stochastic effects [4]. On the basis of the generalized dose, the model of the cosmonaut’s radiation death before the flight completion has been developed. Calculations for orbital stations showed that death probability caused by the BFO radiation disease (flight RR) is miserable. Its value even for the annual flight and behind the minimum thickness of shielding doesn’t exceed 10-3. The given estimations demonstrate that for the flight RR restriction one should choose work capacity decreasing caused by exposure, but not the death probability. 

For estimating professional risk (based on the delayed effects) linear models using the fixed risk coefficient, for example, can be used. A more perfect generalized dose model can be used. Let’s analyze the hazard estimation on the bases of the generalized dose that takes into account: different biological efficiency of cosmic rays, temporal and special dose distribution in a cosmonaut’s body and the account of the combined action of radiation and other factors of space flight, if it is necessary. It determine the relationship between the death rate coefficient  and mammals’ age after the acute and chronic exposure. On the basis of this model  and  more precise doses of exposure to cosmonauts during the orbital space flight, the values of total RR during their life including  RR of tumors appearance were calculated. In contrast to previous approaches according to which cosmonauts’ radiation standards was based on restricting radiation death during the flight and preserving the cosmonauts’ work capacity after the SPE acute exposure, the modern radiation safety conception is developed on new basis. The mean requirement consists of the restriction of the total radiation risk during the cosmonaut’s life by 10 %. This total RR includes additional diseases,  provoked by exposure and death owing to all the reasons but not only to cancer. For example, pathological changes in the CNS and the crystalline lens, induced by the exposure increase in the delayed period. Experimental investigations have demonstrated that for the brain exposure by the accelerated ions with relatively small doses the RBE coefficients can reach the value of 100. Similar high values of RBE coefficient were found while investigating animals’ cataracts after the exposure to the crystalline lens by high energy ions. The analysis  of data of the 45 – year medical observation of nuclear enterprises workers showed the substantial increase of number of cases of  vegetative and  vascular  dystonia,  asthenic syndrome and considerable work capacity decreasing.  In additional to these effects the increase of CNS diseases, the development of cerebral atherosclerosis and brain insults. 

The mentioned above exposure consequences fixed distinctly at doses exceeding 1.5 Sv where the basis for recommendation on decreasing the cosmonaut’s carrier BFO doses by 4 times as compared to the previous standards. The recommended new limit is equal to 1.0 Sv. Taking into account high level of the RBE coefficient for cataracts induced by cosmic rays  exposure, the carrier dose limit for eyes was recommended as 2 Sv, and skin limit was equal to 6 Sv. The main requirement for establishing these limits was the absence of considerable decrease of cosmonaut’s work capacity during the flight and in the delayed period of time.

2.1.4.  ЦИТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ НАРУШЕНИЯ В ЛИМФОЦИТАХ КРОВИ ЧЛЕНОВ ЭКИПАЖЕЙ ОРБИТАЛЬНОЙ СТАНЦИИ "МИР"

Увеличение длительности и дальности космических полетов (КП) приводит к возрастанию радиационной нагрузки на организм космонавтов. Как показали дозиметрические измерения, эквивалентные дозы облучения космонавтов при КП длительностью 1 год могут достигать 100-300 мЗв. Поэтому одной из актуальных проблем космической биологии и медицины является оценка опасности радиационных воздействий в относительно невысоких дозах для человека, в частности, индуцированных космическими лучами изменений в генетическом аппарате клеток. Для ее решения был выполнен цикл исследований цитогенетических нарушений в лимфоцитах периферической крови космонавтов, принимавших участие в полетах на станции «МИР», основанный на анализе частоты нестабильных аберраций хромосом.

В рамках выполнения программы было проанализировано 44607 метафаз лимфоцитов из образцов крови 21 космонавта, большинство из которых совершали неоднократные полеты. Обнаружено 777 клеток, содержащих 816 различных аберраций хромосом, в том числе 123 клетки со 126 дицентриками, 311 ацентрических фрагмента, 31 атипичных моноцентриков и 344 хроматидных аберраций. Спонтанный уровень аберраций был исследован у 17 космонавтов.

Чтобы выяснить возвращается ли уровень аберраций хромосом у космонавтов через некоторое время после КП до исходного, была выделена группа случаев "до полета без спонтанного уровня", то есть из всех дополетных данных исключались случаи спонтанного уровня. Таким образом, была сформирована группа космонавтов, у которых проведен анализ аберраций хромосом спустя 1-1,5 года после КП. В среднем частота дицентриков и центрических колец у космонавтов через 1-1,5 года после полета снижается до 0,17(0,04%, практически достигая уровня спонтанной частоты (0,15(0,03%). Частоты других видов хромосомных аберраций также практически не отличаются от контроля. Объединенные вышеуказанные группы составили группу "до полета", которая охватывает все дополетные данные, включая не только спонтанную частоту хромосомных аберраций до 1-го полета, но и до каждого последующего полета. Выборку этой группы составляют 24549 проанализированных метафаз, из них 386 клеток (1,57(0,08%) содержали 407 (1,66(0,08%) аберраций хромосом, 39 (0,16(0,03%) клеток, в которых обнаружено 40 (0,16(0,03%) дицентрических аберраций, а также всего 160 (0,65(0,05%) ацентрических фрагментов, 8 (0,03(0,01%) атипичных моноцентрика и 192 (0,78(0,06%) аберраций хроматидного типа.

Проведенный анализ показал, что у космонавтов дополетный уровень клеток с дицентриками и центрическими кольцами, являющимися маркерами радиационного воздействия, превышает спонтанный уровень этого показателя для людей, профессионально не контактирующих с источниками ионизирующих излучений. По данным Горбуновой И.Н., Иванова К.Ю., Нагибы В.Н. и др. [2001] на основании анализа выборки из 118 человек – жителей Московской области (проанализировано 48124 метафазных клеток) обнаружено, что частота клеток с дицентриками у жителей Московского региона составляет 0,02 дицентрика на 100 клеток. Это достоверно отличается от соответствующего показателя у космонавтов до полета (критерий Стьюдента t=2,9; р=0,005). Спонтанная частота ацентриков у космонавтов также превышает контрольный уровень этого типа аберраций для жителей Московского региона. Причины такой высокой спонтанной частоты дицентриков и ацентриков у космонавтов не ясны. Можно предположить, что это вызвано более частыми рентгенодиагностическими процедурами в период предполетной подготовки, но этот вопрос требует специального изучения. 

Анализ результатов исследования лимфоцитов крови космонавтов после первого КП для группы из 17 космонавтов, у которых проанализировано всего 12332 метафаз, выявил 237 (1,92(0,12%) аберрантных клеток, из которых 56 (0,45(0,06%) клеток с дицентриками, 84 (0,68(0,07%) ацентрических фрагмента и 84 (0,68(0,07%) - повреждения хроматидного типа. Наряду с этими данными, были проанализированы также результаты цитогенетического обследования космонавтов после 2-го, 3-го и 4-го КП, а также средние значения частот хромосомных аберраций разных типов в контроле (до и после полетов). 

Результаты этого анализа показали, что после КП общая частота хромосомных нарушений в лимфоцитах периферической крови космонавтов достоверно возрастает за счет дицентриков и кольцевых аберраций хромосом. В частности, частота клеток с дицентриками и центрическими кольцами увеличивается до 0,41(0,04%, превышая дополетный уровень (0,16(0,03%) примерно в 3 раза. В тоже время уровень ацентриков и хроматидных аберраций по сравнению с исходным практически не изменяется, составляя 0,65(0,05% и 0,78(0,06% до полетов и 0,73(0,06% и 0,80(0,06% после полетов, соответственно. В целом прослеживается тенденция к волнообразному изменению указанных параметров, то есть происходит увеличение частоты аберраций после первого полета по отношению к спонтанному уровню, затем через 1-1,5 года ее уменьшение, за которым вновь следует увеличение количества хромосомных аберраций после каждого очередного полета и т.д. Это связано с тем, что аберрации хромосом, индуцированные ионизирующим излучением космического пространства, накапливаются за время полета, а после него клетки, содержащие хромосомные аберрации, естественным образом элиминируют из циркулирующей крови.

Спонтанный уровень аберраций хромосомного типа у космонавтов превышает этот показатель для жителей Московской области. В частности, частота дицентриков и ацентриков у космонавтов в контроле составляет 0,15(0,03% и 0,65(0,07% соответственно. После КП в лимфоцитах крови космонавтов в среднем наблюдается достоверное увеличение клеток с дицентриками и центрическими кольцами, являющимися маркерами радиационного воздействия. Частота ацентриков и аберраций хроматидного типа после КП не изменяется. В межполетном периоде длительностью 1-1,5 года происходит снижение частоты аберраций хромосом в лимфоцитах крови космонавтов до спонтанного уровня за счет элиминации поврежденных клеток. После повторных полетов уровень хромосомных аберраций вновь возрастает. К настоящему времени не выявлено отчетливой связи между индивидуальной частотой хромосомных аберраций у космонавтов и длительностью космического полета, что может быть связано с низкой интенсивностью космического излучения, с недостаточным количеством наблюдений, элиминацией клеток, содержащих нестабильные аберрации хромосом, или какими-либо другими причинами. 

CYTOGENETIC STUDIES OF BLOOD LYMPHOCYTES FROM MIR CREWS

As the duration and distance of space flights increase the radiation load on cosmonauts rises. Physical dosimetry showed that equivalent doses for a one-year space flight can reach 100-300 mSv. Assessment of risks from low doses of space radiation is an important problem of space biology and medicine. To solve this problem a series of cytogenetic studies has performed of cosmonauts’ peripheral blood lymphocytes engaged in space missions on MIR station.

A total of 44607 metaphases have been scored from 21 cosmonauts, most of who took part in repeated space flights. A total of 777 aberrant cells were scored containing 816 aberrations of various types: 126 dicentrics and centric rings, 311 acentric fragments, 344 chromatid-type abberations and others.

The preflight sample is composed of 24549 cells. A total of 386 (1.57±0.08%) aberrant cells were scored preflight, which contained 407 (1.66±0.08%) chromosome aberrations: 40 (0.16±0.03%) dicentrics, 160 (0.65±0.05%) twin fragments, 192 (0.78±0.06%) chromatid aberrations and others. It should be noted that the cosmonauts' pre-flight yields of cells with dicentrics and centric rings, being the markers of radiation exposure, exceeded those for relatively young healthy persons not occupationally exposed to ionizing radiation. The frequency of lymphocytes with dicentrics scored in the residents of Moscow region is as high as 0.02 per 100 cells. This value statistically significantly differed from the control yield of cells with dicentrics (0.15±0.03%) in cosmonauts' blood lymphocytes (Student's criterion t = 2.9; p = 0.005). So far it is difficult to relate the elevated yields of dicentrics and centric rings in blood lymphocytes of cosmonauts scored preflight to any specific reasons. It is possible that this could be a result of more frequent medical X-ray exposures the cosmonauts underwent during preflight examinations.

Cytogenetic examination of 12332 cells from 17 cosmonauts after the first flight revealed 237 (1.92±0.12%) aberrant cells, 56 (0.45±0.06%) cells with dicentrics and centric rings, 84 (0.68±0.07%) acentric fragments and 84 (0.68±0.07%) chromatid-type abeerations. Besides, we analysed cytogenetic results obtained after the 2nd, 3rd and 4th space flights. It was found that after space flights the mean yield of chromosomal-type aberrations in cosmonauts’ blood lymphocytes increases at the expense of dicentrics and centric rings. In particular, the frequency of cells with dicentrics rises up to 0.41±0.04%, exceeding the preflight yield (0.16±0.03%) by about 3 times. At the same time, the yields of acentrics and chromatid aberrations do not actually change as compared to the preflight ones, being 0.65(0.05% and 0.78(0.06% before flights and 0.73(0.06% и 0.80(0.06% after flights respectively. On the whole there is a trend to a wave-like change of the frequency of dicentrics, i.e. the aberration yield increases after the first flight, then in 1-1.5 years (before the next flight) it is found to decrease, increasing again after the repeated flight. This is connected with the fact that radiation-induced chromosomal aberrations are accumulated for a space flight, and after the flight cells with aberrations are naturally eliminated from circulating blood.

It is concluded that the spontaneous level of chromosomal-type aberrations in cosmonauts’ blood exceeds that from residents of Moscow region. In particular, the spontaneous yields of dicentrics and acentrics in cosmonauts’ blood are as high as 0.15±0.03% and 0.65±0.07% correspondingly. After space flights the frequency of cells with dicentrics and centric rings, which are the markers of radiation exposure, are found to increase. The yields of acentrics and chromatid-type aberrations do not change after space flights. For the inter-flight period, lasting for about 1-1.5 years, the frequency of chromosomal aberrations decreases, nearly reaching the spontaneous level, at the expense of elimination of damaged cells. The chromosomal aberration yield rises again after repeated flights. There is no clear correlation between individual post-flight frequency of aberrations in cosmonauts’ blood and the corresponding space flight duration, that can be related with the low dose-rate of space radiation, elimination of unrepairably damaged cells with unstable aberrations, or/and other reasons.
2.1.5. СИСТЕМЫ ЖИЗНЕОБЕСПЕЧЕНИЯ И ОПТИМАЛЬНЫЙ  ИЗОТОПНЫЙ СОСТАВ СРЕДЫ

ОБИТАНИЯ КОСМОНАВТОВ В УСЛОВИЯХ ДЛИТЕЛЬНЫХ ЭКСПЕДИЦИЙ

Создание  систем жизнеобеспечения  космических экипажей на основе замкнутого круговорота веществ создает качественно новую, не свойственную земной природе, ситуацию, когда длительность обращения биогенных химических элементов сокращается от тысячелетий до нескольких суток. В таких системах в условиях длительных экспедиций будут происходить процессы многократного  поглощения  и выделения одних и тех же атомов веществ, входящих в состав то организма человека, то растений и животных, то окружающей среды в соответствии  с числом циклов круговорота веществ в системе. Такая ситуация для организма в природе никогда не существовала, в экологии человека и других организмов не рассматривалась и биологические последствия ее  трудно прогнозировать.

Вполне возможно, что такие последствия могут быть связаны с избирательным отношением организмов и фазовых превращений веществ не только к биогенным химическим элементам, но и изотопам этих элементов, что может привести к изменению их соотношений в организмах и разных частях системы жизнеобеспечения с непредсказуемыми последствиями.          

   Знание закономерностей фракционирования стабильных изотопов сиcтемами жизнеобеспечения, растительными, животными организмами и человеком, знание биологических особенностей  изотопов биогенных химических   элементов позволит создать устойчивую оптимальную среду обитания космонавтов.   

    Как известно в условиях  космического полета на космонавта  воздействует широкий спектр неблагоприятных факторов: невесомость, психологический стресс, ионизирующая радиация, повышенный шумовой фон и т.д. Поиск новых средств и методов, снижающих степень неблагоприятного воздействия таких факторов на организм и направленных на повышение работоспособности космонавта, является одной из важнейших задач,  возникающих при обеспечении длительных космических полетов.


Одним из таких способов может явиться создание среды обитания с оптимальны изотопным составом биогенных химических элементов. 


В состав среды обитания пилотируемых космических летательных аппаратов  (атмосферы,  воды, пищи), растительных и животных организмов, а также членов экипажей входят такие биогенные химические элементы, как водород, бор, углерод, азот, кислород, фтор, натрий, магний, кремний,  фосфор, сера.  хлор, калий, кальций, ванадий, хром, марганец, железо, кобальт, никель, медь,  цинк, селен, бром, молибден, йод. Большинство из перечисленных химических элементов  имеют стабильные изотопы.    Так водород имеет два стабильных изотопа, кислород -  три,  сера -  четыре, цинк -  пять, кальций - шесть, молибден - семь стабильных изотопов.


До последнего времени проектанты  систем жизнеобеспечения не принимали во вни- мание роль стабильных изотопов биогенных химических элементов среды обитания космо навтов.  Это естественно, поскольку изотопы  имеют одинаковую структуру электронных оболочек.  Однако, несмотря на идентичность электронных оболочек,  стабильные изотопы по крайней мере некоторых биогенных химических элементов (Н2 , С,   О2  ) обладают различными химическими, биохимическими и биологическими характеристиками. Особенно сильные различия проявляются при сравнении биологического действия  обычной и тяжелой (по водороду) воды. Тяжелая по водороду (дейтериевая) вода обладает токсическими свойствами: подавляет рост и развитие высших растений; при замене обычной воды на дейтериевую (тяжелую) воду в организме  млекопитающих последние погибают. Вместе с тем вода, в которой снижены концентрации дейтерия, проявляет положительную биологичесукую активность.


Логично предположить, что стабильные изотопы всех  биогенных  химических  элементов, входящих в состав среды обитания космонавтов, должны проявлять различные биохимические свойства. И хотя в процессе  эволюции растения, животные и человек  ада- птировались к окружающей среде обитания, остается  неизвестной степень токсичности или биологической активности того  или  иного  стабильного изотопа биогенного химического элемента.

          Однако  до настоящего  времени не  было  проведено  систематического  анализа  био логической  активности стабильных изотопов биогенных  химических  элементов, не определены оптимальные концентрации того или иного стабильного изотопа в процессах  мета болизма в растениях, животных и человека,  не  рассмотрена  роль систем  жизнеобеспечения  в  создании   оптимального   изотопного  состава искусственной среды обитания космонавтов.


В ГНЦ РФ-ИМБП РАН  исследования по оптимальному  изотопному составу среды обитания космонавтов в условиях длительных экспедиций проводились в трех направлени- ях: 1). Исследование изменений изотопного состава среды обитания орбитального компле- кса “МИР”, 2). Разработка метода получения бездейтериевой воды  для  условий длительных космических экспедиций и исследование ее медико-биологических свойств, 3).  Исследование  изменений  изотопного состава  биогенных химических элементов  в организме человека, находящегося в условиях, имитирующих длительный космический полет. 
Исследование изменений изотопного состава среды обитания орбитального  комплекса“МИР”


Исследовано изменение изотопного состава некоторых биогенных химических элементов среды обитания орбитального комплекса “МИР” во время 16-27 экспедиций. Показано, что питьевая вода, регенерированная из конденсата атмосферной влаги системой “СРВ-К”, отличается по изотопному составу от природных вод. Конденсат атмосферной влаги (представляющий собой смесь сконденсированных паров воды, выделенных космонавтами в результате перспирации и транспирации) также характеризуется  изменёнными концентрациями стабильных  изотопов кислорода 18О2 и водорода - дейтерия. Вода, полученная на борту корабля “Шаттл” и передаваемая на борт станции ”МИР”, на 100-150 промиллей обогащена легким изотопом водорода - протием и на 20 -  30 промиллей тяжелым изотопом кислорода 18О2. Изменения изотопного состава может быть объяснено фракционированием их системами жизнеобеспечения, экипажем, а также  потреблением питьевой воды, доставляемой транспортным кораблем «Шаттл» на станцию “МИР”.


Разработка метода получения бездейтериевой воды  для  условий длительных космических экспедиций  и исследование ее медико-биологических свойств.


Разработан метод  получения  бездейтериевой воды, включающий следующие процессы:  очистка воды от химических примесей,  электролиз воды,  изотопный обмен  протий - дейтерий,  конденсация паров воды, минерализация (насыщение воды макро- и микроэлементами).


Выбор метода получения бездейтериевой воды обусловлен теоретическими коэффициентами разделения изотопов дейтерия и протия. Максимальным теоретическим коэффициентом разделения изотопов дейтерия и протия обладает метод  электролиза воды, при котором на катоде вначале разряжаются протоны с образованием газообразного (легкого) водорода, а затем в зависимости от степени разложения воды электролита происходит разряд смеси протона и дейтрона.      

Методика получения воды с пониженным содержанием дейтерия  ( а следовательно и трития) состояла в электролизном до определенной степени разложении воды на  кислород и водород с последующим синтезом ее в результате окисления (сжигания) последнего  в кислороде, обрзующемся при электролизе воды.  

 Экспериментальный стенд включал в себя электролизер с циркулирующим электролитом, катодное и анодное пространство  которого разделено катионообменной МФ-4, циркуляционный насос, расходную емкость для циркулирующего  электролита, газо-жидкостные сепараторы, осушители газообразных продуктов электролиза, реактор высокотемператур ного окисления водорода, конденсатор и приемную  емкость  для  бездейтериевой воды.   Сконденсированную воду со сниженным содержанием  дейтерия подвергали химическим и физико-химическим исследованиям с целью определения ее химического и  изотопного состава.  Помимо воды с пониженным содержанием дейтерия использовалась вода, концентрация дейтерия в которой была несколько выше обычной среднеокеанической. Вода с повышенными концентрациями дейтерия готовилась с помощью той же установки, что и бездейтериевая вода, однако в этом случае использовали воду камеры концентрирования.  Во избежание влияния структуры воды все образцы ее  подвергались стандартизации: очистке сорбционным методом и высокотемпературному нагреву с последующим охлаждением до комнатной температуры.

Изотопный состав регенерированной воды определяли, используя метод масс-спектрометрии. Малые вариации изотопного состава кислорода и водорода (dD) и кислорода (dО2) выражали в относительных единицах - промиллях отклонения от стандарта (SMOW). Отрицательные значения dD и d18О2  означают пониженные значения концентраций дейтерия и тяжелого изотопа кислорода 18О2 в анализируемом образце относительно SMOW, положительные значения dD и d18О2  относятся к  повышенным  их значениям. 


Найден, что осодержание дейтерия в протиевой воде, полученной методом электролиза, снижено на 60 - 82 % по сравнению со стандартом  SMOW. В дистиллированной воде отмечено снижение концентрации дейтерия на  7 %, что можно объяснить как процессом дистилляции,   так и тем фактом, что исходная природная (водопроводная) вода имеет несколько пониженные содержания дейтерия по сравнению со средне-океанической водой. Полученную электролизным методом воду с пониженным  и повышенным содержанием дейтерия использовали для исследований ее влияния  на рост и развитие высших растений (Арабидопсис) и физиологический статус японского перепела.


При культивировании Арабидопсиса  проведено исседование зависимости продолжительности полного цикла вегетации и его отдельных фаз под воздействием различных концентраций дейтерия в воде, используемой для полива. 

Установлено, что использование воды с измененным изотопным составом привело  к  изменению  цикла развития растений Арабидопсиса. Так, наступление наиболее важой фазы развития  - цветения - отмечено в возрасте  17 дней  в варианте с бездейтериевой водой,  в 19 дней в контрольном варианте и в 21 - 22 дня  - в варианте  использования воды с повышенной  концентрацией дейтерия. 

При сопоставлении параметров растений обращает на себя тот факт, что с уменьшением  концентрации дейтерия в воде наблюдается формирование растений с большими показателями массы, числа побегов, стручков  и семян  в них.  Совокупная семенная продукция одного растения Арабидопсиса  составила в среднем  322 семени при поливе бездейтериевой водой, 141 семя при поливе обычной дистиллированной водой и 95 семян при поливе водой с несколько  повышенным  (dD =+355 %о)  содержанием  дейтерия .

Экспериментальные данные по биологической оценке бездейтериевой воды показали положительное влияние ее на рост и развитие  японского перепела. Скорость роста птицы, содержавшейся на бездейтериевой воде, была выше скорости роста птиц, употреблявших дистиллированную воду. 

Отмечено положительное влияние бездейтериевой воды и на продуктивность птиц:

 -яйцекладка у самок, употреблявших бездейтериевую воду, началась на 44  - е сутки, у самок, употреблявших дистиллированную воду - на  49 - е  сутки,

 - яйценоскость несушек, употреблявших бездейтериевую воду, составила за 25 дней  65 штук яиц, в то время как яйценоскость несушек, употреблявших дистиллированную воду, составила 46 шт,

 - фертильность у самок, употреблявших бездейтериевую воду, наступила на 44 - е сутки,  а у самок, употреблявших дистиллированную воду, на 7 дней позже,

 - выживаемость птенцов 2-го поколения для группы, употреблявшей бездейтериевую воду,  составила 88,2%,  а для группы, употреблявшей дистиллированную воду,   52,9%. 

При забое птиц оценивалось состояние внутренних органов. Показано, что общий вес птиц и вес большинства внутренних органов птиц (самцов), употреблявших бездейтериевую воду, были выше по сравнению  с весом птиц, употреблявших дистиллированную воду. Визуальный осмотр и взвешивание внутренних органов птиц показал, что у самцов, употреблявших бездейтериевую воду, были хорошо развиты гонады, в отличие от птиц, употреблявших дистиллированную воду, у которых отмечались лишь зачатки гонад.


Результаты исследований воды с пониженными  концентрациями дейтерия свидетельствуют о  ее биологической активности  и о существовании ингибирующего  (тормозя- щего биохимические процессы)  механизма действия дейтерия даже в незначительных концентрациях. Особенно ярко этот эффект проявляется при исследовании репродуктивной функции, что можно объяснить повышенными значениями водородной связи, присущими дейтерию, и как следствие - затруднениями редупликации ДНК и РНК.

Исследование  изменений  изотопного состава  биогенных химических элементов  в организме человека, находящегося в условиях, имитирующих длительный космический полет. 

Ранее нами было показано, что функционирование систем жизнеобеспечения (СЖО)  экипажей космических аппаратов и обменные процессы в автотрофных и, в меньшей степени, в гетеротрофных организмах сопровождаются  изменением изотопного состава водорода и кислорода (протия, дейтерия,  16 О2  и 18 О2 ).  Однако, остается неизвестным происходит ли фракционирование  стабильных изотопов других  биогенных химических элементов: K, Mg, Ca, Fe и т.д. Можно предположить, что в условиях невесомости изотопный состав и этих биогенных химических элементов, потребляемых человеком с водой, пищей и кислородом,  будет изменяться в процессе метаболизма.


Изменения изотопного состава биогенных химических элементов  в среде обитания  свидетельствуют о биологической неравноценности стабильных изотопов. За последние годы накоплены экспериментаьльные данные, подтверждающие токсическое действие дейтерия в воде,  а также тяжелого изотопа кислорода 18 О2.  Вопрос о  возможной биологической неравноценности (а возможно и токсичности) тяжелых стабильных изотопов других  биогенных химических элементов  остается открытым. Тяжелые изотопы биогенных химических элементов должны либо накапливаться в организме и изменять  скорости и направление   биохимических  процессов (по аналогии с дейтерием), либо претерпевать стадии фракционирования и выводиться из организма с продуктами обмена (пути и механизмы выведения пока не известны), либо быть индифферентными в процессах метаболизма. Высказывалось мнение о том, что в биологических системах фракционирование  стабильных изотопов не происходит.

В  системах жизнеобеспечения на основе замкнутого круговорота веществ в условиях длительных экспедиций будут происходить процессы многократного  поглощения  и выделения одних и тех же атомов веществ, входящих в состав  организма человека и окружающей среды.  Изменение изотопного состава биогенных химических элементов будет реализовываться в соответствии  с числом циклов круговорота веществ в системе и коэффициентов фракционирования. В условиях невесомости процесс фракционирования стабильных изотопов биогенных химических элементов в процессе метаболизма может протекать со скоростями, отличными от земных условий ( например, при деминерализации костной ткани).


Исследование фракционирования и путей выведения тяжелых стабильных изотопов   биогенных химических элементов проводилось в условиях Земли в  240 - суточном эксперименте по программе ” SFINCSS-99”, что  служило    фоном для космических экспериментов по определению степени влияния условий гермообъекта  на процессы метаболизма (декальцинации, дедейтеризации и др.).

Изотопному анализу подвергались продукты  питания, отходы жизнедеятельности (фекалии, моча, волосы, ногти), а также кровь (эритромасса).


В результате проведенных исследований обнаружено фракционирование стабильных изотопов  биогенных химических элементов (магния, кремния, кальция, железа, меди) в организме обследуемых, что  свидетельствует о биологической их неравноценности.

  Общей закономерностью фракционирования стабильных изотопов в организме человека  является увеличение  доли тяжелых фракций и снижение лёгких в отходах жизнедеятельности. Такую закономерность, можно объяснить выведением из организма тяжелых изотопов. Иными словами, организм освобождается в первую очередь от тяжелых фракций изотопов и использует преимущественно их легкую фракцию. Однако, увеличение доли тяжелых фракций стабильных изотопов  в эритромассе пока остается необъяснимым явлением. Трудно объяснимым эффектом является также отсутствие заметных изменений изотопного состава таких  биогенных химических элементов, как сера, хлор и калий.


Закономерности, найденные при исследовании оптимального состава биогенных химических элементов применительно к условиям искусственной среды обитания космонавтов, могут найти широкое применение в медицинской практике  и сельском хозяйстве.   

Life Support Systems and optimal isotope Composition in cosmonaut Habitats for long-term Missions
The life-support systems for space crews on the basis of the closed circulation of substancies create qualitatively new, not peculiar to a terrestrial nature, situation, when the duration of the circuit of biogenic chemical elements is reduced from  thouthands years to about several days. In such systems in conditions of long expeditions there will be processes of repeated absorption and abjections of the same atoms of substancies  which are included in composition  of an organism of the man, plants and animal, environments according to number of matters cycles circulation in system. Such situation for an organism in a nature never existed, in human ecology and other organisms was not considered also biological consequences it difficultly to predict.

It is quite possible, that such consequences can be connected to the selective attitude of organisms and phase transformations of matters not only to biogenic chemical elements, but also isotopes of these elements, that can result in change of their interrelations in organisms and different parts of life-support system with unpredictable consequences. 

 The knowledge of laws of a fractionating of stable isotopes of life-support systems, vegetative, animal organisms and man, knowledge of biological features of isotopes of biogenic chemical elements will allow to create steady optimum medium of a cosmonaut habitats.
As is known in conditions of space flight on cosmonaut the wide spectrum of the unfavorable factors influences: weightlessness, psychologic stress, radiation, increased noise etc.. The search of new means and methods lowering a degree of unfavorable influence of such factors on an organisms and directed on increase to work capacity of cosmonaut, is one of major problems arising at maintenance of long space flights.

One of such methods can be the creation of cosmonaut habitat with an optimum by isotope composition  of biogenic chemical elements. 

In composition  of cosmonauts( environment of spaceship (atmosphere, water, nutrition), vegetative and animal organisms, and also members of crews enter such biogenic chemical elements, as hydrogen, boron, carbon, nitrogen, oxygen, fluorine, sodium, magnesium, silicon, phosphorus, sulfur. chlorine, potassium, calcium, vanadium, chromium, manganese, iron, cobalt, nickel, copper, zinc, selenium, bromine, molibdenum, iodine. Most of the listed chemical elements have the stable isotopes. So the hydrogen has two stable isotopes, oxygen - three, sulfur - four, zinc - five, calcium - six, molibdenum  - seven stable isotopes.

Until recently designers of life-support systems did not paid attention on  a role of stable isotopes of biogenic chemical elements of cosmonauts( environment It is natural, as the isotopes have identical electron shells. However, despite of identity of electron shells, the stable isotopes at least of some biogenic chemical elements (Н2, C, О2) have the various chemical, biochemical and biological characteristics. The especially strong distinctions show at comparison of a biological effect natural and heavy (on hydrogen) water. Heavy on hydrogen (deuterium) water has toxic properties: depresses  growth  and development of plants; at changing usual water on deuterium (heavy) water in an organism mammalian last perish. At the same time water, in which the concentrations of deuterium are reduced, shows positive biological  activity .

It is logical to assume, that the stable isotopes of all biogenic chemical elements which are included in cosmonaut habitat should show various biochemical properties. And though during evolution of a plant, animals and the man adaped to environment of a habitation, remains a unknown degree of toxic properties or biological activity  of this or that stable isotope of a biogenic chemical element.

However till now was not carried out regular analysis of biological activity of stable isotopes of biogenic chemical elements, the optimum concentrations of this or that stable isotope in metabolism processes in plants, animals and man are not determined, the role of life-support systems in creation of optimum isotope composition  of an artificial environment of cosmonaut habitat is not considered.

In SSC RF IBMP RAS the research on optimum isotope composition of cosmonaut habitat in conditions of long-term missions were carried out in three directions: 1). Research of changes of isotope composition cosmonaut habitat onboard orbital space station "MIR", 2). Development of deuterium free  water obtaining method for conditions of long space expeditions and research  its medical-biological properties
3). Research of changes of isotope composition of biogenic chemical elements in an organism of the man who is taking place in conditions, simulating long space flight. 

1). Research of changes of isotope composition cosmonaut habitat onboard orbital space station"MIR"

The change of isotope composition of some biogenic chemical elements of cosmonaut habitat onboard orbital space station "MIR" is investigated during 16-27 expeditions /11/. Is shown, that drinking water, regenerated from a condensate of an atmospheric moisture by system "SRW-K2", differs on isotope composition from natural waters. The condensate of an atmospheric moisture (representing an admixture of condensed water vapour, discharged by cosmonaut  in result perspiration and transpira -tion) also is characterized by the changed concentrations of stable isotopes of oxygen 18О2 and hydrogen - deuterium. Water received onboard the ship "Shuttle" and transmitted aboard station "MIR", on 100-150 promilles  is enriched with an easy isotope of hydrogen - protium  and on 20 - 30 promilles  by a heavy isotope of oxygen 18О2. Changes of isotope composition can be explained by  fractionating by their of life support systems, crew, and also consumption of drinking water delivered by the transport ship "Shuttle"  on station "MIR".

2.)  Development of deuterium free  water obtaining method for conditions of long space expeditions and research  its medical-biological properties

The method of obtaining of deuterium free  water is developed. It includ the following processes: removing of chemical admixtures from water, electrolysis of water, isotope exchange protium - deuterium, condensation  of water vapour, mineralisation  (saturation of water  by macro and micro  substances).

The choice of a method of deuterium free water obtaining  is caused by theoretical fractionation factors of hydrogen isotopes (deuterium and protium). The maximal theoretical fractionation factor of isotopes of deuterium and protium has the electrolysis of water, at which on the cathode protons with formation gas (easy) hydrogen in the beginning are unloaded, and then in dependence on a degree of decomposing of water there is a discharge of an admixture of a proton and deutron.

The procedure of obtaining of water with the lowered contents of deuterium (and consequently and tritium) consist in electrolysis up to the certain degree decomposing of water on oxygen and hydrogen with the subsequent synthesis it as a result of oxidation (burning) last in oxygen, obtaining at electrolysis of water.  

The experimental installation included electrolyser with circulating electrolyte, cathode and  anode space in wich is divided by cationexchange  membrane MF-4, circulating pompe, vessel for circulating electrolyte, gas-liquid separator, dryer of gas electrolysis products, reactor of high temperature oxidation of hydrogen, condenser and reception container for deuterium free water. Condensed water with the reduced contents of deuterium subjected to chemical and physical-chemical researches with the purpose of definition its chemical and isotope composition.

Besides water with the lowered contents of deuterium, water was used, the concentration of deuterium in which was a little bit higher usual middle ocean  Water with the  increased concentrations of deuterium prepared with the help of the same installation, as deuterium free water, however in this case used water of the concentration chamber. In order to prevent influence of water structure all samples it were exposed to standardization:  clearing by  adsorbtion method and high-temperature heating with the subsequent refrigerating up to room temperature.

Isotope composition of regenerative water determined, using a mass-spectrometric method. The small variations of isotope composition of both hydrogen ((D) and oxygen ((О2) expressed in relative units - promilles of a deflection from the standard (SMOW). The negative values (D and d18О2 mean the lowered values of concentrations of deuterium and heavy isotope of oxygen 18О2 in an analyzed sample in relation to  SMOW, the positive values (D and ( 18О2 concern to their increased values. 

Is found, that quantity of deuterium in protium water obtained by electrolysis, is reduced on 60 - 82 %  in comparison with the standard SMOW. In distillate  water the decrease of  deuterium concentration on 7 % is marked, that it is possible to explain both distillation process, and that fact, that initial potable  water has  a little bit lowered contents of deuterium in comparison with the standard SMOW. Obtained by electrolysis water with the lowered and increased contents of deuterium used for researches of its influence on  growth and vegetation  of Arabidopsys  and Japanese quail.

At cultivation of Arabidopsys is carried out investigation of dependence of a complete vegetation cycle duration and its separate phases under influence of various concentrations of deuterium in water used for watering. 

Is established, that use of water with the changed isotope composition has resulted in change of a development cycle of plants Arabidopsys. So, the approach of the most important  phase of development - blooming - is marked in the age of 17 days in variant with deuterium free  water, per 19 days in control variant and in 21 - 22 days - in variant of use of water with the increased concentration of deuterium. 

By comparison of parameters of plants pays on itself that fact, that with decrease of concentration of deuterium in water the formation of plants with the large parameters of mass, number stems, pods and seed in them is observed. Cumulative seed production of one plant Arabidopsys has made on the average 322 seed at at watering by deuterium free water, 141 seed at watering by usual distillate water and 95 seed  at watering by water with a little bit increased (dD = +355 ‰) contents of deuterium.

The experimental data on a biological assessment of deuterium free water have shown positive influence it on growth and development Japanese quail. The growth rate of the birds wich used deuterium free  water, was higher than growth rate of the birds  used distillate water. 

The positive influence of deuterium free  water  on productivity of birds is marked:

egg-laing of female, used deuterium free water, began on 44-th day, of female, used distillate water - on 49-th day,

- eggs production of birds, used deuterium free water, has made for 25 days was 65 eggs, while eggs production of birds, used distillate water, was 46 eggs,

- fertility of female, used deuterium free water, has set in on 44-th  day, and of female, used distillate water, on  7 days later,

- the survival of nestlings of 2 - nd generation for group, used deuterium free water, was  88,2 %, and for group, used distillate water, 52,9 %. 

The state of an internal birds organ was estimated. Is shown, that common  weight of birds and weight of the majority of an internals of birds (male), used deuterium free water, were above in comparison with weight of birds, used distillate water. The visual inspection and weighing of an internal organs of birds has shown, that at male, used deuterium free water, were well advanced gonad, as against birds, used distillate water, at which the rudiments of gonad  were marked only.

The results of researches of water with the lowered concentrations of deuterium testify to its biological activity and about existence inhibitory(braking biochemical processes) mechanism of deuterium action even in insignificant concentrations. Especially brightly this effect shows at research of reproductive function, that it is possible to explain by the increased values of a hydrogen binding inherent in deuterium, and as a consequence - difficulties  of DNA and RNA reduplication.

3).  Research of changes of isotope composition  of biogenic chemical elements in an organism of the man who is taking place in conditions, simulating long space flight. 
Earlier by us was shown, that functioning of life-support systems of space vehicles crews and the exchange processes in autothrophic and, to a lesser degree, in  heterotrophic organisms are accompanied by change of isotope composition of hydrogen and oxygen (protium, deuterium, 16О2 and 18О2). However, remains unknown whether there is a fractionating of stable isotopes of other biogenic chemical elements: K, Mg, Ca, Fe etc. It is possible to assume, that in conditions of weightlessness the isotope composition and these biogenic chemical elements consumed by the man with water, nutrition and oxygen, will variate in process of metabolism.

The changes of isotope composition of biogenic chemical elements in medium of a habitation testify about biological unequal of stable isotopes. For last years are saved the experimental data confirming toxic action of deuterium in water, and also heavy isotope of oxygen 18О2. The question about possible biological unequal (and is possible and toxic) of heavy stable isotopes of other biogenic chemical elements remains open. The heavy isotopes of biogenic chemical elements owe or collect in an organism and variate speeds and direction of biochemical processes (by analogy to deuterium), or to undergo stages of a fractionating and to be removed from an organism with products of an exchange (path and mechanisms of removing are not known yet), or to be indifferent in processes of metabolism. 
The opinion expressed that in biological systems the fractionating of stable isotopes does not take place /  3 /.

In life-support systems on the basis of the closed circulation of substancies  in conditions of long expeditions there will be processes of repeated absorption and abjections of the same atoms of substancies  which are included in composition of an organism of the man and environment. The change of isotope composition of biogenic chemical elements will be realized according to number of cycles of circulation of substancies in system and coefficient  of a fractionating. In conditions of weightlessness the process of a fractionating of stable isotopes of biogenic chemical elements in process of metabolism can proceed with speeds which are distinct from terrestrial conditions (for example, at demineralization  of an osteal fabric).

The research of a fractionating and pathes of removing of heavy stable isotopes of biogenic chemical elements was carried out in conditions of the Earth in 240 - daily experiment under the program "SFINCSS-99", that served a background for space experiments by definition of a degree of influence of conditions hermetic object on processes of metabolism  (escape of calcium,  deuterium  etc.).

The food stuffs, waste ( faeces, urine, hair, nails), and also blood (erythrocytes) were exposed to isotope analysis.

As a result of the carried out researches the fractionating of stable isotopes of biogenic chemical elements (magnesium , silicon, calcium, iron, copper ) is revealed in an man organism, that testifies about biological them unequal /17/. Common law of a fractionating of stable isotopes in an organism of the man is encrease of a lobe of heavy fractions and decrease of easy in waste. It is possible to explain such law by removing from an organism of heavy isotopes. Differently, the organism is released first of all from heavy fractions of isotopes and use mainly their easy fraction. However, encrease  of a lobe of heavy fractions of stable isotopes in erythrocytes while remains by the inexplicable phenomenon. Difficultly explained effect is also absence of appreciable changes of isotope composition of such biogenic chemical elements, as sulfur, chlorine and potassium.

The laws found at research of optimum composition  of biogenic chemical elements with reference to conditions of an artificial environment of a cosmonaut habitation, can find wide application in medical practice and agriculture. 

2.1.6. О ФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ МЕХАНИЗМАХ ИЗМЕНЕНИЙ КОСТНОЙ СИСТЕМЫ 

ЧЕЛОВЕКА В КОСМИЧЕСКОМ ПОЛЕТЕ

Скелет человека на протяжении миллионов лет биологической эволюции формировался при участии земной силы тяжести. И это принципиальным образом сказалось на форме скелета, общей массе и структуре костей человека, архитектонике костной ткани. Их настоящее состояние адекватно отражает приспособительное развитие в процессе эволюции средств противостояния механической деформации, обусловленной возросшим влиянием силы тяжести после выхода живых организмов из водной среды обитания на сушу.

Это хорошо подтверждается ретроспективным анализом исследований в эволюционной и сравнительной физиологии. Они свидетельствуют о наличии явной зависимости удельной массы скелета наземных животных от размеров их тела (принцип подобия Галилея) и об отсутствии таковой у обитателей водной среды, где выталкивающая сила противодействует силе земного тяготения. Не только действие силы тяжести как таковой, но и механические стимулы, создаваемые в костной ткани усилиями скелетных мышц при локомоциях или при поддержании вертикальной позы на Земле, образуют в совокупности то «внешнее механическое поле», величина которого (она, строго говоря, не поддается измерению) формирует устойчивость костей к механическим нагрузкам в фило- и онтогенезе.

Важно, что и во взрослом состоянии наземные животные так же весьма чувствительны к механической стимуляции. Еще в 19-м и начале 20 века многие видные естествоиспытатели (J.Lamarck, 1809; Ч.Дарвин, 1859; J.Wolff, 1892; W.Roux, 1905; К.Э.Циолковский, 1935; И.И.Шмальгаузен, 1940 и др.) отмечали, что животные обладают способностью адаптировать костномышечные структуры к физической активности, в которую они вовлечены. При этом морфологические и физиологические модификации тканей и органов у взрослых животных, возникающие под влиянием меняющихся функциональных требований, принято называть функциональной адаптацией.

На основе сказанного следовало ожидать, что в условиях воздействия факторов космического полета (уменьшение весовой нагрузки, гипокинезия, изоляция и др.) в результате адекватного адаптивного ремоделирования костной ткани ее масса будет уменьшаться.

О том, что дефицит движений может и на Земле стать причиной заболевания хорошо известно клиницистам. Состояние, возникающее у больных, вынужденных длительное время находиться на постельном режиме, определяется как «иммобилизационный остеопороз».

Остеопороз – заболевание, выражающееся уменьшением костной массы в организме, изменением структуры костей и снижением их прочности, в связи с чем существенно повышается риск перелома костей. Как и многие другие недуги нашего организма, остеопороз в значительной степени определяется наследственностью или генетическими особенностями человека. Но степень их проявления во многом зависит от других факторов риска и их выраженности относительно каждого человека. Одним из существенных факторов риска остеопороза является гипокинезия.

В любом случае, остеопороз – серьезная медицинская и медико-социальная проблема, главным образом, в связи с часто возникающими на этой почве переломами. Последующее лечение и реабилитация таких больных требует и значительных материальных затрат. Например, в развитых странах они достигают 10 млрд. долларов и более в год. Последнее обстоятельство, а именно медико-социальные и экономические аспекты остеопороза, придает совершенно иной масштаб и фундаментальность этой частной, на первый взгляд, задаче диагностики и предупреждения остеопении в космической медицине.

В работе представлены обобщенные результаты исследований состояния костной ткани у российских космонавтов после космических полетов длительностью 5-7 мес., а также результаты проведенного в последние 2 года анализа возможных механизмов наблюдаемых изменений, в т.ч. на основе опыта, накопленного лабораторией в клинике метаболических остеопатий.

С помощью аппаратуры для трансмиссионной остеоденситометрии (dual-energy X-ray absorbtiometry – DEXA) QDR-1000/W (Hologic, США) измеряли проекционную минеральную плотность костной ткани (МПК, г/см2), и содержание костных минералов (СКМ, г), которые отождествляются с величиной костной массы, в различных сегментах скелета. По результатам сканирования всего тела проводили региональный анализ костной массы в области черепа (включая шейные позвонки), рук, ребер, грудного и поясничного отделов позвоночника, таза и ног. По программе субрегионального (локального) анализа с более высоким разрешением исследовали поясничный сегмент позвоночника и проксимальный эпифиз бедренной кости.

Как показано ранее направленность и выраженность изменений минеральной плотности костной ткани и их локализация в различных участках скелета зависят от их положения относительно вектора гравитации, функционального профиля и типа структуры ткани. Закономерно снижение МПК (уменьшение костной массы) в трабекулярных структурах костей нижней половины скелета, где среднегрупповые потери минеральной плотности за полет составили в поясничных позвонках: -5,63(0,82%, проксимальном отделе бедренной кости, в частности – в шейке бедра: -8,17(1,24% и в костях таза: -11,99(1,22%.

В сегментах верхней половины скелета (кости черепа, руки, ребра, иногда шейные и грудные позвонки) изменения МПК (в костях черепа - СКМ) либо отсутствуют, либо имеют отчетливую положительную тенденцию. Феномен рассматривается как вторичная реакция на закономерное в условиях микрогравитации перераспределение жидких сред в краниальном направлении. Учитывая гипотезу о возможном повышении в невесомости интракраниального давления и данные о стимулирующем влиянии локального венозного застоя на костеобразование, можно допустить, что наблюдаемый феномен отражает ситуацию, способствующую аккумуляции минералов в костном интерстиции и, возможно, в мягких тканях головы.

Установлены высокие межиндивидуальные различия в направленности и выраженности изменений костной массы у космонавтов, связанные, скорее всего, с наследственными факторами. Действительно в современной литературе накапливается все больше данных, которые позволяют ассоциировать индивидуальную вариабельность изменений (как и широту диапазона нормы) с полиморфизмом генов, ответственных за синтез белков костного матрикса в частности рецепторов витамина D, интерлейкина-6, коллагеназы и, возможно, коллагена и рецепторов эстрогенов. Более того, с различными полиморфизмами упомянутых и некоторых других генов ассоциируется «предрасположенность» к сниженной МПК, развитию остеопороза и переломам на этой почве.

Клинико-физиологическая оценка обнаруженных изменений учитывает регламент ВОЗ, дифференцирующий остеодефицитные состояния у человека по признаку МПК как «норма» – «остеопения» – «остеопороз». На этом основании можно констатировать, что среднегрупповые значения костной массы у космонавтов после полета в сегментах нижней половины скелета, как правило, не выходят за пределы «нормы», т.е. показатели МПК не уменьшаются ниже 1SD от значений пиковой костной массы в молодом возрасте (Т-масштаб по классификации ВОЗ). Индивидуальный анализ позволяет выявить случаи, преимущественно с исходно низкой костной массой у космонавтов, когда снижение МПК в поясничных позвонках после полета выходит за пределы –1SD, но не опускается ниже 2,5SD по Т-критерию, и это квалифицируется как локальная остеопения

Восстановление МПК у космонавтов после полетов длительностью 5–7 мес. происходит спонтанно в процессе общих реабилитационных мероприятий, и это требует, как установлено, значительного времени (1 – 3 года). Тем не менее, эту скорость репарации костной массы следует считать достаточно высокой, поскольку в клинике при остеопорозе, развивающемся с такой же или даже меньшей скоростью, трудно добиться восстановления даже при значительных терапевтических вмешательствах. 

Рассматриваются биомеханическая и метаболическая гипотезы генеза наблюдаемых изменений, и в первую очередь остеопении, имеющей в целом физиологический характер и признаки адаптивной реакции. С этой целью проведен анализ возможного участия различных уровней и механизмов регуляции метаболизма костной ткани: собственно костных, предполагающих сложный характер взаимообмена Са2+ между кристаллической структурой, лабильным пулом аморфного кальция и интерстициальной жидкостью, тканевых (внекостных) и системных, где целесообразно различать (условно) иерархию взаимосвязанных систем волюмо-, осмо-, и ионорегуляции и сопряженную с ней системную регуляцию обмена Са остеотропными гормонами (паратгормон, кальцитонин, кальцитриол и др).

Проведенный анализ результатов собственных исследований и литературных данных позволяет в соответствии с биомеханической гипотезой полагать, что первичные (пусковые) реакции развиваются на локальном (собственно костном) уровне. Так, можно допустить, что отмеченное в опытах с животными на биоспутниках «Космос» снижение прочности костей при неизменной минерализации на ранних этапах полета (до 3-х недель) может быть связано с изменениями физико-химических параметров связи «коллаген - кристалл». Наблюдаемый в таких же опытах феномен торможения ранней стадии дифференцировки остеобластов, который может быть реализован при участии местных факторов регуляции, рассматривается как следствие дефицита механической (деформирующей) нагрузки и, в свою очередь, ведет к снижению уровня новообразования в процессе адаптивного ремоделирования костной ткани. Подобные явления на тканевом уровне в сочетании с высокой скоростью их развития могут стать причиной изменения «качества кости», что во многом, наряду с потерей костной массы, определяет риск перелома костей.

Вероятность того, что изменения имеют преимущественно, или, по меньшей мере изначально локальный характер подтверждается их отчетливой зоно- или ткане- специфичностью. Последнее может отражать фенотипические особенности метаболизма различных костных органов и тканевых структур. Их связывают с различием в количестве и пространственном распределении неколлагеновых белков (НКБ), свойственным разным костным органам. В то же время, НКБ, как позиционные регуляторы, определяют специфику взаимодействия костных клеток и регуляции их чувствительности к внешним факторам, включая нейрогуморальные влияния и механические нагрузки. 

В настоящее время находит все большее распространение и экспериментальные подтверждения точка зрения, согласно которой реакция костной ткани в космическом полете в значительной степени опосредована локальными факторами регуляции костного метаболизма. Данные об изменениях активности костных клеток ex vivo подтверждаются результатами их изучения в культуре in vitro, экспонированных в условиях микрогравитации. В опытах на органной культуре эмбриональной кости мыши показано снижение после космического полета скорости минерализации остеоида и утилизации глюкозы в культуре одновременно с повышением минеральной резорбции. Установлено также, что в культуре преостеобластоподобных клеток (линия MN-7) под влиянием микрогравитации замедляется синтез коллагена 1 типа и щелочной фосфатазы. В исследованиях на культуре хрящевых клеток на станции МИР показано уменьшение размеров колоний, снижение механической устойчивости культуральной конструкции и уровня синтеза гликозаминогликанов. Эти данные можно рассматривать как подтверждение возможности локального торможения остеобластического гистогенеза в условиях микрогравитации.

С другой стороны, некоторые изменения тканевых (внекостных) факторов например, снижение кальций-связывающей способности белков крови, снижение всасывания Са в кишечнике и реабсорбции в почечных канальцах, а также отдельные фазы перестройки систем волюмо- и ионорегуляции (как результат перераспределения жидких сред) могут провоцировать мобилизацию Са из кости ради стабилизации его концентрации в крови, тем самым увеличивая суммарную потерю костной ткани.

Таким образом, на основе анализа данных сформулирована гипотеза о генезе остеопении. Представляется, что потеря костной массы в космическом полете обусловлена преимущественно локальным торможением остеогенеза вследствие дефицита механической стимуляции костей и относительной (или абсолютной) активацией резорбции, которая провоцируется системной перестройкой волюмо- и ионорегуляции, в свою очередь, связанной с перераспределением жидких сред организма в краниальном направлении. 

Кроме того, анализ результатов выявил ряд проблем, требующих решения. Отсутствие нормативных данных о минеральной плотности различных звеньев скелета стимулирует исследования, направленные на формирование российской популяционной нормы. Высокая индивидуальная вариабельность изменений костной массы делает необходимым поиск генетических критериев прогноза риска развития остеопении. Значительная сложность прогноза риска травмы, которая обусловлена принципиально нелинейным типом связи «минерализация – механика» и вероятным изменением «качества» кости в космическом полете, требует специальных исследований.

В заключение, можно полагать, что результаты исследований по гравитационной физиологии костной системы существенно расширяют наши представления о патогенезе некоторых форм остеопороза (на Земле). Есть основание считать, что одним из звеньев патогенеза остеопороза в некоторых ситуациях дефицита механической нагрузки (сенильный, иммобилизационный, посттравматический) может быть локальное торможение процессов остеобластического гистогенеза на ранних стадиях трансформации остеопрогениторных клеток в преостеобласты и дифференцировки последних в зрелые остеобласты. Сказанное может служить указанием на предпочтительность применения для профилактики и лечения указанных форм остеопороза препаратов, стимулирующих остеогенез. 

PHYSIOLOGY MECHANISMS OF HUMAN SKELETAL SYSTEM CHANGES IN SPACE FLIGHT

The human skeleton was developed under influence of Earth gravity force during millions years of evolution. This principally determined the shape of skeleton, mass and structure of bones, microarchitectonics of bone tissue. The evolution of above ground backboneds involves pressure adaptation, that acts to overcome gravitational force.

This suggested by retrospective analysis of investigation results in evolutionary and comparative physiology [19]. That testifys to direct correlation between the specific skeleton mass and body size of terrestrial backboneds and to absent the same correlation for water animals.

Mechanical stimulation of bone tissue due to not only gravitational force, but to muscle contraction in locomotion and posture maintenance. These formed althogether the, so called, “external mechanical field”, the magnitude of which definite of bone resistance to mechanical load.

It is important that adults terrestrial animals have also very high sensitivity to mechanical stimulation. Many scientists at 19-th and beginning of 20-th century (J.Lamarck, 1809; Ch.Darwin, 1859; J.Wolff, 1892; W.Roux, 1095; K.Tsiolkovsky, 1935; I.Schmalgauzen, 1940 et al.) observed that animals posses the ability to adapt musculo-skeletal structures to the physical activities in which they are engaged. Their external shape and internal architecture of bone are continually modulated by the mechanical stimuli which are imposed on the skeletal system. The morphological and physiological modification of adult animals tissue and organs to functional demands imposed by the organism in its interaction with the environment has been reffered as “functional adaptation”.

According to discussed above, one may to propose, that influence of space flight factors (weight bearing loss, hypokinesia, isolation and some other) bone mass will be less [4] as a result of adaptive remodeling of bone tissue.

That is well known in clinical practice, that hypokinesia may be cause of disease in Earth environment. The syndrome, developed in bound prolonged hypokinesia in clinic, defined as “immobilization osteoporosis”.

Osteoporosis is a disease, expressed in bone mass loss in the organism, changing of bone structure and it endurance decreasing, that conduce to significant increasing of fracture risk. As many other diseases, osteoporosis, for the greater part caused by heredity or genetic features of the patient. But level of its expressing very often depends on the presence of another risk factors and its individual importance for each patients. First of all it is the deficiency of physical exercises during the living (hypokinesia). That, severally, depends on life style, characteristic of professional activity, enforced bedrest in diseases and other variants.

In any cases osteoporosis is an important medical and social problem, primarily along of increasing of bone fractures number. Following treatment and rehabilitation of these patients are very expensive. For example, in industrial countries it amount to ten billions US $ per year and more. The last, exactly medical, social and economic aspects of osteoporosis, to attach the more practical and fundamental importance to this, as may to come across, especial goal – to diagnose and to prevent osteopenia in the space medicine.

There are presented amounted results of bone tissue investigations in Russian cosmonauts after space flights 5-7 months duration, and results of analysis of possible mechanisms of the changes, performed during last two year, using the laboratory experience in osteopathies clinic.

Osteodensitometry equipment QDR-1000/W (Hologic, USA) was used to measure projection bone mineral density (BMD, g/cm2), and bone mineral content (BMC, g) which is identified as bone mass, in different segments of the skeleton. The local analysis of the whole body scans consisted of BMD and BMC determination in the skull including cervical vertebra, hands, ribs, dorsal and lumbar spine, pelvis, and legs. The analysis was performed with the Whole Body V5.47 program. The lumbar spine and proximal hip were investigated by the high resolution program of subregional (local) analysis.

As it was shown earlier, directivity and magnitude of BMD changes and their sites depends on their location relative  to the gravity vector, biomechanical profile and type of tissue structures. Reduction of bone mass (BMD) was consistently  reduced in segments of the lower skeleton, where mean loss of mineral density during flight amounted to  -5.63+0.817% in lumbar vertebrae, -8.17+1.24% in the proximal hip, neck of the hip in particular: and –11.99+1.22% in pelvic bones (BMC).

In segments of the upper skeleton (head, arms, ribs, sometimes cervical and thoracic spine) BMD (in bones of skull - BMC) changes were either absent or  had a well-marked positive trend. This phenomenon is considered as a secondary reaction to the body fluid redistribution headword under the conditions of microgravity. Considering the hypothesis about possible introcranial pressure rise in the zero gravity of  and data attesting stimulating effects of local venous pressure on osteogenesis, a supposition can be made that the observed phenomenon reflects the situation favorable to mineral cumulation in bone tissue and, possibly, in soft tissues of the head.

The high interindividual differences in directivity and magnitude of cosmonauts bone mass changes due to obviously on heredity. Indeed, the modern literature gathers more and more data which allow to associate width of the normal range with polymorphism of genes responsible for syntheses of bone matrix, vitamin D receptors, interleikin-6, and collagen type-1 in particular, and, possibly, collagenase and receptors of estrogen. Moreover, “predisposition” to bone loss, osteoporosis and fractures risk is also associated with different polymorphisms of these and some other genes 

The clinicophysiological evaluation of the discovered changes takes into account the WHO classification differentiating osteodeficits in humans by BMD as “normal –osteopenia –osteoporosis” [21]. On this basis it is possible to say that group mean bone mass reduction in the lower skeleton of cosmonauts after flight do not, as a rule, go beyond the norm limits i.e. BMD do not decrease below 1SD of the peak bone mass in youth (Т-scale according to the WHO classification). Individual analysis allows to reveal after flight , mainly in cosmonauts with low preflight bone mass, lumbar vertebrae BMD reduction beyond the score of –1SD , but not lower than -2.5SD on Т-score, qualified as local osteopenia.

BMD recovery in cosmonauts after 5 to 7-month flights occurs spontaneously in the process of rehabilitation actions and requires presumably fairly much time (1 – 3 years). However, this recovery rate should be considered sufficiently high because in clinic osteoporosis progressive at this or slower rate would not recover even under significant therapeutic treatment.

Are considered a biomechanical and metabolic hypothesis of a genesis of observed changes, having as a whole physiological character and intimations of adaptive reactions. With this purpose was performed the analysis of probable participation of different levels and mechanisms of a regulation of bone tissue metabolism: the intrinsic bone tissue, suspected composite nature of redistribution Са2+ between crystalline structure, labile pool of amorphous calcium and interstitial liquid, tissue (out of bone) and system, where have to distinguish hierarchy of interdependent systems fluid volume, osmotic and ions regulation and conjugate with that a system regulation of Calcium exchange by bone effecting hormones (parathormone, calcitonin, calcitriol and other).

The conducted analysis of results of our researches and literary data allows according to the biomechanical hypothesis to suppose, that the primary (initiating) reactions develop on local (the bone tissue) level. So it is possible to suppose, that marked in experiments with animal on biosatellites "Cosmos" the decrease of strength of bones at invariable mineral parameters at early stages of flight (about 3 weeks) can be connected to changes of the physic-chemical parameters of adhesion of a «collagen - crystal». The phenomenon, observed in the same experiments, of inhibition of early stage of osteoblasts differentiation [22], which can be realized by participation of local factors of a regulation, is considered as a consequent of a deficit of mechanical (deformation) load and, than, conducts to decrease of osteogenesis rate during adaptive remodeling of bone tissue. Such phenomena at a tissue level in combination to high rate of it developing can to be the cause of change of the «qualities of a bone», that in many respects, both with value of bone mass, determines probability of fracture.

The results on biosattelites bone tissue investigation are interpreted as “sitespecifical”. These are suggested the presumable or initially local causes of bone changes. That, in turn, way reflect the phenotypical peculiarities of skeletal organs [8], which are the amount and space distribution of noncollagen proteins in different skeletal structures. The last are responsible for bone cells interaction and regulation of sensitivity to external factors including the mechanical load .

At present, wide recognition and experimental evidence receives the opinion according to which the reaction of bone tissue in space flight is to a considerable extent determined by local factors of bone metabolism.

Data on changes in the bone cells activity ex vivo have been sustained  by results of in vitro culture studies of  following exposure to microgravity. Investigations of cultures of embryonic mice bone showed reduction of osteoid mineralization velocity and glucose consumption by the culture and simultaneous increase in mineral resorption after space flight. Syntheses of type-1 collagen and alkaline phosphatase was  also found to slow down in the culture of preosteoblast-like cells (line MN-7) under the influence of microgravity. Studies with the culture of cartilaginous cells on the MIR station demonstrated shrinking of colonies, degradation of mechanical stability of the cultural structure and suppression of glucoseaminoglicanes syntheses (Freed). The data can infer local suppression of osteoblast histogenesis under the conditions of microgravity.

On the other hand, some changes of tissue (out of bone) factors for example, decrease of calcium - adhesion capacity of blood proteins, decreasing of Calcium absorbtion in intestine and reabsorbtion in kidney [10] and also the some phases of rearrangement of systems of fluid volume and ions regulation (as outcome of reallocating of fluid volumes) can instigate mobilization of the Calcium from a bone for the stabilization of its concentration in a blood, thereby augmenting general bone tissue loss.

On the basis of this data analysis the hypothesis about a genesis of osteopenia is formulated: the loss of bone mass in a space flight is conditioned predominantly by local inhibition of a bone formation owing to deficit of the mechanical stimulation of bones and relative (or absolute) activation of the resorption, which initiated by rearrangement of the fluid and ion regulation system, that, in turn, connected with reallocating of body organism to the cranial direction.

The analysis of data obtained has revealed some of problems that requiring solution. The absence of the normative data about mineral density of a lot of parts of the skeleton actuates researches, directional on formation of the Russian national population BMD and BMC norms. High personal variability of changes of bone mineralization parameters makes indispensable looking up of genetic criteria for the forecast of risk of osteopenia development. The considerable complexity of biomechanical interpretation of the data or forecast of risk of bone fracture, which one is according by an in essence non-linear interconnection «mineralization - mechanics» and possible changes of “bone quality” in space flight, leads especially researches.

In conclusion it is possible to presume that bone gravitational physiology expands our notion about pathogenesis of osteoporosis on Earth. There are ground to believe that one of the main causes of some types of osteoporosis (senil, immobilization, posttraumatic) may be the inhibition of the early stage of osteoblast differentiation . It may suggest the preference of osteogenesis stimulation by pharmacology in therapy of above mentioned types of osteoporosis.

2.1.7. ГРАВИЧУВСТВИТЕЛЬНОСТЬ ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА IN VITRO

К настоящему времени не вызывает сомнения влияние измененной гравитации на состояние различных физиологических систем организма человека. Исследования, проведенные в модельных экспериментах и в условиях реального космического полета, свидетельствуют, что, вряд ли найдется система, неизменно функционирующая в условиях моделируемой и реальной микрогравитации. Однако вопрос о механизмах влияния гравитационного фактора на организм человека на клеточном уровне до сих пор остается открытым.

Известно, что одним из эффектов микрогравитации является перераспределение крови в организме, снижение объема циркулирующей крови и изменение регуляции сосудистого тонуса, что, в свою очередь, проявляется в последующем ортостатической неустойчивостью и снижением физической работоспособности. Одной из причин этого явления считается изменение реактивности периферических сосудов, в котором непосредственно участвуют клеточные элементы сосудистой стенки. 

Именно эндотелий является одним из основных регуляторов сосудистого тонуса (через его взаимодействие с сосудистыми гладкомышечными клетками) и, следовательно, может играть не последнюю роль в поддержании нормального функционирования сердечно-сосудистой системы в условиях невесомости. С другой стороны, общая масса эндотелиальных клеток (ЭК) в организме взрослого человека достаточно велика и может достигать 1.5 кг. Это позволяет сравнивать эндотелий с такими органами, как печень, легкие и т.д. Кроме того, эндотелий является не только мишенью большинства из известных биологически активных соединений, но и способен продуцировать многие из них, активно влияя как на локальные реакции, так и на состояние организма в целом. Тем не менее, несмотря на, казалось бы, очевидную необходимость изучения возможных реакций эндотелия на измененную гравитацию, подобная информация на сегодняшний день в литературе отсутствует. Между тем, исследования в этой области могли бы не только расширить сложившиеся представления о клеточной биологии эндотелия и сосудистой стенки человека, но и помочь в разработке комплекса мер по устранению негативного воздействия невесомости на сердечно-сосудистую систему космонавтов.

Цели данной работы включали: - разработку культуральной модели, позволяющей исследовать реакции эндотелия человека на измененную гравитацию и, поиск ответа на вопрос, –  способны  ли эндотелиальные клетки  воспринимать гравитационный стимул?

В ходе серии пилотных экспериментов была разработана модель, позволяющая культивировать ЭК человека в условиях гипогравитации и исследовать морфо-функциональные изменения эндотелия на разных стадиях формирования монослоя. В качестве объекта исследования была выбрана культура ЭК пупочной вены человека. Методики выделения ЭК и основные приемы, используемые при работе с клетками, были подробно описаны ранее. Клетки культивировали до образования монослоя в СО2-инкубаторе (5% CO2, 95% воздух, влажная атмосфера) при +37оС. Конфлуэнтные первичные культуры ЭК снимали трипсином-ЭДТА (GIBCO) и пересевали с разведением 1:10 в покрытые желатиной (Sigma) культуральные флаконы с площадью поверхности 25 мм2 (Costar). Через 18 часов среду культивирования заменяли на свежую. При этом, флаконы заполняли средой полностью, не оставляя пузырьков воздуха, после чего дополнительно герметизировали эластичной пленкой "Парафильм" и закрывали крышками. 

Постоянное изменение вектора гравитации создавали с помощью горизонтального клиностата с частотой вращения 3 – 5 об/мин. Клиностатирование клеток осуществляли на протяжении 7 – 15 суток непосредственно в СО2-инкубаторе. Состояние культур контролировали с помощью фазово-контрастной компьютерной видео-микроскопии (Diaphot-TMD, Nikon). 

Первая и, пожалуй, основная проблема, с которой столкнулись авторы, – необходимость дополнительной отработки адекватных контролей. Это связано с тем, что в ходе клиностатирования помимо самого эффекта измененной гравитации присутствует, на первый взгляд несущественный, эффект постоянного перемешивания среды культивирования, особенно заметный при длительных экспериментах. В статической культуральной системе, обычно используемой при работе с прикрепленными к подложке клетками, культуры достаточно быстро "кондиционируют" тонкий слой среды. Это связано, во-первых, с утилизацией содержащихся в ней питательных веществ и, во-вторых, с секрецией в среду продуктов клеточного метаболизма, в том числе биологически активных (цитокинов, ростовых факторов и т.п.). При этом даже при использовании избыточных (в пересчете на число клеток) объемов среды в статических условиях культуры реально используется лишь ее незначительная "донная" часть. Поэтому, для преодоления данного артефакта перемешивание среды культивирования в ходе длительных экспериментов становится необходимым. Для этого использовали платформу горизонтального ротатора с достаточно высокой частотой вращения (50 – 80 об/мин). Ротатор периодически (через 1 – 2 часа) включается на 1 – 2 минуты с помощью электронного таймера. При отсутствии в системе пузырьков воздуха скорость движения среды минимальна и действие фактора потока жидкости нивелировано, несмотря на высокую частоту вращения ротатора. Это подтверждается отсутствием волокон напряжения (stress fibers), характерных для клеток, активированных потоком жидкости в открытой культуральной системе. 

Известно, что одним из наиболее изученных проявлений ответа эндотелия на измененное микроокружение является изменение скорости пролиферации клеток. В совокупности с данными, полученными при исследовании эффектов гипо- и микрогравитации на пролиферативную активность других типов культивируемых клеток, это позволяет предположить, что если ЭК чувствительны к гравитационному стимулу, они должны отвечать соответствующим изменением скорости роста. Для проверки данного предположения нами были исследованы некоторые параметры пролиферации и формирования монослоя в культуре ЭК в условиях длительного клиностатирования.

Полученные данные свидетельствуют, что скорость роста ЭК значительно (в среднем в 2 раза, различия статистически достоверны) снижена при воздействии гипогравитации по сравнению с контролем. Аналогичная закономерность была выявлена и при пассировании культур, формирование монослоя в которых происходило в условиях предшествующей гипогравитации: сниженная пролиферативная активность ЭК в условиях гипогравитации сохраняется на протяжении всего времени субкультивирования.

Морфологический анализ культур позволил выявить еще одну интересную особенность формирования монослоя при клиностатировании. Клетки, растущие в условиях гипогравитации, выглядят более распластанными и достигают состояния преконфлуэнтного монослоя  при более низкой плотности, чем контрольные. Однако, в последующие несколько суток плотность таких культур продолжает нарастать, и они практически догоняют контрольные. Максимальная плотность эндотелиальных монослоев, сформированных в контрольных культурах и культурах в условиях клиностатирования, по результатам нескольких экспериментов достоверно не отличается и составляет 750-800 клеток на 1 мм2. Возможно, сниженные темпы роста ЭК в условиях гипогравитации несколько компенсируются увеличением степени распластанности клеток, что способствует более раннему формированию межклеточных контактов, необходимых для нормального функционирования эндотелия.

Таким образом, проведенное исследование показало, что пролиферативная активность эндотелия человека снижается в условиях длительного клиностатирования по сравнению с традиционными условиями культивирования. Полученные результаты  свидетельствуют, что, наряду с чувствительностью к механическим факторам, эндотелий человека способен к восприятию гравитационного импульса. Кроме этого, выявленное изменение степени распластанных клеток под воздействием гравитации позволяет думать об изменении структур цитоскелета.

Для визуализации актиновых филаментов (F-актина) клетки фиксировали 4 %-ным параформальдегидом на фосфатном буфере Дульбекко с добавлением 1 % тритона Х-100 и окрашивали РИТЦ-фаллоидином. После отмывки и заключения в Мовиол (Fluka) препараты исследовали и фотографировали на флуоресцентном микроскопе Photomicroscope-III (Opton). Для изучения миграционной активности клеток была использована хорошо зарекомендовавшая себя ранее модель репарации механически поврежденного монослоя. Стадии реэндотелиализации поврежденного участка контролировали с помощью фазово-контрастной компьютеризированной видео-микроскопии (Diaphot-TMD, Nikon). 

Было показано, что в контрольных конфлуэнтных культурах ЭК F-актин был представлен организованной сетью филаментов, расположенных преимущественно в периферической части цитоплазмы и направленных вдоль границ клеток. Уже через 1-2 ч после начала клиностатирования актиновый цитоскелет претерпевает ряд заметных изменений: филаменты истончаются и начинают перераспределяться в область межклеточных контактов. На протяжении 6-12 ч центральная часть клеток практически освобождается от актиновых фибрилл и волокон напряжения. В то же время в краевой зоне формируется непрерывная линия F-актина, четко контрастирующая границы клеток. В последующие 12-24 ч существенных изменений не происходит. В течение всего указанного промежутка времени в цитоплазме также выявляются глыбки деполимеризованного актина.

В большинстве ЭК описанные изменения цитоскелета сопровождаются формированием так называемого "волнистого края" (ruffled edge), обогащенного F-актином. Поскольку и утрата волокон напряжения и формирование волнистого края способствуют усилению клеточной подвижности, нами была исследована миграционная активность клеток на модели механически поврежденного монослоя.  В течение первых 30 мин в опытных культурах происходит активная миграция ЭК в область повреждения, сопровождающаяся репарацией до 50% деэндотелиализованного участка. В эти же сроки в контроле наблюдается лишь незначительная миграция клеток. Различия в миграционной активности культур сохраняются и в последующие 2-3 ч . 

Сходные с представленными изменения организации актинового цитоскелета ЭК, степени распластанности клеток и скорости репарации механически поврежденного монослоя были описаны нами ранее в ответ на добавление цАМФ-повышающих препаратов. Поэтому, полученные результаты позволяют предположить, что воздействие  гипогравитации на эндотелий человека связано с изменением активности систем вторичных посредников, в частности, аденилатциклазы и сопровождается изменением многих звеньев клеточного метаболизма.  

Известно, что миграционная активность, адгезия и межклеточное взаимодействие связаны со способностью клеток экспрессировать на поверхности молекулы адгезии. Именно поэтому была поставлена цель изучить экспрессию на поверхности ЭК представителя семейства селектинов - Е-селектина, и двух представителей семейства иммуноглобулинов – ICAM-1 и VCAM-1. Известно, что разные классы молекул клеточной адгезии ЭК способны взаимодействовать с соответствующими рецепторами на поверхности гетерологических клеток, например, лимфоцитов. В различных комбинациях эти и другие синтезируемые обоими клеточными типами биологически активные субстанции способны определить как направленность, так и интенсивность межклеточных взаимодействий.

С помощью гистохимических методов и антител с флюоресцентной меткой было показано, что контрольные клетки не содержали Е-селектин и VCAM-1, но были ICAM-положительны. Уже через 6-8 часов клиностатирования содержание ICAM-1 достоверно возрастало. Кроме того, гипогравитация потенциировала эффекты цитокинов (TNF-(, интерлейкин-1) на экспрессию ICAM-1. Клиностатирование само по себе не влияло на экспрессию Е-селектина и VCAM-1, однако, при этом происходило уменьшение экспрессии молекул адгезии при активации эндотелия цитокинами.

Поскольку обнаруженная модификация плотности молекул адгезии на поверхности ЭК должна приводить к изменению адгезивных свойств эндотелия в отношении клеток крови, эти свойства были исследованы в отношении ко-культуры лимфоцитов периферической крови человека. Эксперименты показали, что как контрольные, так и клиностатированные культуры слабо поддерживают спонтанную адгезию лимфоцитов. После стимуляции лимфоцитов ФГА степень их адгезии на поверхности эндотелия возрастала в 15-20 раз. Взаимодействие не стимулированных лимфоцитов с ЭК, стимулированными цитокинами, была более заметной, но подавлялась при длительной гипогравитации. 

Обнаруженные при длительном клиностатировании изменения экспрессии клеточных молекул адгезии могут двояко модифицировать адгезивные свойства клеток. С одной стороны, снижение экспрессии Е-селектина негативно влияет на первые этапы клеточного взаимодействия эндотелия с лимфоцитами, поскольку снижается чувствительность распознавания. С другой стороны, постоянное изменение вектора гравитации потенциирует эффекты цитокинов и стимулирует экспрессию ICAM-1 – рецепторов CD11a/CD18 на мембране лейкоцитов. Теоретически это может приводить к увеличению адгезии активированных клеток, но практически не проявляется. Причиной этого может быть то, что уровень базальной адгезии практически близок к нулю, и в этих условиях способность лимфоцитов к адгезии может проявиться только после дополнительного внешнего воздействия.

Полученные результаты, а также данные других авторов [19] свидетельствуют о том, что гравитационный стресс существенно меняет подвижность механочувствительных клеток в культуре, экспрессию молекул адгезии и межклеточное взаимодействие. Таким образом гравитационные эффекты могут проявляться не только в изменении цитоскелета [20], но и рецепторных структур на поверхности клетки, приводящих к модификации взаимодействия гомо- и гетерологических клеток. Возможная модификация эндотелиальных клеток в условиях микрогравитации может приводить к изменениям регуляции сосудистого тонуса и иммунологических реакций во время длительного космического полета

GRAVISENSITIVITY OF THE CULTURED HUMAN VASCULAR ENDOTHELIUM

It is well known that one of the effects of microgravity on human physiology is blood redistribution and changes of vascular tone regulation. Results of some studies point on the participation of vascular wall cellular elements, particularly – endothelium, in formation of organism reaction to microgravity. Endothelial cells (EC) are highly sensitive to mechanical influences such as hemodynamic conditions or pulsatile stretch. However, it is still unknown, how endothelium responds to the changed gravity, and does the sensitivity of EC to gravitational stimulus really exist. 

The main aims of this study were: – the development of experimental model, allowing to study functional parameters of human endothelial cells in hypogravity conditions in vitro; – the verification of existence of endothelial sensitivity to gravitational microenvironment. Obtained results suggest that human endothelium is highly sensitive to hypogravity and responds by significant decrease of cell proliferative activity.

In the course of pilot experiments the model of human umbilical vein EC culture at changed gravity vector (long-term clinorotation) was designed allowing studying morphological and functional changes of endothelium at different stages of monolayer formation. Cell isolation and culture techniques were described earlier. Cells were cultured up to confluence in humidified СО2-incubator (+37оС, 5% CO2). The confluent primary cultures were harvested with Trypsin-EDTA (GIBCO) and passaged 1:10 in gelatin-coated T-25 culture flasks (Costar). Culture flasks were filled completely by fresh medium after 18 hours, without leaving air bubbles, than additionally sealed by Paraffin tape and locked by screw caps.

The constant changes of vector gravity  were created using horizontal clinostat at 5 RPM. Cell rotation was performed during 7 - 15 days directly in СО2-incubator. The cell morphology was controlled by phase-contrast video-microscopy (Diaphot-TMD, Nikon). For cell counts and growth curves generation the hard copies of 10-15 random fields of view (1 mm2 each) were operated. 

The first and, probably, the main problem, which the authors have met – the necessity of additional adequate control development. This was related with, at first thought unessential, effect of constant medium mixing in the course of cell clinorotation, the most observable in prolonged experiments. In the steady-state cell culture system usually used for attached cells the cultures quickly "condition" the culture medium. This is related, first, with utilization of its nutrients and, second, with the secretion in the medium of cell metabolism products, including biologically active (cytokines, growth factors, etc.). Even in excessive (in the recalculation on the cell number) amounts of culture medium in static conditions of culture only its small "bottom" part is really used. So, to avoid this artifact the mixing of culture medium in the course of long experiments becomes necessary. We used the platform of horizontal orbital shaker with relatively high rotation speed (80 RPM). Periodically, the rotator is turned on for 1 - 2 minutes every 1 - 2 hours) by means of the electronic timer. In the absence of air bubbles in the system the medium flow and the direct action of this factor on cells are minimal in spite of high rotation speed. This is confirmed by the results of actin cytoskeleton staining: the appearances of stress fibers typical for flow-activated EC, does not occur. 

It is well known that the changes of cell proliferation are one of the firsts and the most studied events of endothelial reaction to changed microenvironment. In couple with data obtained in studies of hypogravity effects on proliferative activity of other cell types [4-9], this allows to expect that, if EC are sensitive to gravitational stimulus, they must answer by corresponding changes of proliferative activity. To check this hypothesis, we have studied some parameters of human EC proliferation and monolayer formation during clinorotation.

The obtained results suggest that the proliferative activity is significantly (at mean twice) inhibited in EC cultures exposed to hypogravity as compared to that of control cells. Similar situation was also found in subcultures the monolayer formation in which occurred in conditions of preceding hypogravity. Morphological analysis of cultures has allowed the interesting feature of monolayer formation in experimental cells. EC growing in hypogravity conditions looks more spreaded and reaches the conditions of preconfluent monolayer at lower density, than control those. However, in the few following days the density of these cultures continues to increase and they practically reach control monolayers. The maximal EC density in confluent monolayers formed in control and exposed to hypogravity cell cultures did not differ significantly and was equal to 750-800 EC/mm2. Possibly, the decreased proliferative EC activity in hypogravity is temporarily compensated by cell spreading which leads to earlier formation of intercellular contacts required for normal endothelial functioning.

Obtained results suggest that, side by side with the sensitivity to mechanical factors, the human endothelium fits for the recognition of gravitational microenvironment. Moreover, the increased degrees of cell spreading under hypogravity allows to suspect a specific reorganization of cytoskeletal structures which, in turn, opens broad prospects in further investigations of this phenomenon, both in vitro, and in vivo. 

Actin filaments (F-actin) were visualized by RITC-phalloidin staining and fluorescent microscopy. In brief, EC were washed by EBSS, fixed in 4% paraformaldehyde and permeabilized by 0.2 % Triton X-100 in Dulbecco's PBS. Stained cells were studied and photographed on Opton Photomicroscope III through 40X-oil immersion objective.To study EC migration activity, the wound-healing model was utilized. Confluent monolayers of control or pre-exposed to hypogravity EC were mechanically injured by nylon filament. The cell morphology and steps of re-endothelialization were controlled by phase-contrast video-microscopy (Diaphot-TMD, Nikon). 

As soon as after 1-2 hrs from the start of clinorotation the cell cytoskeleton displayed dramatic changes related with actin filament thinning and their redistribution to cell borders. In the following 6-18 hrs the central area of ECs became practically free of actin fibers while the formation of a continuous F-actin band at intercellular contact area was clearly seen. By this time, the presence of depolymerized F-actin could be observed in the cell bodies. In the next 12-24 hrs actin re-organization stabilizes. In some of cells, the described changes were paralleled by the formation of "ruffled edges" enriched in F-actin. 

Since both the loss of stress fibers and the ruffled edge formation are inversely proportional to the cell migrating activity, this parameter was studied in the wound-healing model. In experimental cultures as soon as in the first 30 minutes, the active EC migration begins from both edges leading to repair of up to 50 % of injured zone. Simultaneously, in control, only insignificant cell migrations could be observed. The differences between groups remain in the following 2-3 hrs of experiment. 

It was described previously the changes of EC morphology, actin cytoskeleton organization and monolayer repair in response to the addition to cultured cells of cAMP elevating compounds. Therefore, the experimental results obtained in this study license to propose that the reaction of human endothelium to hypogravity is, likely, related with modified activity of second messenger systems, particularly adenylate cyclase and/or protein kinase C, and involves many aspects of cell metabolism. In conclusion, our data and results of other investigators clearly shown the different elements of cytosceleton involve in early phase of cell adaptation to gravitational stress.

The shifts in cell migration and cytosceleton lead to changes in cell interaction, for example between endothelium and circulating lymphocytes. Focal adhesion of immune cells to the endothelium followed by their transmigration into subendothelial space is a hallmark of several inflammatory and immune disorders. Endothelial cells participate in these events producing soluble and membrane-associated mediators able to activate blood cells functions including adhesion. In response to certain mediators, ECs redistribute cell adhesion molecules (CAMs) from storage granules or biosynthesize new proteins over a period of minutes to hours. The two families of endothelial CAMs that participate in these vital processes are the selectins, namely E-selectin (formerly ELAM-1), P-selectin (GMP-140, CD62P), and L-selectin (Mel-14, LAM-1), as well as the immunoglobulin (Ig) superfamily, which includes ICAM-1 and ICAM-2, VCAM-1 and PECAM-1. These structures play a role of receptors for corresponding ligands (counter-receptors) on the leukocyte surface. Lymphocytes bind and migrate across endothelium using, preferentially, CD11a/CD18 – ICAM-1 interaction; utilization of other receptor-ligand pairs, including VLA-4 – VCAM-1, permit them to bind to ECs in the absence of CD11a/CD18, however, this interaction appears to play a less important role in subsequent transendothelial migration [18]. In this part of investigation we have focused our interest on the expression of endothelial CAMs and EC-leukocyte interaction in changed gravitational environment.

Human peripheral blood lymphocytes (PBLs) were isolated from heparinized blood by centrifugation on lymphocyte separation medium (LymphoSep, ICN). The mononuclear-rich interface was collected, washed twice with RPMI-1640 medium and resuspended in RPMI-1640 medium with 10 % FBS. A half of PBLs was activated by the addition of phorbol ester PMA (Sigma, 10-8M). Leukocyte suspensions were added to endothelial cultures and co-incubated for 30 min at 37˚C. Then, unadherent cells were gently washed out; cultures were fixed in 2.5% glutaraldehyde on Dulbecco's PBS, stained according to Giemsa, and examined in video-enforced Nikon Diaphot-TMD microscope. The surface expression of endothelial E-selectin, ICAM-1, and VCAM-1 was studied using either avidin-biotin-peroxidase techniques or flow-cytometry. 

It was shown that EC cultures growing in standard conditions were formed by densely packaged polygonal or slightly elongated cells. After 24 hrs of clinorotation, practically all cells became polygonal, and the monolayer appeared more accurate. However, cell density was not affected and was equal to 805+54 and 814+61 ECs/mm2 (control vs clinostat). Control ECs, growing in static conditions, did not contain on their surface detectable amounts of E-selectin or VCAM-1 but were ICAM-1 positive. The addition of inflammatory cytokines, interleukin-1 or TNF-α (5-10 U/ml) within 6-8 hrs induced the appearance of E-selectin and VCAM-1, and leaded to significant increase of ICAM-1 expression.  

After 12-24 hrs of clinorotation the cells were still E-selectin and VCAM-1 negative. However, the expression of ICAM-1 increased significantly, even without any additional cell stimulation. The strongest staining and fluorescence intensity were observed in EC cultures exposed to hypogravity in the presence of TNF-α. At the same time as hypogravity stimulated spontaneous and potentiated cytokine-induced expression of ICAM-1, its action on E-selectin and VCAM-1 expression in TNF-α co-stimulated cells was opposite. In response to low cytokine concentrations (5-10 U/ml), both the number of positively stained cells and fluorescence intensity were reduced under clinorotation comparing to static control cultures activated by the same doses of agent. 

Lymphocytes poorly interacted with control ECs, and practically no adherent cells (less than 1 PBL per 10 ECs) were seen in clinorotated cultures. Activation of blood cells with phorbol ester PMA increased their ability to interact with endothelium, especially, in cultures exposed to hypogravity (1.45+0.13 PBLs/EC vs 1.19+0.13 in control). The stimulation of endothelium by TNF-α also enhanced PBL adhesion, however, in this case, unactivated leukocytes preferentially attached to control, and PMA-activated – to clinorotated cultures

Thus, hypogravity specifically alters the expression of endothelial CAMs and modifies cell adhesive parameters. On the one hand, the detected decrease of E-selectin expression has negative consequences for initial steps of cellular communication of endothelium with native leukocytes since the mechanism of recognition selectin-carbohydrate fails down. On the other, – hypogravity potentiates the effect of inflammatory cytokines and stimulates itself the expression of ICAM-1 – receptor for CD11a/CD18 on leukocyte membrane. Theoretically, it might increase the adhesion of activated PBLs but, practically, has no effect by the same reason: the basal adhesion is close to zero, and there is no way to be physiologically activated. In these conditions, the full capacity of lymphocyte to adhere to endothelium is achieved only after external stimulation. 

The presented results shown that long-term gravity de-orientation of mechanosensitive cells leads to re-organization cultured cell monolayer and cytosceleton morphology, changes of cell adhesion molecules expression and cell interaction in vitro. The possible cell modification in microgravity could be involve to changes in vessel tone regulation and immunological disorders during long-term space fligths.
2.1.7. Исследование влияния условий невесомости на постэмбриональное 

 развитие  птенцов японского перепела

Первые эксперименты по изучению влияния условий космического полета на эмбриональное и постэмбриональное развитие японского перепела были проведены в 1990 и 1992 годах на орбитальном комплексе (ОК) «Мир». В этих экспериментах была показана возможность получения нормальных жизнеспособных птенцов японского перепела в невесомости. Полученные результаты позволили сделать вывод о том,  что невесомость не оказывает непосредственного влияния на протекание морфогенетических процессов на протяжении всего цикла развития эмбрионов японского перепела. Однако первое появление новорожденных птенцов японского перепела в условиях невесомости выявило новую проблему в гравитационной биологии – проблему адаптации новорожденных организмов к среде, где отсутствует вектор гравитации. Исследования поведения новорожденных птенцов японского перепела в условиях невесомости показали, что они не могут самостоятельно существовать в агравитационной среде. Наблюдения за поведением птенцов, показали, что все их врожденные инстинкты могут реализоваться только в случае их ориентирования в пространстве. В условиях Земли основным фактором, обеспечивающим ориентацию птенцов, является гравитация. Ее отсутствие с первых минут жизни вне яйца приводит к полной дезориентации птенца, что влечет за собой обесценивание врожденных двигательных инстинктов. Частичная компенсация отсутствия гравитационного фактора с помощью плотной фиксации птенцов в пространстве (в лотке инкубатора или в руке космонавта) позволяет им сохранить некоторые врожденные инстинкты (склевывание корма, нахождение взглядом твердой поверхности и попытки с помощью движения крыльями достичь этой поверхности). Это позволило предположить, что наличие специальных устройств и приспособлений  для сохранения ориентации птенцов в пространстве, сделает возможным содержание птенцов в условиях реального космического полета.

В 1999 году на борту ОК «Мир» в рамках программы полета словацкого космонавта в совместном российско-словацком эксперименте «Перепел СК-6» была предпринята попытка использования искусственной силы тяжести, как фактора способного обеспечить выживание и последующую адаптацию птенцов японского перепела в условиях невесомости. 

Для проведения эксперимента перепелиные яйца, инкубированные на Земле до 13 и 14 суточного развития эмбрионов, в количестве 60 штук (по 30 яиц на каждый срок), были доставлены на борт ОК в транспортном инкубаторе, обеспечивающем необходимые условия инкубирования (температура - 37,5(0,5 0С, влажность 65(5 %). После овоскопирования целые яйца в количестве 56 штук (27 яиц первого срока и 29 яиц второго срока) были переложены в прибор «Инкубатор–1М» для дальнейшего инкубирования на борту ОК «Мир» с целью выведения птенцов. Для содержания птенцов на борту ОК «Мир» словацкие специалисты изготовили и поставили на борт центрифугу, в которой были размещены 12 индивидуальных блоков содержания птенцов (БСП): 6 птенцов на уровне 0,4g и 6 - на уровне 0,8g. (рис.1) .

Для проведения исследований поведения птенцов в условиях искусственной силы тяжести по программе эксперимента сразу после вылупления первые двенадцать птенцов были пересажены в индивидуальные клетки БСП. К сожалению, из-за неисправности БСП их пребывание в условиях искусственной силы тяжести составило 15 часами. После чего птенцы были пересажены в ячейки «Инкубатора 1-М», где и находились до окончания эксперимента. Вылупившиеся птенцы находились в условиях невесомости от 4 до 5 суток. В этом эксперименте впервые живые птенцы японского перепела были доставлены с орбиты на Землю

Экспериментальный материал для исследований был представлен 10 птенцами, возвращенными  на Землю  в контейнерах возврата птенцов (КВП)  и 20 птенцами,  погибшими
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на борту ОК «Мир» и зафиксированными в спирто-глицериновой смеси. Исследование живых птенцов полетной группы было проведено через 10 часов после приземления спускаемого аппарата космического корабля «Союз-ТМ». 

В лаборатории ГНЦ РФ-ИМБП РАН была проведена видеозапись поведения трех птенцов японского перепела, доставленных на Землю с борта ОК «Мир». 

В методику обработки биологического материала входили:

· визуальный осмотр птенцов с подробным описанием особенностей  их развития;

· проведение паталого-анатомического вскрытия с взятием образцов органов и тканей на гистологические исследования;

· выделение нижних конечностей для изучения развития опорно-двигательного аппарата птенцов. 

Образцы биологического материала, зафиксированные на борту ОК «Мир», дофиксировали и обезвоживали с последующим окрашиванием костной и хрящевой тканей по методу  Dawson /6/.
В эксперименте «Перепел СК-6», к сожалению, по техническим причинам не удалось провести весь объем запланированных исследований. Птенцы японского перепела после вылупления на борту ОК «Мир» находились в условиях искусственной силы тяжести только 15 часов, поэтому ответа на главный вопрос, сможет ли искусственная сила тяжести обеспечить условия для нормального постэмбрионального развития новорожденных организмов в невесомости, получено не было. Однако, несмотря на это, данный эксперимент имеет большое значение для изучения онтогенеза птиц в агравитационной среде. В эксперименте еще раз была показана возможность выведения птенцов в невесомости из яиц, доставленных с Земли. При этом для выведения птенцов были использованы перепелиные яйца, прошедшие более 2/3 времени инкубации на Земле, а эмбрионы находились на такой стадии развития, когда их чувствительность к неблагоприятным факторам среды очень высока. Несмотря на это, выводимость птенцов оказалось значительно больше прогнозируемой (табл. 1). Средняя выводимость птенцов составила 64,3%. Птенцы вылуплялись на 17,5-18 сутки, что соответствует  норме развития. Выведение птенцов было активным. Из таблицы видно, что выводимость птенцов из яиц первого срока составила 77,8%, а из яиц второго срока - 51,7%.

При проведении исследований поведения птенцов, доставленных с орбиты на Землю, были обнаружены существенные изменения: отказ от пищи и воды, неуверенность в движениях. Обращала на себя внимание ненормальная поза птенца в покое: голова опущена на уровень лап и наклонена влево. При движении у птенцов наблюдалась крайняя дискоординация: ходьба шаткая с опрокидыванием тела вперед или назад, падение на правый или левый бок. Крылья птенцов не были прижаты, как обычно, к туловищу, а несколько отставлены в сторону. При хождении фаланги пальцев птенцов были согнуты. При подбрасывании вверх птенец приземлялся на заднюю часть тела, а не на лапы. К сожалению, наблюдения за поведением птенцов в условиях земной гравитации составили только 1,5 часа, так как они стали погибать.

Таблица 1

Результаты инкубирования яиц японского перепела на борту ОК «Мир» в эксперименте «Перепел-СК6»

	     Сроки развития эмбрионов

в  перепелиных яйцах 
	Заложено яиц на инкубирование
	Вывелось птенцов  
	Количество погибших

эмбрионов
	Яйца с про-

клюнутой

скорлупой

	
	
	шт.
	%
	
	

	14 суточные эмбрионы
	27 шт.
	21
	77,8%
	6
	0

	13 суточные эмбрионы
	29 шт.
	15
	51,7%
	6
	8


При визуальном осмотре птенцов из полетной группы не было обнаружено каких-либо отклонений в их развитии. Однако следует сказать, что по внешнему виду эти птенцы отличались от птенцов из контрольной группы: оперение эмбриональное (пух), на лапах следы мекония, мышцы тела вялые, особенно шейные. Биометрические исследования птенцов из полетной группы показали, что птенцы  сильно истощены. Вес птенца в полетной группе в среднем составил 5,8 (0,7 г, тогда как масса тела контрольного птенца в среднем равнялась 8,2(0,1 г. Это было обусловлено тем, что вылупившиеся в невесомости птенцы не могли самостоятельно кормиться и для питания полетные птенцы использовали только оставшиеся запасы желтка, втянутого в брюшную полость перед вылуплением из яйца. 

Исследование состояния опорно-двигательного аппарата у птенцов, развивавшихся в отсутствии функциональной гравитационной нагрузки с момента рождения, представляет большой интерес. Были проведены морфологические исследования нижних конечностей у 14-ти и 16-ти суточных эмбрионов, а также у птенцов, проживших в невесомости 4-5 суток. В наземных условиях скелет конечностей эмбрионов к 14-ти суткам полностью сформирован и анатомически соответствует строению скелета взрослой птицы. В этот период происходит кальцификация хрящевого стержня путем откладывания извести в межклеточное пространство и внутри костного мозга на внутреннюю поверхность перихондральной кости. Окостенение из центральной точки диафиза распространяется к эпифизам, которые остаются хрящевыми и обеспечивают рост кости в длину. К 16 суткам развития этот процесс замедляется. С момента вылупления скелет получает новый стимул роста, когда в метафизах длинных костей начинается использование запасов пролиферирующих хондроцитов в связи с переходом их в состояние набухания и последующей резорпции. У птенцов, вылупившихся в условиях невесомости и проживших в безопорной среде от 4 до 5 суток, наблюдалось отставание в росте отделов скелета конечностей по сравнению с птенцами лабораторного контроля. Длина бедренной кости у птенцов из полетной группа была на 24,1% меньше, чем у птенцов из лабораторного контроля. Длина участков окостенения скелета у птенцов из полетной группы была также меньше по сравнению с длиной участков окостенения у птенцов из контрольной группы (например, в бедренной кости на 23,1%). Однако процент окостенения костей нижних конечностей (отношение участка окостенения к общей длине кости, выраженная в процентах) у птенцов из полетной группы не отличается от такого у птенцов из лабораторного контроля (полетной группе - 87,23(0,98%, в контрольной группе -89,81(1,74%). Возможно, это связано с тем, что 2/3 времени развития эмбрионов прошла в условиях гравитации на Земле, что и сказалось на процессе остеогенеза  скелета птенцов.  В экспериментах, проведенных на борту ОК «Мир» ранее, были  получены данные, указывавшие на то,  что процесс окостенения у 14-ти и 16-ти суточных эмбрионов,  а также у птенцов, после вылупления находившихся в условиях невесомости от 2 до 3 суток, отставал от контроля /7/. Электрограмма мышечной ткани (на примере m.gastrocnemius ) нижних конечностей у птенцов, проживших в невесомости от 4 до 5 суток, показала наличие волокон на стадии дифференцировки: Z линии имели зигзагообразные форму или были удвоенные, слабовыраженные полосы I и A, митохондрии местами были увеличены в размере и образовывали цепочки, по длине превышающие один саркомер, внутренние мембраны митохондрий уплотнены и вакулизированы, в саркотубулярном аппарате встречались расширенные трубочки, в цитоплазме миофибрилл имелись многочисленные жировые вакуоли /8/. Несмотря на столь короткий отрезок постэмбрионального периода развития птенца, полученные результаты показывают выраженное начало дегенеративных изменений в антигравитационной мускулатуре, что укладывается в известное положение патофизиологии «атрофия от бездействия», которое было выведено эмпирически из условий ограничения или прекращения функции ранее функционировавшего органа.

 Результаты, полученные в данном эксперименте, показали, что воздействие невесомости на животные организмы связано не только с влиянием на поведенческие реакции организма, но и на его функциональное состояние. Поэтому для адаптации и выживания животных организмов в невесомости необходимо компенсировать изменения условий среды обитания (отсутствие вектора гравитации). Для животных профилактика негативного действия невесомости на физиологическом уровне является сложной проблемой. Первая попытка исследовать этот вопрос оказалась не удачной, требуется продолжение исследований. Исследования искусственной силы тяжести в качестве средства профилактики важно не только для решения вопросов, связанных с созданием систем жизнеобеспечения космических экипажей (гетеротрофного звена), но и в целом для пилотируемой космонавтики, так как позволяет глубже понять пределы и возможности адаптации животных организмов в невесомости.

INVESTIGATIONS INTO THE EFFECTS OF MICROGRAVITY ON THE POST-EMBRYONIC DEVELOPMENT OF THE JAPANESE QUAIL

Pioneering experiments on the effects of space flight on embryonic and post-embryonic development of the Japanese quail were performed in 1990 and 1992 aboard the Russian orbital station Mir. The experiments demonstrated the feasibility of hatching healthy viable chicks of the Japanese quail in microgravity. On results of the experiment it was concluded that microgravity does not directly affect morphogenetic processes over the whole cycle of development of quail embryos. However, this first hatching of quails in microgravity brought to light a new problem of the gravitational biology, i.e. adaptation of chicks to the environment lacking the gravity vector. Observation of behavior of the quail hatchlings in the space vehicle made it clear that they could not survive in the zero-g environment without assistance. The problem of survival of newborns in microgravity stems from the behavioral reactions and their dependence on the factor of gravity. Observation of the chicks showed that all their instincts can be materialized only if they are spatially oriented. On Earth, gravity is the main factor that allows chicks to orient themselves. Absence of gravity from the very first moment of life outside the egg makes chicks completely desoriented and, consequently, devalues the inborn motor instincts. Partial compensation of the absent gravity with the help of rigid fixation of the chicks to the incubator feeder or cosmonaut’s hand made it possible to save some of the instincts (pecking, visual location of a firm surface and attempt to reach this surface with the use of wings). These observations led to the conclusion about the necessity to design avian habitats and restraint devices to help chicks orient and survive in space flight.

In 1999, the joint Russian-Slovakian Quail-SK6 experiment was included into the MIR mission program for the Slovakian cosmonaut to test efficiency of artificial force of gravity in facilitating survival in and adaptation of the Japanese quail chicks to microgravity. 

To make the experiment, 60 quail eggs were pre-incubated in laboratory till embryos reached the age of 13 and 14 days (30 eggs of each age) and delivered onto the space station in a transport incubator with controlled air temperature and humidity (37.5(0.5 0С, 65(5%, respectively). After testing, 56 intact eggs (27 and 29 eggs of two age groups, respectively) were inserted in Incubator-1M for further incubation till hatching out of chicks. To handle chicks on MIR, Slovakian engineers manufactured a board centrifuge to accommodate 12 individual chick modules: 6 chicks were exposed to 0.4 g and other 6, to 0.8 g (fig.1).

To study behavior of chicks exposed to the artificial force of gravity, immediately after hatching the first 12 chicks were placed in the individual modules. To our regret, because of malfunctioning of the modules the chicks experienced the artificial gravity for 15 hours. After that, they were housed in the Incubator-1M cells till the end of experiment. The chicks lived in microgravity from 4 to 5 days. This was the first time when live chicks of the Japanese quail returned from the space orbit to Earth.


   The experimental material included 10 chicks brought to Earth in specially designed containers and 20 chicks that had died on Mir and been immersed in an ethylene-glycerin solution. The live chicks were investigated in 10 hours since touch-down of the descending module.

Behavior of three quail chicks hatched out on Mir was video recorded in the Quail laboratory at RF SRC-IBMP. 

The following procedures were implemented:

· Visual inspection of the chicks and detail documenting of their development

· Autopsy and sampling of organs and tissues for histological analysis

· Exarticulation of hind limbs for investigations of the musculoskeletal system of the chicks.

Biosamples from Mir were subjected to final fixation and dehydrated with subsequent staining of bone and cartilaginous tissues according to Dawson /5/.
There were technical problems that prevented implementation of the whole program of the experiment. The Japanese quail chicks were exposed in the artificial gravity for only 15 hours and, therefore, the main question of whether artificial gravity can support normal postembryonic development in microgravity remained unanswered. However, the experiment is still of high significance for investigators of avian ontogenesis in the zero-g environment. It was demonstrated once again that chicks can be hatched in microgravity from eggs delivered from Earth. The chicks hatched out from quail eggs that had passed more than 2/3 of incubation time on Earth with embryos on the stage of development characterized by acute sensitivity to unfavorable environment. However, hatchability was found much better than predicted (table 1). Mean hatchability made up 64.3%. The chicks broke the shell on days 17.5-18 suggesting normal development. Hatchlings were active. From the table it can be seen that hatchability from the eggs of the first and second groups was 77.8% and 51.7%, respectively.

Behavior of the chicks on return from the space flight exhibited significant deviations: they refused to eat and drink and staggered. Noticeable was an unusual posture of resting chicks: they dropped the head as low as to the level of feet and turned it left. During motion the chicks displayed an extreme discoordination: unsteady walk with the body turned forward or backward falling on the right or left side. Wings of the chicks were not pressed to the body but slightly moved aside. The chicks walked with embowed finger phalanxes. When thrown up, chicks would land on the hind part of the body but not on feet. Unfortunately, we could watch behavior of the chicks in the 1-g gravity for one hour and a half only and as they began to die.

Table 1

Results of incubation of the Japanese quail eggs in experiment Quail-SK6 on orbital station MIR 

	     Age of embryos in quail eggs 
	Number of incubated eggs 
	Hatchlings 
	Dead embryos 
	Eggs with  pecked shell 

	
	
	Number 
	%
	
	

	14 days 
	27 
	21
	77.8
	6
	0

	13 days 
	29 
	15
	51.7
	6
	8


Visual inspection of the space chicks did not reveal any abnormalities in their development. Yet, it should be said that appearance of these chicks was different from that of the controls: they had embryonic plumage (fluff), traces of meconium on the legs, and flabby body muscles, cervical particularly. Biometrics of the space chicks evidenced severe atrophy. The chicks weighed 5.8+0.7 g on the average in contrast to the controls with a body mass averaging 8.2(0.1 grams. This was associated with inability of the chicks to feed by themselves so that they had to live on remnants of the yolk sucked into the abdomen prior to hatching.

Examination of the musculoskeletal apparatus of the chicks developed in the absence of functional gravitational loading from the moment of birth is of great interest. Morphological investigations of hind limbs were performed in 14- and 16-day embryos and in chicks that had stayed alive in microgravity for 4 to 5 days. Under the 1-g conditions, the skeleton of 14-d embryonic limbs was fully shaped and had the anatomy of adult bird. In this period, the cartilaginous rachis gets calcified by way of lime deposition in the inter-cellular space and inside the bone marrow on the internal surface of the perichondrium. From the central point of diaphysis ossification spreads out onto epiphyses which remain cartilaginous and sustain the longitudinal growth of bones.  After 16 days of development, the process slows down. From the moment of hatching the skeleton gets a new stimulus for growth due to availability of the stock of proliferating chondrocytes in the metaphyses of long bones after they had entered the stage of swelling and subsequent resorption. After 4 to 5 days of life in the weightless environment, the chicks were found to be behind their laboratory controls with respect to the growth of the limb skeleton. Length of the femur in the space chicks was by 24.1% shorter as compared with the laboratory controls. Ossification areas of the skeleton of the space chicks were also shorter when compared with the controls (for example, femoral ossification areas were shorter by 23.1%). However, percent of the hindlimb ossification (ratio of the ossification area to the total bone length in per cent) in the space chicks did not differ from that in the laboratory control (87.23(0.98% vs. 89.81(1.74%). This may be explained by the fact that 2/3 of the time of development of the embryos took place in Earth’s gravity which could have influenced progress of skeletal osteogenesis in the chicks. The earlier experiments on Mir provided data indicating retardation of ossification in 14- and 16-d embryos and chicks that stayed in microgravity 2 to 3 days after hatching out /6/. Electrograms of hindlimb muscle tissues (m. gastrocnemius) of the chicks that had been exposed in microgravity from 4 to 5 days identified fibers on the phase of differentiation: Z-lines were zigzag-shaped or double, poorly visible I and A-lines, mitochondria in places had larger sizes and lined up in a row longer than a sarcomere. Internal membranes of mitochondria were thickened and vacuolated, the sarcotubular system contained expanded tubules and the myofibril cytoplasm had numerous adipose vacuoles /7/. Though the postembryonic period was short, data of the investigation suggest a rapid development of degenerative changes in the anti-gravitational musculature which is consistent with the concept known in pathophysiology as the atrophy of disuse formulated on an empirical assumption regarding consequences of underloading or complete neglect of a body function.

  Experiment Quail-SK6 on Mir aimed at studying the postembryonic development of the Japanese quail in microgravity was also an attempt to use artificial force of gravity to facilitate survival of the chicks. Unfortunately, it was unsuccessful because of the centrifuge failure. Results of the experiment gave one more proof that chicks cannot survive in the zero-g environment without aid. Based on the experimental data, the problem of survival of newborn chicks in microgravity arises not only from their behavioral reactions but also development of the musculoskeletal system.

Investigation of the postembryonic development of the Japanese quail showed that microgravity alters both the external and internal environment of living organisms. Their adaptation and survival in microgravity may be dependent equally on compensation of changes in the external and internal environment. For animals counteraction to the negative physiological effects of microgravity is a big challenge. The first approach to the problem was fruitless and must be resumed. Continuation of the studies of artificial force of gravity as a countermeasure is necessary not only from the standpoint of designing life support systems for manned vehicles but also for better understanding of the limitations for and adaptability of living organisms in microgravity. 

2.1.8. РОСТ И РАЗВИТИЕ ПШЕНИЦЫ В РЯДУ ПОКОЛЕНИЙ В УСЛОВИЯХ КОСМИЧЕСКОГО

 ПОЛЕТА НА БОРТУ ОРБИТАЛЬНОГО комплекса “МИР”

В течение последних 30 лет учеными различных стран проведено большое количество исследований по разработке биологических систем жизнеобеспечения (БСЖО) человека вне земной биосферы. Такие системы могут иметь различную биоценотическую структуру в зависимости от назначения, продолжительности функционирования, габаритов, энергообеспеченности. В случае длительного существования человека за границами биосферы (межпланетные космические полеты, внеземные поселения) одной из основных функций БСЖО будет воспроизводство пищи растительного и животного происхождения.  В состав звена высших растений таких систем должны входить зерновые культуры (пшеница, рис) для обеспечения рациона человека углеводами и растительными белками. Необходимым этапом разработки звена высших растений БСЖО является исследование продуктивности зерновых культур при культивировании в гермообитаемых объектах,  в том числе и в условиях космического полета. 

Ряд полетных экспериментов по выращиванию пшеницы в различных вегетационных устройствах был проведен до начала работ по культивированию пшеницы «от семени до семени» в оранжерее «Свет» на борту орбитального комплекса (ОК) «Мир». Так, в 1988 г. проведено исследование роста и развития пшеницы сорта Эритроспермум-841 в установке «Светоблок-М» при 19-суточном выращивании на борту ОК «Мир». Отмечено снижение массы опытных растений и  площади листовой поверхности в 2-2,5 раза по сравнению с контролем. Причины угнетения роста растений не установлены, так как в данной установке не предусмотрен контроль за параметрами среды,  отсутствует активная вентиляция. В 1991 г. в этой же установке осуществлено культивирование суперкарликовой пшеницы в условиях космического полета в течение 157 суток [7]. Полученное растение имело один побег на стадии трубкования. Поскольку освещенность в приборе «Светоблок-М» является низкой для семенного воспроизводства пшеницы и в контрольном эксперименте семена получены не были,  опытное растение доращивали на Земле в условиях более высокой интенсивности освещения. Однако сформированный в условиях космического полета  колос оказался стерильным. 

 В 1993 г. проведен эксперимент по выращиванию суперкарликовой пшеницы из пророщенных на Земле семян в установке PGU на борту «Спейс Шаттла». Растения выращивались в течение 10 суток. По результатам послеполетных измерений было показано, что условия космического  полета вызывали снижение уровня фотосинтеза у растений, что привело к снижению массы полетных растений на 25% по сравнению с контролем.

 В рамках научной программы СТС-63 в 1995 г. был осуществлен эксперимент по культивированию растений в установке «Астрокультура». Растения Brassica rapa и суперкарликовой пшеницы (в возрасте 4 дней) были высажены в единую камеру  и культивировались в условиях космического полета в течение 8 суток. Показано, что корнеобитаемая среда при проведении полетного эксперимента отличалась повышенной гипоксией. В условиях космического полета активность алкогольдегидрогеназы  в тканях корней повышалась на 248-304% в корнях пшеницы и на 334-579% в корнях брассики по сравнению с контролем.

Первый эксперимент по культивированию суперкарликовой пшеницы в оранжерее «Свет» был проведен в 1995 г. в рамках научной программы «Мир-Шаттл». В полетном эксперименте длительностью 90 суток под влиянием комплекса факторов внешней среды на фоне низкой суммарной облученности посева (из-за неисправности оборудования) цикл нормального онтогенетического развития растений был нарушен. Растения имели меньшие  размеры, формировали  12-16  листьев с узкой листовой пластиной  против 7 в наземном предполетном контроле и не образовали колосьев. Послеполетный эксперимент показал, что при моделировании основных параметров среды, зафиксированных во время космического полета, были получены растения, отличающиеся по своим характеристикам от полетных. В частности, растения формировали колосья, но они были стерильными. Таким образом, в полете растения пшеницы подвергались стрессовому воздействию не только светового фактора, но и иных факторов.

В 1996-1997 г. проведен эксперимент по культивированию суперкарликовой пшеницы «Оранжерея-2» в рамках научной программы «Мир-НАСА». Длительность полного цикла вегетации суперкарликовой пшеницы и его отдельных стадий в полетном эксперименте была такой же, как и в наземных контрольных экспериментах. При одинаковой массе сухого вещества одного растения число побегов с колосьями было в 2,7 раза выше в полетном варианте по сравнению с предполетным контролем. Отмечено уменьшение высоты побегов у опытных растений в 2 раза. Во всех сформировавшихся в условиях космического полета отсутствовали семена. Строение колоса имело существенные различия по сравнению с данными предварительных наземных контролей: масса колосьев была в 2 раза ниже, отмечено уменьшение длины соцветия и остей кроющих цветочных чешуй, снижение числа колосков в колосе,  увеличение среднего числа цветков в колосках.

Экспериментально показано, что основные существенные изменения  продукционных и морфометрических характеристик полетных растений суперкарликовой пшеницы были вызваны в большей степени  не специфическими  факторами космического полета, а фитотоксическим   воздействием  этилена,  содержание которого на момент проведения эксперимента в атмосфере станции «Мир» составляло 0,3-1,8 мг/м3. Повышенное содержание этилена в атмосфере космической станции являлось причиной аномального  формирования мужской генеративной сферы пшеницы. 

С учетом накопленного опыта был подготовлен и проведен в рамках российской научной программы в 1998-1999 гг. полетный эксперимент «Оранжерея-4» по исследованию роста, развития и репродукции пшеницы при выращивании в оранжерее «Свет» на борту ОК «Мир».

В наземных экспериментах было установлено, что среди карликовых сортов пшеницы имеются сорта, пригодные для культивирования в космической оранжерее «Свет» и отличающиеся частичной устойчивостью репродуктивной сферы к воздействию этилена в воздухе в концентрации 1,1 мг/м3. Из них для проведения полетного эксперимента был выбран сорт УШЮ-Апогей, который был выведен  специально для выращивания в оранжерейных установках  различных биорегенеративных систем жизнеобеспечения. 

В таблице 1 приведены основные характеристики растений пшеницы сорта Апогей, выращенных в оранжерее «Свет» в условиях космического полета при проведении эксперимента «Оранжерея-4», в сравнении с данными наземных исследований. Обращает на себя внимание тот факт, что длительность полного цикла вегетации растений в условиях космического полета, как и в случае культивирования в оранжерее «Свет» на борту ОК «Мир» суперкарликовой пшеницы, существенным образом не менялась.

При сопоставлении морфометрических и продукционных характеристик пшеницы сорта Апогей видно, что некоторые величины этих показателей в полетном эксперименте занимают промежуточное положение по сравнению с данными наземных исследований (табл.1). Основным результатом эксперимента является получение 508 семян с 12 растений, что на  38% ниже показателя при лабораторном культивировании, но в то же время на 69% выше, чем в  варианте выращивания в атмосфере с повышенным содержанием этилена (1,1 мг/м3). Масса полученных в полетном эксперименте семян ниже, чем в наземных исследованиях на обоих этапах. Определить количественно, какой из факторов космического полета вызвал эти изменения, не представляется возможным, так как содержание этилена в атмосфере ОК «Мир» во время проведения эксперимента по культивированию пшеницы сорта Апогей не измерялось. По-видимому, его концентрация была ниже величины 1 мг/м3, ранее отмечаемой в полетных условиях и  поддерживаемой нами в газовой среде вегетационной камеры при исследовании зависимости   продукционных   характеристик данного сорта от влияния этилена в наземных условиях.

Таблица 1

Основные характеристики пшеницы сорта Апогей при культивировании в оранжерее «Свет» в полетном и наземных экспериментах

	Показатели
	Полетный эксперимента


	Наземный

эксперимент

(без этилена)
	Наземный

эксперимент

(этилен 1,1 мг/м3)

	Длительность полного цикла вегетации , сутки
	70-82  
	    80-83 
	75-80

	Масса сухого вещества 1 растения, г
	3,64
	3,05(0,86
	1,70 ( 0,28

	Число побегов с колосьями на 1 растение, шт.
	2,4
	2,8 ( 0,4
	3,0 ( 1,0

	Высота растения, см
	35,3( 3,1
	44,8 ( 2,8
	27,7 ( 1,1

	Длина соломины, см
	26,2( 2,0
	36,2( 3,1
	18,9 ( 4,2

	Длина колоса, см
	8,3(1,8
	6,5( 0,7
	5,6(1,0

	Число колосков в зрелом колосе, шт.
	16,0(2,0
	16,0(2,0
	11,0(2,5

	Число цветков в колоске, шт.
	4,0(1,0
	4,0(1,0
	4,0(1,0

	Количество зерен с растения, шт.
	42,3
	68,3
	13,1

	Масса зерновки, мг
	18,1(6,1
	32,0(9,1
	29,9(5,0


Снижение концентрации этилена в атмосфере станции могло быть обеспечено за счет функционирования каталитического фильтра ПКФ-Т,  впервые установленного на борту ОК «Мир» в ноябре 1998 г.  и работавшего в высокотемпературном режиме. 

Результаты данного космического эксперимента впервые показали возможность получения зернового урожая пшеницы при культивировании растений в течение полного цикла вегетации в условиях космического полета. Это подтверждает ранее сделанный вывод о том, что невесомость не оказывает непосредственного влияния на элементарные генетически детерминированные биологические процессы, в том числе рост, развитие и размножение растений. 

Исследования роста и развития растений в ряду поколений в условиях космического полета были проведены в 1999 г. в рамках российского эксперимента «Оранжерея-5». В оранжерею «Свет» на борту ОК «Мир» были высеяны земные и «космические» семена пшеницы Апогей, полученные в эксперименте «Оранжерея-4». 

Полной биологической зрелости в возрасте около 80-90 суток достигли 20 растений из земных семян и 1 растение из космических семян. 

В наземных и полетных условиях при повторном выращивании в  использованном ранее вегетационном сосуде растения пшеницы из земных семян имели меньшие биометрические показатели по сравнению с первой вегетацией (табл.2). Так, снижение массы сухого вещества растения составило во второй вегетации около 40% и в полетном, и в контрольных экспериментах. Такой показатель, как количество зерен с одного растения, оказался более чувствительным к условиям повторного культивирования без смены вегетационного сосуда: в полетных экспериментах снижение составило около 50%, а в наземных экспериментах около 60%.

Сравнительный анализ растений пшеницы первого и второго космических поколений, выращенных при проведении полетного эксперимента «Оранжерея-5» (табл.3) показал, что в целом единственное растение второго космического поколения не имело морфологических отличий от растений первого космического поколения и от растений в наземных контрольных экспериментах. Размерные и массовые характеристики растения второго космического поколения были меньше, чем у растений первого космического поколения. По словам космонавта С.Авдеева,  озерненность растения второго космического поколения изначально была несколько выше, но впоследствии при предуборочном высушивании растений в космической оранжерее «Свет» часть зерен из его колосьев была утеряна.

Таблица 2

Основные характеристики пшеницы сорта Апогей из земных семян при культивировании в оранжерее «Свет» в двух  циклах вегетаций

	Показатели
	Первая вегетация

(эксперимент “Оранжерея–4”)
	Вторая вегетация

(эксперимент “Оранжерея-5”)

	
	Полет
	Контроль
	Полет
	Контроль

	Масса сухого вещества 1 растения, г
	3,64
	3,05(0,86
	2,29
	1,8 ( 0,6

	Высота растения, см
	35,3( 3,1
	44,8 ( 2,8
	33,9 ( 5,9
	31,8 ( 6,2

	Длина колоса, см
	8,3(1,8
	6,5( 0,7
	6,8 ( 0,4
	5,2 ( 1,1

	Число колосков в зрелом колосе, шт.
	16,0(2,0
	16,0(2,0
	15,0 ( 2,0
	11,0 ( 3,0

	Количество зерен с растения, шт.
	42,3
	68,3
	20,7
	15,9


Таблица 3

Сравнение характеристик растений  пшеницы сорта Апогей из земных и космических семян при культивировании в оранжерее «Свет» в полетном эксперименте «Оранжерея-5»

	Тип семян


	Масса

сухого вещества растения, г
	Число побегов с колосьями на 1 раст., шт.
	Высота растения, см
	Длина

колоса, см
	Количество зерен с растения, шт.

	Земные (первое космическое поколение)
	2,29
	2,1
	33,9 ( 5,9
	6,8 ( 0.4
	20,7

	Космические (второе космическое поколение)
	1,21
	2,0
	27,0
	5,0
	5 + ?


Таким образом, в полетных  экспериментах с пшеницей Апогей, проведенных в оранжерее «Свет» на борту ОК «Мир» в период 1998-1999 г.г., получены первые положительные результаты исследований роста и развития растений в ряду поколений в условиях космического полета. Получение нормально развитого растения, эмбриологическая и постэмбриологическая стадии развитии которого прошли в условиях космического полета, безусловно, является завершением определенного этапа в развитии космической биологии и экологии растений. Можно считать доказанным, что при выращивании растений в условиях микрогравитации возможно многократное прохождение циклов онтогенетического развития растений. Следующим этапом полетных исследований с растениями будет, по-видимому, изучение процессов микроэволюции и отдаленных генетических последствий длительного культивирования растений в космосе. При проведении таких исследований потребуется уделить внимание более глубокой оценке влияния на растения таких факторов окружающей среды, как космическое излучение, состав атмосферы орбитальной станции, возможное переувлажнение корнеобитаемой среды растений из-за влияния микрогравитации на процессы распределения воды в субстратах оранжерей. 

GROWTH AND DEVELOPMENT OF WHEAT IN A SEQUENCE OF GENERATIONS UNDER THE SPACEFLIGHT CONDITIONS OF THE ORBITAL STATION MIR

Over the past 30 years researchers from different countries have performed a large number of investigations aimed at development of biological life support systems (BLSS) for humans beyond the terrestrial biosphere. These systems can vary in the biocenotic structure depending on their purpose, operating life, dimensions, and power supply. One of the main functions of BLSS for humans who are going to stay long time outside the biosphere (interplanetary voyages, extraterrestrial outposts) will be production of vegetable and animal foods. The higher plant subsystem should provide chief crops (wheat, rice) to supplement crew diet with carbohydrates and vegetable proteins. Prerequisite for development of the BLSS higher plant subsystem is test evaluation of cereal crop yield in pressurized modules including habitats of space vehicles.

Cultivation of wheat from seed to seed in greenhouse Svet aboard the space station Mir was the peak of a series of space experiments with wheat in various plant growth chambers. Thus, in 1988 growth and development of wheat cultivar Erythrospermum-841 were studied in device Svetoblok-M in a 19-d Mir experiment.  Mass and leaf surface area of the space-flown plants were found to be 2-2.5 times smaller in comparison with the ground control. Causes of the growth inhibition were not established, as design of the device did not permit monitoring of crop parameters and active ventilation. In 1991, the device was used again to grow a crop of super-dwarf wheat in a 157-d spaceflight experiment. The result was one plant with a booting sprout. Since light intensity in Svetoblok-M is too low to yield wheat seeds, the control experiment was also seedless.  On return to Earth, the plant was put under a brighter light to continue growth. However the spike formed in the space flight was barren.

 In 1993, super-dwarf wheat germinated on Earth in the U.S. Plant Growth Unit (PGU) prior to the launch in a space shuttle. The crop grew in orbit for 10 days. Postflight investigations showed that the conditions of space flight reduced crop photosynthesis and, consequently, mass of the space crop by 25% as compared with the control.

 In 1995, an experiment with plants in system Astroculture was included in the program of NASA space shuttle mission STS-63 [9]. Plants of Brassica rapa and 4-d old super-dwarf wheat were taken up into one growth chamber in which they made the 8-d space flight. It was shown that the root medium in the space experiment was marked by elevated hypoxia. When compared with control values, the alcohol dehydrogenase activity was increased by 248-304 % in roots of the wheat and by 334-579% in roots of Brassica rapa [10].

The first experimental cultivation of the super-dwarf wheat in greenhouse Svet was undertaken in 1995 within the science program of the Russia-US project MIR/SHUTTLE. In this 90-d space experiment the normal ontogenetic development of the plants was disturbed by the sum of environmental factors and low overall crop illumination (because of a technical failure). The plants were small in size, formed 12-16 leaves with a thin leaf plate (vs. 7 leaves in the preflight control) and no heads. In the delayed synchronous control in which we reproduced main parameters of the space crop environment harvested were plants with characteristics different from those of the space plants. Specifically, the synchronous control crop developed heads but they were barren. It meant that the space wheat crop had been stressed not only by the weak illumination but also some other factors.

In 1996-1997, we made another experiment with super-dwarf wheat (Greenhouse-2) within the MIR/NASA space science program. In this experiment, duration of the wheat vegetation cycle as well as separate phases of the cycle was equal to what had been observed in preflight laboratory experiments. Dry mass of a plant did not differ in the experiments but the space plant had 2.7 times as many sprouts with heads as in the preflight control. Sprouts of the space plants were noted to be half as long as the laboratory controls. None of the space heads contained seeds. The structure of heads was strikingly different from that in the preflight controls. Mass of the heads was half as much, florets and palea awns were short, spikelets in the heads were less in number but the mean number of florets in the spikelets was increased.

It was demonstrated in the experiments that the most profound changes in the production and morphometric parameters of the space super-dwarf wheat were caused not by the specific spaceflight factors but primarily by phytotoxic ethylene, the atmospheric concentration of which by the time of the experiment amounted to 0.3-1.8 mg/m3. This increased level of ethylene in atmosphere was the factor in the abnormal development of the male generative organs of wheat. 

Preparation for space experiment Greenhouse-4 approved for the Russian space research program in 1998-1999 was made with due consideration for this experience. The experiment on growth, development and reproduction of wheat was performed in greenhouse Svet aboard Mir.

Ground-based experiments helped select cultivars of super-dwarf wheat that would feel comfortable in Svet and, besides, distinguished by partial resistance of the reproductive organs to the air concentration of ethylene up to 1.1 mg/m3. Preference was given to caltivar USU-Apogee purposefully developed to be fit for greenhouses as subsystems of various bio-regenerative life support systems. 

Table 1 presents the main parameters of wheat cultivar Apogee harvested in Svet in experiment Greenhouse-4 in comparison with data of the ground-based investigations. Of interest is the fact that same as with the super-dwarf wheat, duration of the full vegetation cycle of this cultivar was not noticeably altered by the space flight.

Comparison of the morphometric and yield parameters of cultivar Apogee shows that some of the spaceflight values of these parameters take an intermediate position. The key outcome of the experiment were 508 seeds from 12 plants which is by 38% lower than the laboratory yield but at the same time by 69% higher than the yield of the wheat crop cultivated in the atmosphere with elevated ethylene (1.1 mg/m3). In the space experiment, mass of the seeds was smaller in comparison with the laboratory tests on both stages. There is no possibility to identify quantitatively which of the spaceflight factors had provoked these changes, as in the period of the experiment with the Apogee wheat atmospheric ethylene on Mir was not measured. Concentration of this compound was presumably below 1 mg/m3 measured in the earlier space experiments and reproduced in laboratory with the purpose to establish dependence of yield of this wheat cultivar on atmospheric ethylene.
Table 1

Main characteristics of wheat cultivar Apogee cultivated in greenhouse Svet in the space and laboratory experiments

	Parameters
	Space experiment 


	Laboratory experiment (w/o ethylene)


	Laboratory experiment with air ethylene 

(1.1 mg/m3)

	Duration of the full vegetation cycle, days 
	70-82  
	    80-83 
	75-80

	Dry mass of one plant, g 
	3.64
	3.05(0.86
	1.70 ( 0.28

	Number of sprouts with heads per a plant
	2.4
	2.8 ( 0.4
	3.0 ( 1.0

	Height of a plant, cm 
	35.3( 3.1
	44.8 ( 2.8
	27.7 ( 1.1

	Culm length, cm 
	26.2( 2.0
	36.2( 3.1
	18.9 ( 4.2

	Head length, cm 
	8.3(1.8
	6.5( 0.7
	5.6(1.0

	Number of spikelets in a ripe head 
	16.0(2.0
	16.0(2.0
	11.0(2.5

	Number of florets in a spikelet 
	4.0(1.0
	4.0(1.0
	4.0(1.0

	Amount of seeds per a plant 
	42.3
	68.3
	13.1

	Caryopsis mass, mg 
	18.1(6.1
	32.0(9.1
	29.9(5.0


Reduction of the ethylene concentration in the space station atmosphere could have been due to operation of catalytic air scrubber PKF-T which was installed in November, 1998 and set for the high-temperature mode.

Results of this space experiment demonstrated for the first time feasibility to grow cereal crops from plants that had passed the full vegetation cycle in a space vehicle. This supports the earlier conclusion that microgravity does not directly impact the elementary genetically determined biological processes including growth, development and reproduction of plants . 

Studies of growth and development of a sequence of plant generations in space flight were the purpose of Russian experiment Greenhouse-5 conducted in 1999. Terrestrial and “space” seeds of wheat cultivar Apogee (gathered in experiment Greenhouse-4) were planted in greenhouse Svet on Mir.

Twenty plants from the terrestrial seeds and one plant from the space seeds reached the complete biological ripeness at the age of about 80 to 90 days.

Both in the laboratory and space flight the repeated use of root modules for wheat cultivation from terrestrial seeds produced plants biometrics of which was a little worse as compared with the plants of the first crop (Table 2). For instance, dry mass of a plant in the second crop made up approximately 40% both in the space and ground control experiments. The parameter of the amount of seeds per a plant was found to be more sensitive to the repeated use of root modules as it decreased by approximately 50% in the space experiment and by approximately 60% in the ground controls.

Comparative analysis of the first and second space wheat crops harvested in experiment Greenhouse-5 (table 3) showed that on the whole the only plant of the second space crop did not have any morphological differences from the terrestrial controls. Size and mass parameters of the plant were smaller as compared with the plants of the first space crop. According to cosmonaut S. Avdeev, initially the seed content of the second space crop was a little bit higher but after the pre-harvest drying a part of the seeds shattered.

Table 2

Main parameters of wheat cultivar Apogee grown from the terrestrial seeds in greenhouse Svet in two vegetation cycles

	Parameters
	First crop

(Greenhouse-4)
	Second crop 

(Greenhouse-5)

	
	Space flight
	Control 
	Space flight
	Control 

	Dry mass of one plant, g 
	3.64
	3.05(0.86
	2.29
	1.8 ( 0.6

	Height of a plant, cm 
	35.3( 3.1
	44.8 ( 2.8
	33.9 ( 5.9
	31.8 ( 6.2

	Head length, cm 
	8.3(1.8
	6.5( 0.7
	6.8 ( 0.4
	5.2 ( 1.1

	Number of spikelets in a ripe head
	16.0(2.0
	16.0(2.0
	15.0 ( 2.0
	11.0 ( 3.0

	Amount of seeds per a plant 
	42.3
	68.3
	20.7
	15.9


Table 3

Comparison of plants of wheat cultivar Apogee grown from the terrestrial and space seeds in Svet in space experiment Greenhouse-5

	Type of seeds 


	Dry mass of a plant, g 
	Number of sprouts with heads per a plant 
	Plant height, cm  
	Head length, cm 
	Amount of seeds per a plant 

	Terrestrial seeds (first space crop) 
	2.29
	2.1
	33.9 ( 5.9
	6.8 ( 0.4
	20.7

	Space seeds (second space crop) 
	1.21
	2.0
	27.0
	5.0
	5 + ?


To summarize, the space experiments with wheat cultivar Apogee performed on the space station MIR in greenhouse Svet during 1998-1999 gave the initial positive results of growing a sequence of crops in space flight. Harvesting a normal plant the embryological and post-embryological development of which had passed in the space flight undeniably constitutes a certain milestone in the history of space biology and plant ecology. It can be considered an established fact that plant cultivation in microgravity can be realized in several ontogenetic cycles. Future investigations of plants in space will be concerned, apparently, with microevolution and delayed genetic consequences of extended plan cultivation in space. Investigators should concentrate particularly on a more thorough evaluation of such factors of the plant environment as space radiation, composition of the space station atmosphere, possible excessive watering of roots as a result of the microgravity effects on water migration across substrate.
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