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1. PRZEGLAD PISMIENNICTWA

., To zdrowie jest prawdziwym bogactwem, a nie kawalki ztota i srebra”. Autorem

tych stéw jest Mahatma Gandhi (1869-1948).

Metody dbania o zdrowie i leczenia réoznych choréb opracowywano od dawna.
Niegdy$ podstawa receptur lekow byty sktadniki naturalnego pochodzenia, zazwyczaj
czesci roslin, narzady zwierzat lub mineraty, a pierwszym znanym farmaceutg i zarazem
tworcg jednej z najwazniejszych tez kodeksu lekarskiego: ,,przede wszystkim

nie szkodzi¢” byt Imhotep [1, 2].

Wiedza o chorobach i ich leczeniu gromadzona byta przez stulecia. Rozwdj
farmakologii opierat si¢ na wykorzystaniu naturalnych produktéw pochodzenia
ros$linnego 1 zwierzgcego, a wiedze te przekazywano kolejnym pokoleniom [3]. Jednymi
z najstarszych receptur lekow pochodzenia zwierzgcego, roslinnego i mineralnego
sg te znalezione w Babilonii i Asyrii z 2100 r. p.n.e. Cz¢s$¢ z nich, jak np. kora, zywica
drzew, oleje roslinne, sol, saletra itd., jest wykorzystywana do dzis [4-10]. Wspotczesne
osiggniecia naukowe umozliwiaja szybka reakcje na wigkszo$¢ problemow
zdrowotnych. Pozwalaja na to nowoczesne metody diagnostyczne, jak i coraz

skuteczniejsze leki [11, 12].

1.1. Biologiczne znaczenie zwiazkow fitosterolowych

Fitosterole to zwigzki chemiczne o budowie sterydowej wystepujace naturalnie
w roslinach, wykazujace aktywno$¢ biologiczng oraz prozdrowotny wptyw na organizm
ludzki 1 zwierzecy. Dodatkowo rézne gatunki roslin cechuje odmienna kompozycja

fitosteroli [13]. Dotychczas okreslono ok. 250 takich zwigzkow. Do najlepiej poznanych
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nalezg polifenole (flawonoidy, katechiny, resweratrol i kwasy fenolowe), karotenoidy
(beta-karoten, likopen i luteina), fitosterole (podobne strukturalnie do cholesterolu),
izoflawony (obecne w roslinach stragczkowych), a takze terpenoidy, saponiny, alkaloidy,
kwasy aromatyczne, kwasy organiczne, olejki eteryczne oraz inhibitory proteaz [14].
Moga one by¢ sktadnikami suplementow diety lub lekow [15]. Dowiedziono ich
wlasciwosci  przeciwzapalnych, przeciwpasozytniczych, przeciwnowotworowych,
przeciwutleniajacych, antyproliferacyjnych, antymutagennych, a takze
przyspieszajacych gojenie si¢ ran [13, 16]. Fitosterole stosuje si¢ m.in. do leczenia
schorzen metabolicznych, neurologicznych i immunologicznych. Stanowia ochrong
przed mikroorganizmami chorobotwodrczymi, z powodzeniem stosuje si¢ je roOwniez
jako repelenty na owady. Wykorzystywane sg w leczeniu otylosci, cukrzycy, chorob
sercowo-naczyniowych, sttuszczenia watroby, a takze w profilaktyce chordb jamy

ustnej, dzigsel i przyzgbia [14, 17-20].

Na szczegdlng uwage zastuguja zwiazki izolowane z roslin, cechujgce si¢ duzg
homologig strukturalng z hormonami zwierzgcymi, wykazujagc przy tym tylko
nieznaczne roznice w budowie chemicznej. Naleza do nich m. in. zwiazki strukturalnie

zblizone do estrogenéw i androgenow [21-23].

1.2.  Fitoestrogeny.

Fitoestrogeny sa niesteroidowymi zwigzkami, ktore swojag budowsg strukturalng
‘przypominajg 17B-estradiol. Wsrod tej grupy wyrdznia sie nastepujace podgrupy:
izoflawony, kumestany, lignany, stilbeny oraz flawonoidy. Najlepiej poznane
sg izoflawony [24, 25]. Ich bogatym zrodtem jest m. in. soja i koniczyna czerwona [26].
Fitoestrogeny tacza sie z receptorami estrogenowymi, a efekt biologiczny zalezy

od typu receptora, do ktorego zostanie przylaczony ligand. Dodatkowo wykazano,

3
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ze izoflawony wykazuja wiasciwosci selektywnych modulatorow receptorow
estrogenowych, co oznacza, ze ich oddzialywanie na receptor moze miec¢ charakter
agonistyczny lub antagonistyczny, zaleznie od narzadu, na ktérym receptory
te wystepuja [27, 28]. Majg rowniez zdolno$¢ wigzania wolnych rodnikow, indukcji

metylacji DNA oraz regulacji cyklu komérkowego i apoptozy [29].

Wyniki badan dotyczacych wplywu fitoestrogenéw na zdrowie ko$ci wcigz
sa niejednoznaczne. Niektore badania wskazuja na brak zwiazku miedzy spozyciem
fitoestrogenéw a zdrowiem kosci. Metaanaliza randomizowanych badan Kklinicznych
u ludzi wykazata niewielka zalezno$¢ miedzy zwigkszonym spozyciem izoflawonow
sojowych, a wzrostem gestosci mineralnej kosci [30, 31]. Inne opracowania dowodza
korzystnego wptywu fitoestrogenéw na metabolizm tkanki kostnej [32-34]. Podkresli¢
nalezy, ze osteoprotekcyjny wptyw fitoestrogenow jest wielokierunkowy. Dotyczy
on zarowno hamowania resorpcji tkanki kostnej [35, 36], pobudzenia jej formowania
[32, 34] oraz regulacji wchtaniania wapnia z przewodu pokarmowego [37, 38]. Dane
te wskazuja, ze fitoestrogeny moga zmniejsza¢ ryzyko wystgpienia osteoporozy, ktora
jest chorobg charakteryzujaca si¢ utratg masy kostnej i ostabieniem struktury kosci
[39-41]. Posrednim dowodem wskazujacym na stuszno$¢ tej tezy jest przyktad
spoteczenstw, gdzie dieta jest bogata w fitoestrogeny. Taka dieta dominuje u Azjatow,
a osteoporoza jest rzadziej diagnozowana w poréwnaniu do spoteczenstw zachodnich
[31, 42]. Nalezy jednak pamigtaé, ze osteotropowe efekty stosowania fitoestrogenow
moga wynika¢ z innych czynnikow, takich jak zastosowana dawka, czas ich spozycia

I indywidualna wrazliwos¢ organizmu.
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1.3.  Fitoandrogeny.

Pojecie fitoandrogendéw jest stosunkowo nowe w poréwnaniu do fitoestrogenow.
Fitozwigzki te to sktadniki ro$lin o strukturze podobnej do androgenéw. Posiadaja
stabg aktywno$¢ hormonalng i mogg wigza¢ si¢ z receptorami androgenowymi,
powodujac ten sam rodzaj odpowiedzi, ktory wywotywaltby hormon. Na podstawie
sposobu, w jaki wywieraja swoje dziatanie, tradycyjne postrzeganie fitoterapeutycznych
substancji jako wytacznie "fitohormonoéw" uwazaé¢ nalezy za zbyt zawezone.
Uwzgledniajac odmienno$¢ mechanizmoéw dziatania rdéznych fitoandrogendéw istnieje
zasadno$¢ ich podzialu na trzy podstawowe Kklasy: fitoandrogeny prawdziwe,

fitoandrogenogeniki oraz funkcjonalne mimetyki androgen6w [43].

Prawdziwe fitoandrogeny to sktadniki roslin, ktérych chemiczna struktura
podobna jest do androgenéw. Posiadaja one aktywno$¢ hormondw i moga wigzaé si¢
z receptorami androgenowymi, powodujac ten sam rodzaj odpowiedzi,
ktory wywotywatby hormon [44]. Chociaz rodzaj odpowiedzi jest taki sam,
intensywno$¢ moze by¢ stabsza, a czas trwania odpowiedzi moze by¢ inny. Przyktadem
moze by¢ protodioscyna — steroidowy, organiczny zwigzek chemiczny z grupy saponin,
wystepujacy W wielu roslinach, gtéwnie z rodzajow: Tribulus, Trigonella i Dioscorea,
ktory w tradycyjnej medycynie chinskiej uwazany jest za lek wspomagajacy funkcje
rozrodcze. Ze wzgledu na swoja specyficzng strukturg steroidowa, wigze si¢ i aktywuje
receptor androgenowy [23]. Do tej grupy metabolitow zalicza si¢ rowniez, warto$ciowe
klinicznie, "fitoantyandrogeny", zwiazki wigzace si¢ z receptorami androgenowymi,
lecz wywolujacymi odpowiedZz antagonistyczng [45]. Ciekawa jest rowniez,
wystepujaca W roslinach grupa, zwiazkéw fitohormonogenicznych dla androgendw.

Wywieraja one wplyw polegajacy na wzmocnieniu zdolnosci organizmu do
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wytwarzania androgenow  (fitoandrogeniczno$¢). Rosliny zawierajace zwigzki
fitoandrogeniczne moga mie¢ bezposredni wptyw na tkanki docelowe, zwigkszajac
produkcj¢ hormonéw w gonadach lub moga oddziatywac na aktywnos¢ funkcjonalnej
osi podwzgorze-przysadka-jadra, jak np. Suo Yang (Cynomorium songaricum) [46].
Nie bez znaczenia jest rowniez ich regulujacy wplyw na konwersje androgenéw do
estrogenow lub ich potaczenie z globulinami wiagzacymi sterydowe hormony piciowe
(SHBG) lub albuminami, tym samym wptywaé¢ na poziom testosteronu we krwi (np.
korzen pokrzywy) [47, 48]. Kolejna grupa zwigzkéw tzw. funkcjonalne mimetyki
androgenow mogg wywotywaé odpowiedz fizjologiczng takg samg jak hormon, ktory
imituja, przy czym nie musza wigzac si¢ z receptorem androgenowym. Te funkcjonalne
mimetyki androgenéw mogg nasladowac¢ jedng lub wiecej funkcji androgenow.
Na przyktad damiana (Turnera diffusa), powszechnie stosowana w chinskiej medycynie
tradycyjnej jako afrodyzjak, ma zdolnos¢ do zwigkszania naptywu krwi do ciat
jamistych pracia poprzez swoje wlasciwosci rozszerzajace naczynia krwionosne, dzigki
uwalnianiu tlenku azotu. Sugeruje to, ze damiana wykazuje funkcjonalne podobienstwo
do testosteronu [49]. Dodatkowo damiana jest inhibitorem aktywnos$ci aromatazy,

metabolizujacej testosteron do estradiolu [50].

1.3.1. Fitoandrogeny a zaburzenia seksualne.

W tradycyjnej medycynie chinskiej rosliny lecznicze, wymienione
jako zawierajace fitoandrogeny, sa stosowane w terapii impotencji, bezptodnosci
I zaburzenia erekcji [51]. Ich przyjmowanie zalecane jest takze dla poprawy krazenia
krwi, w celu leczenia bolow dolnej czgéci plecow, nocnych wytryskéw, moczenia
nocnego lub krwawien z pochwy. Ekstrakt z Suo Yang (Cynomorium songaricum)

jest stosowany w tradycyjnej medycynie chinskiej w leczeniu zaburzen seksualnych
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I bezptodnosci. Liu i in. (2012) zasugerowali, ze C. songaricum moze tagodzic¢
zaburzenia zdrowia wynikajace z wieku, zwlaszcza te zwigzane z funkcjonowaniem
osrodkowego ukladu nerwowego, popedu seksualnego i funkcji rozrodczych.
Jednak warunkiem sukcesu terapeutycznego jest rozpoczgcie stosowania tej rosliny
w miodszym wieku [52]. W 2010 roku Yang i in. opisali pobudzajacy wptyw
ekstraktow z C. songaricum na spermatogenez¢ w jadrach szczuréow, warunkowang
stymulacyjnym wplywem czynnika neurotroficznego pochodzenia glejowego (GDNF),
wytwarzanego w komoérkach Sertoliego [53]. Badanie przeprowadzone przez
Cherdshewasart i1 in. [54] sugeruje mozliwos¢ stosowania fitoandrogenow zawartych
w Butea superba w leczeniu zaburzen erekcji, a medyczna skutecznos$¢ tej rosliny
wynika ze zwigkszenia zdolno$ci rozkurczowej migsni gladkich ciat jamistych, poprzez
hamowanie fosfodiesterazy CAMP. Zaburzenia erekcji spowodowane sg réwniez
uposledzong produkcja i dziataniem tlenku azotu (NO) [55, 56]. W roku 2010 Koizumi
I in. wykazali, ze icariin izolowany z Epimedii herba stymuluje uwalnianie NO poprzez
aktywacje eNOS zalezng od receptora androgenowego (AR) w komorkach srodbtonka
naczyniowego pepowiny ludzkiej (HUVECs) na drodze zaangazowania szlakow
PI3K/Akt i MAPK-ERK kinase (MEK)/ERK1/2 w fosforylacje eNOS [83]. Zrodiem
NO jest rowiez zen-szen, od tysiecy lat stosowany klinicznie w Chinach [57]. Badania
in vitro wykazaly, ze ekstrakt z saponin zen-szenia, wywieral relaksacyjny wptyw
na migsénie gladkie ciat jamistych krolika, co sugeruje, ze niektore sktadniki tej rosliny
mogg by¢ donorami tlenku azotu (NO) [58, 59]. W tradycyjnej medycynie chinskiej

zen-szen wzmacnia zdolnosci fizyczne, umystowe i seksualne cztowieka [60].
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1.3.2. Fitoandrogeny a nowotwory.

Walka z nowotworami jest uwazana za jedno z najwazniejszych obszaréw badan
medycznych i immunologicznych. Niektore fitoandrogeny byty analizowane pod katem
ich potencjalu antynowotworowego, ktory wynika¢ moze ze zdolnosci do przenikania
przez blon¢ komoérkowg i ingerowania w okreslone szlaki transdukcji sygnatow
zwigzanych z procesami, takimi jak stan zapalny, réznicowanie i przezycie komorki,
karcinogeneza i przerzuty [61]. Gan et al. (2004) badali hamujacy wptyw Fructus Lycii,
owocu Lycium barbarum, na wzrost guza nowotworowego. Obserwacje tych autorow
dowiodty, ze polisacharydy (LBP) z L. barbarum moga zwigksza¢ poziom interleukiny-
2 (IL-2) i czynnika martwicy nowotworu-alfa (TNF-alfa), dwoch kluczowych cytokin
mogacych hamowa¢ wzrost guza. Na podstawie wynikow tych badan stwierdzono,
ze LBP znaczgco hamuje wzrost przeszczepialnego migsaka S180 u myszy nosiciela

[62] co sugeruje, ze polisacharydy moga wykazywaé¢ aktywnos¢ przeciwnowotworowsa.

1.3.3. Aktywnos¢ przeciwutleniajaca fitoandrogenéw.

Uszkodzenia oksydacyjne sa istotnym czynnikiem etiologicznym wielu
przewlektych chorob cztowieka, takich jak cukrzyca, nowotwory, miazdzyca, artretyzm,
choroby neurodegeneracyjne oraz proces starzenia si¢. Wiele fitoandrogenow posiada
aktywno$¢ przeciwutleniajagcg [63, 64]. Mai i in. (2012) opublikowali wyniki,
przedmiotem ktorych byla ocena aktywnosci przeciwutleniajacej Rhizoma Cibotii
w badaniach in vitro. Autorzy udowodnili antyoksydacyjne wilasciwosci tej rosliny,
ktore w ich ocenie wynikaja z obecnosci zwigzkow bioaktywnych, takich
jak flawonoidy, kwasy fenolowe i polisacharydy. Rhizoma Cibotii wykazata silng
zdolno$¢ do neutralizacji wolnych rodnikow, w tym rodnikéw ponadtlenkowych

i rodnikow hydroksylowych oraz skutecznie hamowata peroksydacje lipidow [65].
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Oprécz Rhizoma Cibotii réwniez inne rosliny lecznicze wykazujg istotng aktywno$é
przeciwutleniajaca. Na podkreslenie zastuguje, znacznie lepiej poznany, ekstrakty z lisci
Ginkgo biloba. Wykazano,ze ekstrakt ten wykazuje zdolno$¢ do neutralizacji wolnych
rodnikow 1 zmniejszenia stresu oksydacyjnego w rdéznych tkankach. Wiasciwosci
przeciwutleniajace Ginkgo biloba sg przypisywane flawonoidom, terpenoidom i innym
zwigzkom fenolowym obecnym w ekstrakcie [66]. Curcuma longa, powszechnie znana
jako kurkuma, zawiera kurkuming jako swoja aktywna substancj¢. Zostata ona szeroko
zbadana pod katem wtasciwosci przeciwutleniajagcych, a otrzymane wyniki wskazuja
na jej zdolno$¢ do neutralizacji wolnych rodnikéw, hamowania proceséw utleniania

i ochrony komorek przed uszkodzeniami oksydacyjnymi [67].

1.3.4. Fitoandrogeny a otylo$¢ i zwigzany z nig zespo6l metaboliczny.

Testosteron, oprocz swojej roli jako kluczowego hormonu steroidowego
w fizjologii uktadu rozrodczego, pelni rowniez wazng funkcj¢ oddziatujac regulacyjnie
na wykorzystanie energii oraz kontrole licznych szlakow metabolicznych w komorkach,
w tym retencje azotu i regulacje adipogenezy [68-70]. Poprzez zwigkszanie
I utrzymanie masy mig$niowej oraz redukcje masy tluszczowej, odgrywa istotng role
w regulacji sktadu ciata [71, 72]. Niedobor androgendéw prowadzi¢ moze do rozwoju
insulinoopornosci, cukrzycy typu Il oraz zespotu metabolicznego [73, 74]. Stwierdza
si¢ rowniez zwickszone odktadanie tkanki thuszczowej, szczegolnie trzewnej, petniace;j
funkcje najwigkszego narzadu wydzielniczego, produkujacej liczne adipokiny,
w tym rowniez cytokiny prozapalne [75-78]. Poczawszy od 20. az do 70. roku zycia
mezcezyzni tracg OK. 12 kg masy migsniowej [79]. Prowadzi to do obnizenia wydolnosci
wysitkowej, a w konsekwencji jest przyczyna Stale narastajacego zmeczenia fizycznego.

Co wazne, redukcja masy mig$niowej, warunkujgca zmniejszenie obcigzenia kosc¢ca
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ma negatywne oddzialywanie na jakos¢ tkanki kostnej, co zwigzane jest z spadkiem
jej gestosci mineralnej. Podkresli¢ nalezy, ze testosteron jest tylko jednym z czynnikoéw
odpowiedzialnych za ubytek masy migéniowej zwigzanej z wiekiem [80, 81].
Zmniejszenie masy migsniowej, otylos¢ brzuszna, scienczenie skory moga by¢ rowniez
wyktadnikami niedoboru hormonu wzrostu i siarczanu dehydroepiandrosteronu
[82, 83]. Podawanie testosteronu prowadzi do redukcji nagromadzonej tkanki
thuszczowej, zwickszenia wrazliwosci na insuling oraz zmniejsza ryzyka wystapienia
chorob sercowo-naczyniowych [84, 85]. Jednak farmakoterapia androgenami, takimi
jak: testosteron, dihydrotestosteron (DHT) i sterydy anaboliczne, moze wigzaé si¢
z mozliwoscia wystgpienia skutkow ubocznych, takich jak nadci$nienie,
hyperandrogenizm czy przerost, a nawet rak gruczotu krokowego. Wydaje sie,
ze fitoandrogeny moga oddziatywac na receptory androgenowe (AR) bez ograniczen,
jakie wigza si¢ z terapig zastgpczg Syntetycznymi androgenami, co umozliwia leczenie
chorob spowodowanych niedoborem testosteronu wynikajacych z otytosci oraz chorob

metabolicznych z nig zwigzanych [86].

1.3.5. Fitoandrogeny a kosci.

Mimo, ze badania nad wptywem fitoandrogenéw na organizm cztowieka
I zwierzat zyskujg coraz wigksza popularnos¢, to brak jest wyczerpujacych danych
dotyczacych ich oddziatywania na metabolizm tkanki kostnej. Istnieja tylko nieliczne
informacje wskazujace na korzystny wptyw fitoandrogenéw na tkanke kostng. Takie
dziatanie wykazuje Eucommia ulmoides, o ktorej w tradycyjnej medycynie chinskiej
wspomina Zhong-Yao, a w japonskiej Kampo. Wedtug tych zrodet Eucommia ulmoides
wzmacnia uktad kostny, czynigc go silniejszym i bardziej odpornym. Roslina

ta wzmacnia rowniez uktad mie$niowy poprzez poprawe jakosci i sity migsniowej [45].

10



Wplyw pytku sosnowego na mineralizacj¢ i wytrzymato$¢ mechaniczng uktadu kostnego samcow szczurow
w warunkach do§wiadczalnych osteopenii wywotanej orchidektomig

O korzystnym wptywie fitoandrogenow na tkanke¢ kostng w warunkach doswiadczalnej

osteopenii donosza rowniez inni autorzy [52, 61, 87].

1.4. Pylek sosnowy.

Pylek sosnowy (Pinus pollen) to suchy, drobny, jasnozoétty proszek. Pochodzi
glownie z gatunkow Pinus massoniana Lamb., z Pinus tabuliformis Carriere i innych
ro$lin tego samego gatunku. Wytwarzany jest przez kwiatostany meskie znajdujace
si¢ W skupiskach na koncach gatezi tzw. klastrach w okresie kwitnienia sosny,
tj. w maju. Pojedynczy kwiatostan jest w stanie wyprodukowa¢ ok. 5 min czastek pyitku,
ktory nastepnie przenoszony przez wiatr trafia na kwiaty zenskie. Jego obecno$¢ mozna
obserwowa¢ po krotkotrwatych opadach deszczu, gdyz znajduje si¢ wowczas
na brzegach katuz tworzac zottg powtoke — tzw. ,,siarczane deszcze” [88]. W medycynie
chinskiej pytek sosny znany jest jako "Songhuafen” lub "Songhuang”. Po raz pierwszy
wspomniano o nim w dziele Xin Xiu Ben Cao z epoki Tang. Od tysigcy lat stosuje
si¢ go w produktach leczniczych jako suplement diety [89]. Pylek sosnowy jest bogaty
w fitoandrogeny. Ma rowniez reputacje '"naturalnego skarbca mikroelementow".
Zawiera liczne aminokwasy, mineraty, witaminy, enzymy i flawonoidy [90]. Szerzej
wlasciwosci zdrowotne pytku sosnowego opisano po raz pierwszy w ,,Shen Nong's
Herbal Classic”, chinskiej ksigzce o rolnictwie i ro$linach leczniczych, w ktorej
wskazano, ze pytek sosnowy moze zwigcksza¢ oddawanie moczu, pobudza¢ krazenie
Krwi oraz ,,rozprasza¢ zimno lub goragco w sercu i brzuchu”, a jesli stosowany jest przez
dlugi czas, moze "rozjasnia¢ ciato" i1 przedtuza¢ zycie. Przypisuje si¢ mu réwniez
zdolnos$¢ do uzupetniania energii qi, ktora w tradycyjnej medycynie chinskiej uwazana
jest za filar prawidlowego funkcjonowania ludzkiego organizmu. Shizhen Li, zyjacy

w latach 1518 - 1593, znakomity chinski znawca medycyny tradycyjnej w okresie

11


https://pl.wikipedia.org/wiki/1518
https://pl.wikipedia.org/wiki/1593

Wplyw pytku sosnowego na mineralizacj¢ i wytrzymato$¢ mechaniczng uktadu kostnego samcow szczurow
w warunkach do§wiadczalnych osteopenii wywotanej orchidektomig

panowania dynastii Ming, w swoim monumentalnym dziele Encyklopedia korzeni
I roslin (Bencao gangmu), bedacym farmakopeg chinskiej medycyny tradycyjnej
zapisal, ze ,,pytek sosny ma stodki smak, ciepte dziatanie i jest nietoksyczny. Moze on
odzywia¢ serce i1 pluca, uzupetlia¢ energi¢ qi, rozpraszaé wiatr i zatrzymywad
krwawienie” [90, 91]. Wspotczesne badania rozszerzajg zdrowotne whasciwosci pyltku,
dowodzac jego immunomodulacyjnego wplywu na organizm, ochronnego
oddziatywania na watrobg, dziatania przeciwnowotworowego, przeciwutleniajacego,
przeciwzapalnego, zmniejszajacego efekty starzenia si¢, przeciwzmeczeniowego

oraz zmniejszajgcego stezenie lipidow i glukozy we krwi [90, 92-95].

Zgodnie z danymi podawanymi przez amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow
(FDA) pytek sosnowy bogaty jest w takie aminokwasy jak: arginina, leucyna, lizyna,
metionina, fenyloalanina, cysteina, tryptofan oraz tyrozyna. Ponadto, w jego sktadzie
znajdujg si¢ witaminy m.in. D3 oraz witaminy z grupy B. Zawiera dodatkowo selen,
zelazo, mangan, miedz, fosfor, mate ilosci potasu, flawonoidy, fitosterole, cukry, kwas
fenolowy, lignany oraz alfa oraz beta-pinen, borneol, octan bornylu, limonen,
izoborneol, torpineol, karen, felandreny, kariofilen, kamafen. Najwazniejszg cecha
wydaje sie jednak obecnos¢ w jego sktadzie testosteronu oraz dehydroepiandrostenonu

[88, 96].

Morgan i in. (2012) wykazali, ze z 0,1 g Pinus tabulaeformis mozna wyizolowac
27 ng  testosteronu.  Zawartos¢ DHEA w  pytku  sosny  czarnej
(Pinea Nigra) okreslona zostata na poziomie 0,1 ug w 10 g pytku [97]. Uwzgledniajac
wczesniej przedstawiong klasyfikacje androgenow, to pylek sosnowy nalezy do grupy

fitoandrogenow prawdziwych.
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Badania dotyczace wplywu pylku sosnowego na organizm ludzi i zwierzat
nie sg liczne. Uwage zwraca praca Aziz i in. [98], ktorzy wykazali wzrost st¢zenia
testosteronu oraz DHEA w osoczu krwi tapii nilowej w nastepstwie podawania pytku
sosnowego w diecie. Gen-Xiang Mao i in. [89] dowodza, iz pylek sosnowy opo6znia
replikacyjne starzenie si¢ diploidalnych ludzkich fibroblastow - 2BS, czego wynikiem
jest zwigkszona proliferacja komoérek, obnizona aktywno$¢ zwigzanej ze starzeniem
B-galaktozydazy (SA-B-Gal) oraz odwrocona ekspresja markeréw starzenia tj.: p53,
p21Wafl , pl6INK4a, PTEN i p27Kipl w poznych komoérkach PD. Kyung-Hee Lee
I in. indukowali zapalenie stawow poprzez immunizacj¢ podskérng kolagenem
bydlecym typu Il (CIA - Collagen-Induced Arthritis) u myszy, u ktoérych przebieg
zmian zapalnych najbardziej przypomina te obserwowane u ludzi [99]. Nastepnie
podawano zwierz¢tom ekstrakt z pytku sosnowego doustnie w dawkach 100 i 200
mg/kg m.c. przez okres 49 dni. Obrzek tap oraz zapalenie stawoéw byly znacznie
mniejsze w grupie doswiadczalnej, ktorej podawano ekstrakt. Dodatkowo stwierdzono,
iz zwierzeta otrzymujace dawke 100 mg/kg m.c. dziennie wykazywaty obnizenie
poziomu czynnika reumatoidalnego, biatka karbonylowego, TNF-alfa, I-1beta, IL-6,
dialdehydu malonowego i produktow glikacji w surowicy krwi. Zauwazono réwniez,
iz dochodzito do zmian w stezeniu poszczegdlnych frakcji lipidowych osocza,
gdzie poziom LDL ulegat obnizeniu [99]. Dane te moga sugerowac, iz pytek sosnowy
ma dziatanie przeciwzapalne, ktére moze by¢ wykorzystywane w stanach przewlektych.
Za ciekawe uzna¢ nalezy wnioski ptyngce z oceny wpltywu pytku sosnowego
jako czynnika zmniejszajacego doznania bolowe roéznego pochodzenia. Eun-Mi Choi
i in. [100] indukowali reakcje bolowe u myszy w obrebie jamy brzusznej, powodowane
kwasem octowym lub formaling (podawana w formie do lizania) oraz przeprowadzali

test goracej plytki. Wykazali, ze podawanie doustnie ekstraktu etanolowego pytku
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sosnowego w dawkach 100 i 200 mg/kg istotnie hamowato fazy formalinowego testu
bolu u zwierzat. Sugeruje to, iz polifenole zawarte w pytku moga mie¢ zblizone
dziatanie do aminopiryny oraz indometacyny, ktore charakteryzuja si¢ dziataniem

przeciwbolowym oraz przeciwzapalnym.

W dostepnej literaturze brak jest natomiast opracowan, ktore wyjasnityby efekty

stosowania pytku sosnowego na metabolizm tkanki kostnej.

1.5. Rola androgen6w w metabolizmie tkanki kostnej samcow.

Fizjologicznie wydzielanie testosteronu przez komorki Leydiga jest dwuetapowe.
Rozpoczyna si¢ u ludzi w ok. 6 tyg. zycia ptodowego, a nastgpnic W okresie
dojrzewania. Jego szczyt przypada ok. 20 r.z. Natomiast obnizanie si¢ poziomu
testosteronu wraz z wiekiem, wynikajgce ze zmniejszajacej si¢ liczby komorek Leydiga,
wynosi ok. 0,8-1% kazdego roku [77, 101]. DHEA wytwarzany jest gltownie
przez warstwe siatkowatg kory nadnerczy, ale miejscem jego syntezy sg takze jadra,
jajniki, skoéra i mozg. Nadnerczowa synteza i wydzielanie DHEA podlega kontroli osi
podwzgoérzowo-przysadkowo-nadnerczowej [102, 103]. Siarczanowy ester DHEA
(DHEAS) jest wylacznie wytwarzany z DHEA w nadnerczowej strefie siatkowatej,
w ktorej aktywno$¢ sulfotransferazy jest bardzo wysoka. Osoba dorosta wydziela
codziennie 4 mg DHEA i 25 mg DHEAS. Sulfataza w tkankach zmienia DHEAS
w DHEA, ktory nastgpnie przeksztalcany jest w aktywne hormony piciowe,
takie jak testosteron i estradiol [104, 105]. Poziomy DHEA i DHEAS w surowicy
wzrastajg od poczatku drugiej do czwartej dekady zycia, a potem rozpoczyna

si¢ powolny spadek ich poziomu.

Spadek poziomu androgenow U samcow, podobnie jak obnizenie stezenia

estrogenéw U samic, prowadzi do zmian zanikowych tkanki kostnej [106, 107]. Blisko
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osiemdziesiat lat temu Albright i Reifenstein [108], jako pierwsi, stwierdzili korzystny
wplyw podawania testosteronu w terapii osteoporozy u me¢zczyzn. Obecnie wiadomo,
ze androgeny wptywaja na funkcjonowanie osteoblastow regulujac ich proliferacje,
réznicowanie, dojrzewanie, mineralizacj¢ 1 ekspresj¢ gendéw. Ich oddzialywanie
na uktad kostny zachodzi na drodze bezposredniego pobudzenia receptorow
androgenowych, jak rowniez posrednio przy udziale czynnikéw wydzielanych
parakrynnie i autokrynnie. Receptory androgenowe  wystgpuja  zar6wno
w osteoblastach, jak i osteoklastach. Ich obecno$¢ stwierdzona zostala rowniez
w prekursorowych komoérkach mezenchymalnych, ktérych dalsze réznicowanie
umozliwia rozw6j miesni, kosci lub tkanki tluszczowej. Dlatego tez wyrazem
aktywnos$ci androgendéw jest stymulowanie rozwoju tych pluripotencjalnych komorek
w Kierunku mieloblastow i osteoblastow z jednej strony i hamowanie rozwoju komorek
thuszczowych z drugiej [109, 110]. Interakcja testosteronu ze specyficznym receptorem
przebiega¢ moze W dwojaki sposob. Pierwszy polega na potaczeniu testosteronu
bezposrednio z receptorem androgenowym (AR). Drugi za§ zwigzany jest z uprzednia
konwersjag tego hormonu do 5a-dihydrotestosteronu (5a-DHT) przy udziale
5a-reduktazy i dopiero wtedy ligand przytaczany jest do AR. Dodatkowo testosteron
(ale nie 50-DHT) moze, za posrednictwem aromatazy, ulega¢ przeksztalceniu
do estradiolu [111, 112]. Obecno$¢ w tkance Kkostnej zarowno aromatazy,
jak i Sa-reduktazy, zostata dobrze udokumentowana [113, 114]. Powstajacy 17p-
estradiol taczy si¢ ze specyficznymi receptorami estrogenowymi, inicjujac tym samym
efekty typowe dla dziatania hormonu [115]. Androgeny sa tym samym prekursorem

hormonow estrogennych.
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Rola estrogenow w fizjologii tkanki kostnej jest rowniez wielokierunkowa i polega
na oddzialywaniu posrednim, poprzez inne hormony i cytokiny oraz bezposrednim
receptoralnym. Receptory estrogenowe (ERs) sa zlokalizowane w osteoblastach,
osteocytach oraz chondrocytach ptytki wzrostowej. Ich koncentracja w osteoblastach
wynosi ok. 200 — 1000/komorke. Znaczenie estrogenoéw dla prawidlowego formowania
tkanki kostnej potwierdzaja obserwacje opisane u samcéw z niedoborem estrogenow
wynikajacym z braku aromatazy. Samce te cechowaty si¢ niskg gesto$cig mineralng
kosci (BMD). Dodatkowo, Rochira i in. [116] opisali efekty kostne wytacznego
stosowania testosteronu w porownaniu z tgcznym podawaniem testosteronu i estradiolu
u samcow z deficytem aromatazy. W badaniach tych autorzy dowiedli, ze testosteron
gwarantuje formowanie kosci jedynie w obecnosci estrogenow. Dodatkowo wykazano,
ze kosciotworzenie zachodzi w nastepstwie pobudzenia ER-alfa, a nie ER-beta [109].
Badania przeprowadzone na myszach obydwu pici, u ktorych selektywnie usuniety
zostal ER-alfa w osteoklastach, wskazuja na intensyfikacje resorpcji tkanki kostnej
wylgcznie u samic, w stopniu podobnym do obserwowanego u kobiet z osteoporoza
pomenopauzalng [117, 118], co dowodzi, ze aktywacja ER-alfa w osteoklastach
jest istotna dla hamowania resorpcji kosci u samic myszy. U samcow natomiast
intensyfikacja resorpcji kosci nastgpowata dopiero po zaktoceniu funkcjonowania AR
[106, 119]. ER-alfa i AR majg kluczowe znaczenie w podczas formowania tkanki
kostnej. Potwierdzaja to prace na transgenicznych samcach myszy z wytaczonym
receptorem estrogenowym alfa (ER-alfa) lub receptorem androgenowym (AR).
Wykazano w nich ograniczenie formowania tkanki kostnej w wyniku unieczynnienia
cho¢by jednego z tych receptorow [120-122]. Z obserwacji tych wynika, ze zaréwno
metabolizm sterydowych hormonow piciowych, jak i wptyw androgendow i estrogenow

sg istotne dla dojrzewania i homeostazy uktadu kostnego u samcow [123-125]. Zaréwno
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androgeny jak i estrogeny hamuja resorpcje tkanki kostnej [111, 126] oraz petnig
kluczowsg rolg w tworzeniu tkanki kostnej i utrzymaniu jej masy [122, 127]. Steroidy
gonadalne moga bezposrednio hamowaé rekrutacje, dojrzewanie 1 aktywno$é
metaboliczng osteoklastow i/lub stymulowa¢ $mieré¢ komoérek osteoklastycznych lub
wplywaé pobudzajaco na sygnalizacje antyresorpcyjng komorek osteoblastycznych

[115, 128].

Pobudzenie receptorow estrogenowych alfa wydaje si¢ by¢ rowniez
zaangazowane podczas obcigzenia mechanicznego ko$¢ca, jednego z najwazniejszych
bodzcow fizjologicznych wptywajacych na tworzenie kosci. Armstrong i in. [129]
wykazali, ze sygnalizacja za posrednictwem szlaku Wnt/B-katenina jest elementem
wczesnej odpowiedzi osteoblastow na napr¢zenia mechaniczne 1 ze droga
ta prawdopodobnie wymaga pobudzenia ER-alfa. Wcigz nie ustalono, w jakim stopniu
androgeny 1 skfadniki szlaku oddzialywania za posrednictwem AR wplywaja
na sygnalizacj¢ uktadu Wnt/B-katenina lub przekazuja reakcje osteoblastow
na obcigzenie, ani w jakim stopniu mechanizm ten moze by¢ zaangazowany
w stymulacj¢ formowania tkanki kostnej warunkowanego przez androgeny. Jednak
Liu i in. w badaniach in vitro wysungli koncepcje, ze to dihydroksytestosteron (DHT)
moze stymulowac¢ réznicowanie osteoblastow poprzez oddziatywanie na sygnalizacje
Wnt [130]. Rozwazajac zalezno$¢ pomigdzy formowaniem tkanki kostnej,
a obcigzeniem mechanicznym uwzgledni¢ nalezy badania Oury i in. [131]. Praca tego
zespolu zastuguje na szczeg6lne podkreslenie ze wzgledu na udziat w nich polskich
naukowcoéw. W 2011 r wykazali oni obecno$¢ receptorow dla osteokalcyny
na komorkach Leydiga. Osteokalcyna to niekolagenowe biatko odpowiedzialne

za mineralizacj¢ koSci. Wytwarzana jest przez osteoblasty, odontoblasty
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oraz chondrocyty [132]. Jej poziom wzrasta m. in. w nastgpstwie zwigkszonej reakcji
osteoblastow na obciagzenie mechaniczne [133]. Pobudzenie specyficznych receptorow
na komorkach Leydiga przez osteokalcyng skutkuje zwigkszonym wydzielaniem
testosteronu. Podkresli¢ nalezy, ze przez wiele lat osteokalcyne utozsamiano wylgcznie
z tkanka kostna, identyfikujac ja jako biatko o tkankowym znaczeniu. Wspomniane

badania stawiajg za$ osteokalcyng w grupie hormonéw [134, 135].

Sterydowe hormony piciowe pehlnig istotng role w jelitowej absorpcji wapnia
oraz jego retencji w tkance kostnej [136]. Na podkreslenie zastuguje wplyw tych
hormonéw na wzrost aktywnosci la-hydroksylazy, enzymu odpowiedzialnego
za hydroksylacje 25(OH)D3 do 1,25(0OH).D3 [137]. Z drugiej strony, istniejg doniesienia
wskazujace na udziat 1,25(0OH)2Ds we wzroscie aktywnosci aromatazy w osteoblastach

[138].

Znamiennym jest takze oddzialywanie sterydow gonadalnych na synteze
i wydzielanie GH oraz IGF-I. Zalezno$¢ ta ma charakter dwukierunkowy, w ktorym GH
i IGF-I pobudzajg gonady do syntezy i sekrecji sterydowych hormonéw piciowych,
co wzmacnia ich wptyw osteotropowy [139]. Na synteze i wydzielanie GH maja
wylacznie wplyw androgeny mogace ulega¢ aromatyzacji. Androgeny nie podlegajace
temu procesowi, takie jak oksandrolon czy tez 5a-dihydrotestosteron, nie wplywaja
na wydzielanie GH [140, 141]. Testosteron pobudza syntez¢ i wydzielanie GH i IGF-I
W sposob systemowy. Polega to na tym, ze wzmaga syntez¢ IGF-1 w tkance kostnej,
zwicksza jego poziom w osteoblastach, intensyfikuje wzrost chrzastki nasadowej
I mineralizacj¢ macierzy kostnej oraz zwigksza oddziatywanie troficzne niektorych
biatek wigzacych insulinopodobne czynniki wzrostu (IGFBPs — insulin-like growth

factor binding proteins) [142, 143]. Estradiol natomiast zwicksza syntezg IGF-I
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w osteoblastach oraz ekspresj¢ receptorow dla IGF-I, a zmniejsza produkcje IGFBP-4
I -6, wykazujacych antagonistyczne, wzglgdem IGF-I, dziatanie w odniesieniu do tkanki
kostnej [2005]. Synteza biatek wiazacych insulinopodobny czynnik wzrostu (IGFBPS)
pobudzana jest rowniez przez GH [144]. Biatka te petlnig podwojng role. Z jednej
strony, wykazujac wysokie powinowactwo do IGF-I i IGF-Il sg ich transporterem
osoczowym i regulatorem aktywnosci metabolicznej, wydtuzajac ich okres pottrwania
[145-147]. Natomiast z drugiej, wptywaja one na rozwdj uktadu kostnego w sposob
autonomiczny, tj. niezalezny od IGF [111]. Dodatkowo kontrolny wptyw GH
na synteze bialek IGFBP, przejawia si¢ hamujagcym jego wplywem na powstawanie
biatka wigzacego insulinopodobny czynnik wzrostu 4 (IGFBP-4), a pobudza syntezg
IGFBP-2, -3 oraz -5. Te ostatnie biatka wigzace IGF-1 stymulujag komorki kostne

bezposrednio lub poprzez IGF-I [111].

Po za wspomnianymi aspektami wptywu hormonéow piciowych wspomnieé¢ nalezy,
ze sa one glownymi determinantami odmiennos$ci ptciowej w budowie koséca [148].
Zroznicowanie to zwigzane jest z rozwojem uktadu kostnego, ksztattem i budowa kosci,
ale réwniez odmiennym przebiegiem zmian zanikowych tkanki kostnej, wynikajacych

z braku hormonalnej aktywnos$ci gonad [149].

1.6. Osteoporoza u mezcezyzn.

Zgodnie z definicja Swiatowej Organizacji Zdrowia osteoporoza to uktadowa
choroba szkieletu, charakteryzujaca si¢ niskag masg kosci, zaburzong mikroarchitekturg
tkanki 1 zwigkszong podatno$cig kosci na zlamania. Przez dlugi czas osteoporoza
uwazana byla za jeden z gléwnych probleméw zdrowotnych, dotyczacy jednak
wylacznie kobiet [150-152]. Tymczasem ztamania osteoporotyczne wystepuja rowniez
u mezezyzn [153-155]. Co wigcej, wzrost wystgpowania osteoporozy i ztaman
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w ostatnich dekadach byl bardziej wyrazny u mezczyzn niz u kobiet. W Stanach
Zjednoczonych, migdzy poczatkiem lat 90. a potowa roku 2000., odsetek me¢zczyzn
powyzej 50 roku zycia z osteoporoza i osteopenig podwoit si¢ osiagajac odpowiednio
4% 1 38% populacji [107, 156]. Szansa na to, ze me¢zczyzna dozna ztamania zwigzanego
z osteoporozg w trakcie swojego zycia jest wigksza niz szansa na rozwini¢cie raka
prostaty. W roku 2000, 40% z 9 milionéw zlaman, ktére wystgpity na S$wiecie,
dotyczylo mezczyzn [157]. Ponadto, prognozuje si¢ wzrost liczby ztaman w obrebie
biodra u megzczyzn 0 310% do 2050 roku. W przeciwienstwie do Kkobiet,
gdzie menopauza wiaze si¢ z do§¢ gwattownym spadkiem poziomu estrogenéw, poziom
androgenow u mezczyzn maleje stopniowo i wolniej. Przyspieszenie tego procesu moze
wystapi¢, zwykle w pdzniejszym wieku (po 65-70. roku zycia), co skutkuje wigksza
predylekcja do ztaman [154, 158]. Obnizenie funkcji endokrynnej jader zaistnie¢ moze
rowniez w przebiegu innych chordb (np. hyperprolaktynemia) oraz z powodu
stosowanych lekow [154, 159-162]. Zmniejszenie gestosci mineralnej kosci (BMD)
1 zwigkszone ryzyko ztaman stwierdzane jest rOwniez przy wzroscie stezenia globuliny
wigzacej hormony ptciowe (SHBG) przy jednoczesnym obnizeniu poziomdéw wolnego
testosteronu [163, 164]. Pamigta¢ rowniez nalezy o estrogenach, ktorych rola zostata
opisana powyzej. Ich odpowiedni poziom ma kluczowe znaczenie dla osiggnigcia
szczytowej masy kostnej, a niedobor jest bezposrednio zwigzany z zwigkszonym
remodelowaniem i utratg masy kostnej u me¢zczyzn [165-167]. Pacjenci, u ktorych
wystepuje kombinacja niskich poziomoéw estradiolu 1 wolnego testosteronu,
sg najbardziej narazeni na utrat¢ masy kostnej i ztamania [163, 164, 168-170]. Réwniez
obnizone stezenie dehydroepiandrosteronu (DHEA) wigze si¢ ze zmniejszong gestoscig

mineralng kosci [171, 172].
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Oproécz aspektow mechanicznych 1 hormonalnych, istniejg rOwniez te zwigzane
bezposrednio z procesem starzenia si¢. U o0sOb starszych cytokiny zapalne moga
prowadzi¢ do zwigkszenia aktywno$ci osteoklastow i hamowania osteoblastow
[173-175]. Wazny jest rowniez niedobor witaminy D wynikajacy ograniczen
dietetycznych, rzadsza ekspozycja na promienie stoneczne i nizszg zdolnoscig skory
do przeksztalcenia 7-dehydrocholesterolu w cholekalcyferol [176, 177]. Mniejsza
jest rowniez sprawnos¢ uktadu migsniowego, co zwieksza ryzyko upadkéw oraz ztaman

u starszych m¢zezyzn [178, 179].

Ze wzgledu na lokalizacj¢ zmian zanikowych tkanki kostnej wyrdznia
si¢ jej dwie postacie: 0Steoporoz¢ miejscowa Spowodowang m.in. stanem zapalnym
lub unieruchomieniem uszkodzonej konczyny oraz uogdlniong mogaca by¢ wynikiem
defektéw metabolicznych, proceséw inwolucyjnych czy unieruchomienia catego
organizmu. Uwzgledniajac etiologie wyodrgbniono trzy formy osteoporozy [150, 151].
Pierwsza z nich to osteoporoza mtodziencza zwana rowniez idiopatyczna, w ktorej
czynnik przyczynowy nie jest znany [180-182]. Najczgsciej wystepujaca
jest osteoporoza pierwotna, bedgca nastgpstwem zmian zanikowych tkanki kostnej
wynikajacych z wieku [183, 184]. Czynnikami intensyfikujacymi jej rozwdj sa masa
ciata, status hormonoéw piciowych i kalcytoniny, styl Zycia oraz aktywno$¢ fizyczna,
palenie tytoniu, Zle zbilansowana dieta, niedobory witaminy D3 oraz wapnia [185].
Trzeci rodzaj to osteoporoza wtdrna, powstajaca jako powiktanie bedace wynikiem
innych  choréb (nadczynnos$¢ tarczycy, nadczynno$¢ przytarczyc, cukrzyca,
przedwczesna menopauza lub andropauza, choroby uktadu pokarmowego przebiegajace
z zaburzeniami wchtaniania, przewlekte zapalne choroby reumatyczne) lub stosowania

niektorych lekoéw (glikokortykosteroidy, leki przeciwpadaczkowe, heparyna, inhibitory
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pompy protonowej [186-189]. Ta posta¢ osteoporozy dotyczy oséb w kazdym wieku
[190, 191].

Niedobor androgenow bedacy nastepstwem kastracji, hiperprolaktynemii,
leczenia analogami GnRH z powodu raka prostaty prowadzi do hipotestosteronemii
1 tym samym utraty masy beleczkowej kosci. Zaobserwowano, iz w przypadku
30% przypadkow ztaman kompresyjnych kregostupa i 68% ztaman szyjki kosci udowe;j
stwierdzono niedobor testosteronu, co moze mie¢ zwigzek z postgpujacym
wraz z wiekiem zmniejszaniem si¢ stezenia testosteronu oraz androgenow
nadnerczowych — DHEA [171, 172]. Spadek testosteronu i estrogenow o ok 50%
w stosunku do wartosci osigganych przez mlodych mezczyzn powoduje obnizenie
wytrzymato$ci kosci i tym samym predysponuje do ztaman osteoporotycznych [101].
Rzadsze rozpoznawanie 0steoporozy u mezczyzn, w poroOwnaniu z kobietami, mozna
wyjasni¢ kilkoma czynnikami. Warto przypomnieé¢, ze Szczytowa gestos¢ mineralna
kosci (BMD) jest u mezczyzn od 8% do 10% wyzsza niz u kobiet. Ponadto,
charakterystyka rozwoju kosci, szczegélnie diugich, u mg¢zczyzn przyczynia
si¢ do ich wigkszej wytrzymatosci mechanicznej w poréwnaniu z ko$émi kobiet [149].
Zwigkszony rozmiar kosci jest wynikiem dziatania androgenéw wplywajacych
na formowanie podokostnowe, co warunkuje wigkszg ich S$rednice zewnetrzng
[154, 156, 192]. U kobiet estrogeny ograniczajg formowanie podokostnowe, efektem
czego jest mniejsza Srednica zewnetrzna. Zroznicowanie piciowe wykazuje réwniez
mikrostruktura beleczek kostnych. U mezczyzn jest ona silniej rozbudowana i bardziej
zageszcezona niz u kobiet[149]. Inny jest rowniez mechanizm zmian zanikowych tkanki
kostnej gabczastej. U mezczyzn wraz z wiekiem obserwuje si¢ zwigkszenie przestrzeni
mi¢dzy beleczkami. Rzadko stwierdza si¢ zanik beleczek kostnych [193]. U kobiet

natomiast zmiany zanikowe tkanki kostnej gabczastej zwigzane sg ze zmniejszeniem
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liczby beleczek kostnych, zanikiem ich cigglosci, a nastepnie catkowita ich resorpcja
[194-197]. Kolejna odmienno$¢ wynikajaca z réznicy pleci dotyczy dynamiki
zmniejszania aktywnos$ci endokrynnej gonad. Jak juz wspomniano wczesniej, u kobiet
menopauza wigze si¢ z dos¢ gwaltownym spadkiem poziomu estrogendéw, natomiast
obnizenie poziomu androgenow jest stopniowe i zdecydowanie wolniejsze. Silniejsze
obnizenie wydzielania hormonéw przez jadra obserwowane jest dopiero po 65-70 roku
zycia [198]. Warto zauwazy¢, ze ryzyko ztamania osteoporotycznego nasady glowy
kosci udowej u mezczyzn plasuje si¢ na poziomie 6%, u kobiet natomiast Wynosi
ono 16-18% [199]. Spadek stezenia androgendéw i estrogenow o ok. 50% w stosunku
do warto$ci notowanych u mtodych mezczyzn powoduje obnizenie wytrzymatosci koSci
i tym samym predysponuje do ztaman osteoporotycznych [101, 200]. Mniejsza
czestotliwos¢ wystepowania osteoporozy u mezczyzn niz u kobiet wynika z wyzszej
szczytowej masy kostnej, zbyt poznej diagnostyki (ok. 10 lat p6zniej niz u kobiet),
krotszej dtugos$ci zycia oraz brakiem okresu przyspieszonej utraty masy kostnej [171].
Powiktania wynikajace z osteoporozy skutkuja jednak wigkszg $miertelnosciag
mezezyzn, szczegolnie w pierwszym roku po ztamaniu glowy kosci udowej [201-203].
Zlotym standardem w diagnostyce obrazowej osteoporozy  kobiet
jest  densytometria  (ang. DXA - Dual X-Ray  Absorptiometry).
Badanie to, wykorzystujac otéwkowa lub wachlarzowa wigzke promieniowania RTG,
dokonuje pomiarow kos¢ca w miejscach referencyjnych, tj., w obrebie kregow
ledzwiowych oraz szyjki kosci udowych okreslajac bezwzgledng gestos¢ 1 zawartos¢
mineralng tych kosci oraz ich powierzchni¢ [204]. Dla okreslenia aktualnego stanu
uktadu kostnego konieczne jest jednak wykonanie obliczen pozwalajacych
na wyznaczenie wartoSci T-score. Zgodnie z definicja WHO warto$¢ T-score

jest odchyleniem standardowym pozwalajacym na zdefiniowanie, jaka cze$¢ masy
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kostnej utracita pacjentka w stosunku do szczytowej masy kostnej mtodych, zdrowych
kobiet w wieku 25-40 lat [205, 206]. O ile warto$¢ T-score miesci si¢ w przedziale
wskaznika od -1 do -2,5, to taka zalezno$¢ opisywana jest jako osteopenia,
czyli fizjologiczny zanik ko$ci. WartoSci T-score nizsza niz -2,5 $wiadczy
0 osteoporozie [187, 207]. Jak wspomniano, wskaznik T-score jest odchyleniem
standardowym od $redniej szczytowej masy kostnej w populacji w okreslonym wieku
[187]. Tak wigc, zeby ten wskaznik mozna bylo prawidlowo wyznaczy¢é musiano
stworzy¢ bazg danych pomiaréw densytometrycznych duzej populacji kobiet.
Dla me¢zczyzn taka baza nie istnieje. | mimo odmiennosci budowy tkanki kostnej
u obydwu pici, podczas badania DXA kos$cca mezczyzn postugujemy si¢ bazg
utworzong dla pan, co moze by¢ przyczyna niecatkowicie precyzyjnej diagnozy
[208, 209]. Problemy dotycza rowniez leczenia osteoporozy u mezczyzn, gdyz nie

wszystkie leki stosowane u kobiet maja dopuszczenie do uzycia u m¢zezyzn [154, 210].

2. CEL PRACY

Osteoporoza u mezczyzn to istotny problem zarowno w aspekcie medycznym,
jak i spotecznym. Uwzgledniajac postepujacy rozwoj cywilizacyjny, wiagzacy
si¢ ze stale rosngcym poziomem zycia, Niskg aktywnoscig fizyczng oraz niewlasciwym
odzywianiem przewiduje sie, ze zaburzenia metaboliczne uktadu kostnego u mezczyzn
beda coraz czesciej diagnozowane. Wskazuja na to dane liczbowe przytoczone
w poprzednim rozdziale. Osteoporoza u me¢zczyzn | kobiet prowadzi do ostabienia
struktury kosci 1 zwigkszenia jej podatnosci na ztamania. Mimo podobienstw
konsekwencji wynikajacych z degradacji tkanki kostnej, ich przebieg jest rozny.
Podkresli¢ nalezy rowniez wigksza $miertelno$¢ U mezczyzn, bedaca konsekwencja

powiktan np. w nastgpstwie operacyjnego leczenia ztaman szyjki kosci udowej.
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Mimo postgpu W zakresie terapii zmian zanikowych tkanki kostnej, zauwazalna
jest tendencja powrotu do medycyny tradycyjnej i poszukiwania alternatywnych metod
zapobiegania i leczenia osteopatii metabolicznych. Przyktadem jest pytek sosnowy
bedacy bogatym zZrodlem androgenow 1 DHEA. Dlatego celem tych badan
byto okreslenie osteotropowego wptywu roznych dawek pytku sosnowego, podawanego
p.0. na metabolizm tkanki kostnej samcow Szczuréw w warunkach rozwoju zmian
zanikowych kos$ci indukowanych obustronng orchidektomia. Uwzgledniajac znaczenie
uktadu mig$niowego dla prawidtowego funkcjonowania koséca oraz intensyfikacje
proceséw katabolicznych migéni po gonadektomii, réwnolegle podjeto badania
nad wptywem roznych dawek pylku sosnowego na powierzchni¢ oraz gesto$¢ miegsni
podudzia, a takze kumulacje w nich tkanki tluszczowej. Jako zwierze modelowe
wykorzystane zostaly szczury szczepu Wistar. Zwierzegta te sa uznanym gatunkiem
doswiadczalnym w tego typu badaniach, a uzyskane efekty traktowane

sg jako referencyjne w odniesieniu do ludzi.

3. MATERIAL I METODY

Zatozone  procedury  eksperymentu oraz metodyka doswiadczenia,
po zaakceptowaniu przez Komisje Etyczng ds. Doswiadczen na zwierzetach w Lublinie
(uchwata nr 92/2019), zostaty przeprowadzone w Osrodku Medycyny Doswiadczalnej
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Analize¢ materiatu biologicznego wykonano
w Katedrze Fizjologii Zwierzat Wydzialu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu

Przyrodniczego w Lublinie.
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3.1. Czes¢ dosSwiadczalna realizowana z  wykorzystaniem zwierzat

laboratoryjnych

Dojrzate pod wzgledem hodowlanym samce szczurow szczepu Wistar (n=40)
0 masie ciata 300 g + 20 g zostaty umieszczone w standardowych dla tego gatunku
klatkach o powierzchni 840 cm? i wysokosci 18 cm, po dwa zwierzeta w jednej klatce.
Zwierzeta pochodzity z hodowli Osrodka Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie, posiadajgcego Certyfikat Dobrej Praktyki Laboratoryjnej
(numer rejestracyjny 24/2020/DPL z dnia 2 grudnia 2020 roku). Szczury utrzymywane
byly w optymalnych warunkach dla gatunku: temperatura (22 °C + 2), o$wietlenie
(dzien/noc 12/12 h) oraz wilgotnos¢ (55% =+ 5). Miaty nieograniczony dostep
do standardowej paszy bytowej Altromin Standard 1320 (Altromin, Niemcy)

oraz wody.

Tabela 1. Opis grup do$wiadczenia

Symbol grupy Typ operacji Podawany czynnik | Dawka i sposéb podania

(SnH(8)) Operacja rzekoma Ptyn fizjologiczny | 0,5ml/100 g m.c./24h p.o.

OF;:('SP)hS Orchidektomia Ptyn fizjologiczny | 0,5 ml/100 g m.c./24h p.o.

ORX-TEST Orchidektomia Testosteron 7'mg/ kg masy ciata/7 dni

(n=8) s.C.

Pytek sosnowy 50 mg/kg

ORX-PP50 Orchidektomia Pylek sosnowy m.c. w wodnej Zawlesinie

(n=8) podawanej w objetosci 0,5
ml/100 g m.c. p.o.

Pytek soshowy 150 mg/kg

ORX-PP150 Orchidektomia Pylek sosnowy m.c. w wodnej zawiesinie

(n=8) podawanej w objetosci 0,5
ml/100 g m.c. p.o.

Szczury zostaly podzielone wstepnie na dwie grupy. Pierwsza grupa (n=8)
podlegata zabiegowi chirurgicznemu pozornej gonadektomii (SHO), za$ u samcow

w drugiej grupie (n=32) przeprowadzono zabiegi orchidektomii. Zabieg pozornej
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gonadektomii (SHO) polegat na delikatnym przecigciu skory worka mosznowego
wzdhuz dhugiej osi kazdego z jader, w taki sposob, by nie uszkodzi¢ tkanek gonad,
a nastgpnie brzegi ran byly taczone szwem, do ktorego uzyto nici niewchtanialnych 5-0.
Podczas wtasciwej orchidektomii (ORX) wykonywano podobne cigcia jak powyzej
opisano, przez ktore usuwane byly jadra. Po izolacji jadra z worka mosznowego,
nasieniowdd podwigzywany byt ni¢mi wchtanialnymi 4-0 celem uniknigcia krwawienia,
a gonada amputowana. Celem zapobiegni¢cia ewentualnym stanom zapalnym,
bezposrednio do rany wprowadzano antybiotyk w dawce 0,5 ml (Betamox, ScanVet
Poland Sp. z 0.0.), po czym brzegi rany zostaly zlaczone szwem chirurgicznym przy
uzyciu nici niewchtanialnych 5-0. Po siedmiodniowej rekonwalescencji pooperacyjnej
szczury podlegajace zabiegom chirurgicznej gonadektomii (ORX) podzielone zostaty
losowo po 8 osobnikéw W kazdej z nich (Tabela 1). Po rozdzieleniu osobnikéw
rozpoczeto podawanie plynu fizjologicznego, testosteronu oraz dwoch dawek pytku
sosnowego, ktore trwato 60 dni. Masa ciala szczurow, stanowigca podstawe do
okreslenia dawek stosowanych substancji, mierzona byta raz w tygodniu. Po tym
okresie zwierzeta poddano eutanazji poprzez dyslokacje kregébw szyjnych.
Wyizolowano kosci piszczelowe lewe, ktore oczyszczono z tkanek migkkich. Prawe
konczyny miedniczne zostaty oddzielone od tutowia w stawie biodrowym wraz ze skora
I migsniami. Krew pobrana zostata z punkcji dosercowej, a po odwirowaniu otrzymano
osocze do badan biochemicznych. Catos¢ uzyskanego w toku doswiadczenia materiatu

biologicznego zostata zamrozona w temp. -30 °C do dalszych analiz.
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3.2. Densytometryczna analiza calego szkieletu i izolowanych koSci
piszczelowych

W badaniach uzyty zostat densytometr firmy Norland Excel Plus (Norland, Ford
Atkinson, Wi, USA), ktory wykorzystuje absorpcje promieniowania RTG 0 podwojne;j
energii (Dual Energy X-ray Absorptiometry DXA). Wykonanie pomiaréw umozliwito
oprogramowanie Norland Illuminatus w wersji 4. 7. 6. Przeprowadzona zostata
densytometryczna ocena catego szkieletu, w ktorej okreslono zawarto$¢ mineralna,
gestos¢ mineralng kos$éca 1 jego powierzchnie (Ts.BMC, Ts.BMD oraz Ts.Ar)
oraz zawarto$¢ mineralng, gesto$¢ mineralng koséca i powierzchnig izolowanych kosci
piszczelowych (t.BMC, t.BMD oraz t.Ar). Przed wykonaniem kazdej serii pomiarowej

urzadzenie byto kalibrowane zgodnie z zaleceniami producenta.

3.3. Analiza izolowanych kosci piszczelowych 2z wykorzystaniem

obwodowego ilosciowego tomografu komputerowego (pQCT).

Tabela 2. Parametry tomograficznej oceny tkanki kostnej zbitej i gabczastej kosci piszczelowych

. Parametry calkowitego przekroju
Parametry calkowitego przekroju ] .
] o poprzecznego kosci oraz tkanki kostnej
poprzecznego kosci oraz tkanki kostnej zbitej
gabczastej okreslone w odleglosci 5 mm od
okreslone w 50% dlugosci kosci

powierzchni stawowej
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Catkowita powierzchnia kosci (Tot.Ar)
Catkowita zawarto$¢ mineralna przekroju
kosci (Tot.BMC)

Catkowita wolumetryczna przekroju
gestos¢ mineralna przekroju kosci
(Tot.vBMD)

Grubos¢ tkanki kostnej zbitej (Ct.Th)
Obwod zewngtrzny kosci (Peri.C)
Obwod wewnetrzny kosci (Endo.C)
Powierzchnia tkanki kostnej zbitej
(Ct.Ar)

Wolumetryczna gestos¢ mineralna tkanki

Catkowita powierzchnia przekroju kosci
(Tot.Ar)

Powierzchnia tkanki kostnej gabczastej
(Tb.Ar)

Catkowita  wolumetryczna przekroju
gestos¢ mineralna kosci (Tot.vBMD)
Catkowita zawarto$¢ mineralna przekroju
kosci (Th.BMC)

Wolumetryczna gestos¢ mineralna tkanki
kostnej gabczastej (Th.vBMC)
Zawarto$¢ mineralna tkanki kostnej
gabczastej (Th.BMC)

kostnej zbitej (Ct.vBMD)
e Zawarto$¢ mineralna tkanki kostnej
zbitej (Ct.BMC)

Tomograficzna analiza kosci piszczelowych wykonana zostata przy pomocy
obwodowego ilosciowego tomografu komputerowego (pQCT- Peripheral Quantitative
Computed Tomography) Stratec XCT Research SA Plus (Stratec Medizintechnik
GmbH, Pforzheim, Niemcy) z uzyciem referencyjnego oprogramowania Stratec
w wersji 6.20C. Urzadzenie to pozwala na odrebna i niezalezng analize catego przekroju
kosci w dowolnie wybranym miejscu, a takze na przeprowadzenie oddzielnej oceny
tkanki kostnej gabczastej i zbitej. W metodzie pQCT pomiar gestosci jest
trojwymiarowy, €O pozwala na okre$lenie rzeczywistej (wolumetrycznej) gestosci

mineralnej kos¢ca obwodowego, a wyniki wyrazane sg W mg/mm?.

Miejsce  analizy  okreslono na podstawie skanowania  wstepnego
przeprowadzonego z predkoscia 10 mm/s. Dzigki temu ustalona zastata linia
referencyjna, stanowigca punkt odniesienia do okreslenia wtasciwych miejsc pomiaru.
Na tej podstawie linia referencyjna zostata zlokalizowana prostopadle do dlugiej osi

oraz stycznie do powierzchni stawu kolanowego kosci piszczelowej. Po ustawieniu
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wlasciwych warunkéw pomiarowych dokonano skanowania z predkoscia 3 mm/s.
Tkanka kostna gabczasta poddana zostata ocenie w czesci przynasadowej blizszej kosci
piszczelowych, w odlegtosci 5 mm od powierzchni stawu kolanowego. Wspotczynnik
progowy dla tkanki kostnej gabczastej zostat ustawiony na 0,630 cm™. Z kolei analiza
tkanki kostnej zbitej przeprowadzona zostata w potowie dlugosci badanych kosci
(50%), przy wspétczynniku progowym 0,790 cm™. Urzadzenie bylo kalibrowane
referencyjnym wzornikiem hydroksyapatytowym, zgodnie z procedura producenta
przed kazdorazowa serig pomiarowa. Parametry, ktore podlegaly ocenie w blizszej
czesci przynasadowej oraz w 50% dlugosci kosci piszczelowych zawarte zostaly

w Tabeli 2.

3.4.  Analiza wytrzymalo$ciowa izolowanych koSci.

Izolowane kosci piszczelowe podlegaty badaniu  wytrzymatosciowemu
z wykorzystaniem metody trojpunktowego testu ugiccia dla probki o przekroju rury.
Podstawg analizy kos$ci, jako probki o budowie rurowej jest pomiar obwodu
wewnetrznego  (Srodkostnego) 1 zewngtrznego  (podokostnowego)  kosci
z wykorzystaniem pQCT. Algorytm programu sterujacego praca tomografu pozwala na
obliczenie wartosci obwodu wewnetrznego i zewngtrznego trzonu izolowanych kosci
poprzez usrednienie grubosci tkanki kostnej, a wyniki pomiarow przedstawia w formie
modelu piescieniowego. Na podstawie uzyskanych obwodow wyliczane sg $rednice
trzonu kosci (wewnetrzna | zewnegtrzna), ktorych wartosci  wprowadzane
sag do specjalnie opracowanej maski programu sterujacego maszyng do badan
wytrzymatosciowych. W  badaniach  uzyto urzadzenia ZwickRoell Z010
(Zwick GmbH&Co. KG, Ulm, Niemcy), sterowanego przez program komputerowy

testXpert Il oraz wyposazonego W gtowicg pomiarowa 0 zakresie nacisku od 0 do 10
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kKN. Za punkt odniesienia przyjeto site obcigzajaca przy statej predkosci glowicy
pomiarowej V=10 mm/min. Dla kazdej kos$ci oceniono sit¢ maksymalng (Fmax), modut
elastycznosci (Emod) Oraz granice sprezystosci (Fr). Wykorzystujac pQCT okreslona
zostala  rowniez  warto§¢  osiowego  wskaznika  sita-odksztalcenie  (XSSI)
umozliwiajacego Wyznaczenie przewidywane] wytrzymatosci mechanicznej kosci

(Rycina 1).

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie zginajacego (xCSMI) i skrecajacego (pCSMI) momentu
bezwladno$ci przekroju pop rzecznego, obliczonych jako suma pola powierzchni (Aj) wybranych
wycinkow (vokseli) oraz kwadratu odlegtoséci (dx, d;) do odpowiedniej osi zginajacej (x) lub skrecajacej

(z) oraz Wzér na obliczenie 0siowego wskaznika sita-odksztalcenie (xSSI) kosci.

vBMD

* | Xn=1[xCSMI  — 53751

EcMx

xSSI =

.
.
\ 3
. .
‘
. "
. .
5 .
. \
. .
. .

7 XCSMI =X (A, *d?)
pCSMI =X (A, +d?)

Objasnienia: BMD — wolumetryczng gesto$¢ mineralng wycinka (voksela) avBMD — gestos¢ wedtug

norm fizjologicznych (1200 mg/cm?®), EcMx — maksymalny promien wzdtuz osi X.

3.5. Mikrotomograficzna (n-CT) analiza morfometryczna tkanki kostnej

gabczastej

Tkanke kostng blizszej czgéci przynasadowej kosci piszczelowych analizowano
za pomocg mikrotomografu komputerowego SkyScan 1174 (Bruker-SkyScan, Belgia),
wyposazonego W kamere VDS 13Mp FW o0 rozdzielczosci 1024x1024,
z zastosowaniem filtra aluminiowego 0,5 mm przy ustabilizowanych parametrach pracy
lampy (50 kV i 800 pA). Skany kazdej kosci piszczelowej wykonywano w odlegtosci
2,5 mm od proksymalnej ptytki wzrostowej, przy stopniu rotacji 0,70° i czasie

ekspozycji 2400 ms. Srednia liczba klatek wyniosta 4, wielkosé piksela obrazu
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odpowiadata 9,64 pum,a czas skanowania 1 h i 5 minut 50 sek. Rekonstrukcje kosci
piszczelowej wykonano przy uzyciu oprogramowania NRecon 1.6.1.5 (SkyScan n.v.,
Kontich, Belgia). Analiza struktury wewnetrznej zostala wygenerowana za pomoca
oprogramowania dedykowanego do tomografu Skyscan. Dla widoku 2D to DataViewer
ver. 1.5.2.4, natomiast do analizy 3D wykorzystano CTVox ver. 3.1.2. Okreslone
zostaly nastepujace parametry: TV — catkowita obje¢to$¢ badanej probki; BV — objetosé
tkanki kostnej; BS — powierzchnia tkanki kostnej; BS/TV — wskaznik procentowej
zawarto$ci objetosciowej tkanki kostnej; BS/BV — indeks okreslajagcy zawartos$¢
powierzchni zajmowanej przez tkanke kostng do jej objetosci; Th.Th — grubosé
beleczek kostnych; Th.Sp — S$rednia wielko§¢ przestrzeni wolnych pomigdzy

beleczkami; Th.N — liczba beleczek kostnych przekroju kosci.

3.6. Analiza tkanki mie$niowej z wykorzystaniem obwodowego ilosciowego

tomografu komputerowego (pQCT)

Analiza tkanki migéniowej przeprowadzona zostala na prawej konczynie
miednicznej, ktora w catosci zostala odizolowana od tutowia w stawie biodrowym.
Miejscem pomiarowym byt fragment zlokalizowany w 50% dlugosci kosci
piszczelowej. Dla doktadnego okreslenia miejsca pomiarowego izolowana konczyna
udowa umieszczona zostata w specjalnym pozycjonerze, stanowigcym wyposazenie
pQCT. Tak przygotowany preparat podlegat skanowaniu wstepnemu z predkosScig
10 mm/s. Po zmierzeniu dlugosci kosci piszczelowej wyznaczano miejsce pomiarowe,
w ktorym przeprowadzone byto skanowanie pomiarowe. Ustawienia oprogramowania

komputera, sterujgcego pracg pQCT zawarte zostaty w Tabeli 3.

Uzyskane wyniki pomiarowe stanowity podstawe do dalszych obliczen,

pozwalajacych na okreslenie powierzchni przekroju poprzecznego migéni (MCSA),
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gestosci migsni (MD), powierzchni tkanki tluszczowej wewnatrzmigéniowej (IMAT)

oraz tkanki tluszczowej podskornej (SAT). Obliczenia te przeprowadzone zostaly

W oparciu 0 ponizsze Wzory.

Tabela 3. Najwazniejsze ustawienia kalibracyjne obwodowego ilosciowego tomografu komputerowego

(pQCT), pozwalajace na pomiary tkanki mie$niowej w zakresie powierzchni przekroju poprzecznego

migéni, gestosci migsni, powierzchni tkanki ttuszczowej wewnatrzmie$niowej.

Tryb . Tryb Wartos¢
Wartos$é separacl separacji progowa
Krok Obszar tkanki ; . .
analizy badany progowa Kostnej i tkankl_ dla tkan_kl Filtry
skanu kostnej kostnej
thanek zbitej zbitej
mig¢kkich ) )
1 Caty obszar -100 3 2 149 FO3FO5F05
2 Caty obszar 40 31 2 710 FO3F05F05
3 Caty obszar -100 3 2 710
u01U01U01
4 Caty obszar 40 1 2 -100
uo4

Powierzchnia migesni (MCSA)

(#2 CRTSUB_A — #2 CRT_A + (#2 TRAB_A — (#3 CRT_A — #2 CRT_A)))

*0.01cm?/mm? = Muscle CSA (cm?)

qdzie:

#2 CRTSUB_A - powierzchnia tkanki zbitej-subzbitej z 2 kroku analizy

#2 CRT_A - powierzchnia zbitej z 2 kroku analizy

#2 TRAB_A - powierzchnia tkanki gabczastej z 2 kroku analizy

#3 CRT_A - powierzchnia zbitej z 3 kroku analizy
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Gestos$¢ miesni (MD)

(#2 CRTSUB_DEN * (#2 CRTSUB_A / #1 CRT_A)) — #1 CRT_DEN) / ((#2

CRTSUB_A —#1 CRT_A) / #1 CRT_A) = Muscle Density (mg/cm?®)

qdzie:

#2 CRTSUB_DEN - gesto$¢ tkanki zbitej-subzbitej z 2 kroku analizy
#2 CRTSUB_A - powierzchnia tkanki zbitej-subzbitej z 2 kroku analizy
#1 CRT_A - powierzchnia zbitej z 1 kroku analizy

#1 CRT_DEN - gesto$¢ tkanki zbitej z 1 kroku analizy
Powierzchnia tkanki thuszczowej wewnatrzmie¢sniowej (IMAT)

(#3 TRAB_A — #1 TRAB_A + #4 CRT_A)*0.01cm?mm?= IMAT Area (cm?)

qdzie:
#3 TRAB_A - powierzchnia tkanki gabczastej z 3 kroku analizy

#1 TRAB_A - powierzchnia tkanki gabczastej z 1 kroku analizy

#4 CRT_A - powierzchnia zbitej z 4 kroku analizy

Powierzchnia tkanki tluszczowej podskornej (SAT)

(#1 TRAB_A - #2 TRAB_A - #4 CRT_A — (#2 TRAB_A — (#3 CRT_A - #2 CRT_A)))
*0.01cm?/mm? = SAT (cm?)

gdzie:

#1 TRAB_A — powierzchnia skory, tkanki thuszczowej podskornej oraz szpiku kostnego

(mm?)
#2 TRAB_A - powierzchnia jamy szpikowej (mm?)

#4 CRT_A — powierzchnia skory (mm?)
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#3 CRT_A - powierzchnia tkanki kostnej i powierzchnia jamy szpikowej (mm?)

#2 CRT_A — powierzchnia tkanki kostnej (mm?)

3.7.  Analizy biochemicznych wskaznikow metabolizmu tkanki kostnej

Ocena wskaznikow metabolicznych tkanki kostnej obejmowata pomiar stezenia
w surowicy krwi C-koncowego telopeptydu kolagenu typu I (CTX-1) (nr kat. AC-06F1
— Immunodiagnostic Systems, Bolton, UK), osteokalcyny (OC) (nr kat. AC-12F1
— Immunodiagnostic Systems, Bolton, Wielka Brytania), a takze specyficznej dla kosci
fosfatazy zasadowej (nr kat. E-EL-R1109 — Immunodiagnostic Systems, Bolton, Wielka
Brytania). Analizy przeprowadzono za pomocg Ww. komercyjnych testow
immunoenzymatycznych (ELISA) oraz czytnika do mikroptytek Benchmark Plus

(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, LA, USA).

3.8.  Analiza statystyczna

Wartoéci analizowanych parametrow przedstawiono jako wartosci Srednie
wraz z bledem standardowym S$redniej (X £ SE). Normalno$¢ rozktadu danych
zweryfikowano  stosujac  test  Shapiro-Wilka.  Porownania  wielowymiarowe
przeprowadzono przy uzyciu jednokierunkowej analizy wariancji (ANOVA).
Po stwierdzeniu istotnych réznic statystycznych miedzy poszczegdlnymi grupami,
w celu ich doktadniejszego zbadania przeprowadzono testy post hoc Tukeya. Okreslono
rowniez macierze Korelacji parametréw wytrzymatosciowych w oparciu 0 analize
korelacji z bloku statystyk podstawowych. Za wspotczynnik istotnosci Statystycznej
przyjeto P < 0,05. Analize statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono

za pomoca programu komputerowego Statistica 13.3 PL (Tibco, Palo Alto, CA, USA).
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4. WYNIKI

4.1. Analiza densytometryczna (DXA) calego szkieletu oraz izolowanych kosci

piszczelowych

Rycina 2. Powierzchnia tkanki kostnej calego szkieletu (Ts.Ar) szczuréw grup kontrolnych

i do$wiadczalnych okre$lona metodg DXA
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Analiza densytometryczna nie wykazata istotnego wpltywu orchidektomii,
testosteronu, a takze réznych dawek pytku sosnowego na powierzchni¢ catkowita
szkieletu szczurow (Ts.Ar). Odnotowa¢ nalezy wylacznie tendencje do nizszych

wartosci TS.Ar (vs. SHO) w grupach ORX-PhS (8%) oraz ORX-TEST (7%).

Rycina 3. Zawarto$¢ mineralna tkanki kostnej catego szkieletu (Ts.BMC) szczuréw grup kontrolnych i

doswiadczalnych okreslona metodg DXA
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Oznaczenia: a vs. SHO; b vs. ORX-PhS; ¢ vs. ORX-TEST; d vs. ORX-PP50; e vs. ORX-PP150.

Rycina 4. Gestos¢ mineralna tkanki kostnej catego szkieletu (Ts.BMD) szczuréw grup kontrolnych i

doswiadczalnych okreslona metoda DXA
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Oznaczenia: a vs. SHO; b vs. ORX-PhS; ¢ vs. ORX-TEST; d vs. ORX-PP50; e vs. ORX-PP150.
Najnizszag  zawarto$cia  mineralng (Ts.BMC) cechowat si¢  szkielet
gonadektomizowanych szczuréw otrzymujacych ptyn fizjologiczny (ORX-PhS),

co zostato statystycznie potwierdzone wzgledem pozostatych grup doswiadczenia
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(P < 0,01). Istotnie nizsze Ts.BMC wykazywat rowniez koSciec samcow W grupie
ORX PP50 w odniesieniu do grup SHO, ORX-TEST oraz ORX-PP150 (P < 0,01).
Stosowanie testosteronu oraz wigkszej dawki pytku sosnowego nie zmienito catkowitej
zawartosci mineralnej szkieletow szczurow w tych grupach, a uzyskane wartoSci
Ts.BMC, byty zblizone do tych w kontrolnej grupie SHO. Rowniez gestos¢é mineralna
calego szkieletu (Ts.BMD) cechowata si¢ najnizszymi wartosciami W grupach
ORX-PhS oraz ORX-PP50, co zostato statystycznie potwierdzone w odniesieniu
do operowanej rzekomo grupy kontrolnej (P < 0,01). Ts.BMD w grupie ORX-PP50
byla rowniez istotnie nizsza wzgledem wartoSci uzyskanych w grupie samcow
ORX-PP150 (P = 0,0007). Stosowanie testosteronu oraz wickszej dawki pytku

sosnowego utrzymato wartosci TS.BMD na poziomie jak w grupie SHO.

Rycina 5. Powierzchnia izolowanych kosci piszczelowych (t.Ar) szczuréw grup kontrolnych

i do$wiadczalnych okreslona metodag DXA
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Rycina 6. Zawarto$¢ mineralna kosci piszczelowych (t.BMC) szczurow grup Kkontrolnych

i do$wiadczalnych okreslona metodg DXA
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Oznaczenia: a vs. SHO; b vs. ORX-PhS; ¢ vs. ORX-TEST; d vs. ORX-PP50; e vs. ORX-PP150.

Rycina 7. Gestos¢ mineralna kosci piszczelowych (t.BMD) szczurow grup  kontrolnych

i do$wiadczalnych okreslona metodag DXA
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Oznaczenia: avs. SHO; b vs. ORX-PhS; ¢ vs. ORX-TEST; d vs. ORX-PP50; e vs. ORX-PP150.
Podobnie jak w przypadku catego szkieletu gonadektomia oraz stosowane

substancje pozostaty bez istotnego wptywu na powierzchni¢ kosci piszczelowych (t.Ar).

39



Wplyw pytku sosnowego na mineralizacj¢ i wytrzymato$¢ mechaniczng uktadu kostnego samcow szczurow
w warunkach do§wiadczalnych osteopenii wywotanej orchidektomig

Stwierdzono natomiast istotne zmniejszanie zawartosci (t.BMC) oraz gestosci
mineralnej (t.BMD) kosci piszczelowych w orchidektomizowanej grupie kontrolnej
(ORX-PhS) oraz otrzymujacej pytek sosnowy w dawce 50 mg/kg m.c. w poréwnaniu
z pozostatymi grupami doswiadczenia (P < 0,05). Réwniez i w tym wypadku w grupach
stosowania testosteronu oraz pytku sosnowego w dawce 150 mg/kg m.c. wartoSci

t.BMC oraz t.BMD byty zblizone do tych w grupie SHO.

4.2. Tomograficzna analiza tkanki kostnej zbitej w polowie dlugosci koSci

piszczelowych.

Wyniki opisujace tomograficzng analize przekroju trzonu oraz tkanki zbitej
przeprowadzone w 50% dtugosci kosci piszczelowych zawarte zostaty w Tabeli 4.
Orchidektomia szczuréw statystycznie istotnie zmniejszyta zawarto$¢ mineralng
(Tot.BMC) (P=0,003) oraz wolumetryczng ge¢sto$¢ mineralng (Tot.vBMD) (P = 0,005)
okreslonych dla catkowitego przekroju kosci w porownaniu z grupg kontrolng SHO.
Nizsze wartosci Tot.BMC oraz Tot.vBMD stwierdzone zostaly rowniez W grupie
do$wiadczalnych samcoéw otrzymujacych pylek sosnowy w dawce 50 mg/kg m.c.
(P < 0,05 vs. SHO). Podawanie pytku sosnowego w dawce 150 mg/kg m.c.
spowodowato utrzymanie wartosci Tot.BMC i Tot.vBMD na poziomie operowanej
rzekomo grupy kontrolnej (SHO) oraz otrzymujacej testosteron (ORX-TEST). Podobna
zalezno$¢ zmian dotyczyta tomograficznej analizy wytacznie tkanki kostnej zbitej.
Istotnie najnizsze wartosci Ct.BMC oraz Ct.vBMD stwierdzone zostaty w grupach
ORX-PhS oraz ORX-PP50 (P < 0,05). Wyzsza dawka pytku sosnowego zahamowata
zmiany zanikowe tkanki kostnej zbitej i pozwolita na utrzymanie wartosci ocenianych
parametréw na poziomie jak w grupach kontrolnych SHO oraz ORX-TEST.

Tabela 4. Analiza tomograficzna catkowitego przekroju trzonu kosci oraz tkanki kostnej zbitej okreslone

w potowie (50%) dtugosci koSci piszczelowych.
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SHO ORX-PhS ORX-TEST ORX-PP50 ORX-PP150
Tot. BMC - 6,41 + 0,07 5,97 + 0,03 6,29 + 0,04 582+0,1 6,35+ 0,08
(mg/mm) bd ace bd ace bd
Tot. vBMD 1054,9 + 996,51+ 19,9 | 1047,74 + 14,75 1009,88 + 1071,85 + 5,59
(mg/mm3) 12,03 bd ace bd 11,95 ace bd
Tot.Ar
6,12+0,12 5,96 + 0,08 5,91+ 0,09 6,06 + 0,05 6,17+ 0,14
(mm?2)
Ct. BMC 5,95+0,11 5,42 + 0,07 582+0,1 5,92 +£0,06
5,56 + 0,07 ace
(mg/mm) bd ace bd bd
Ct.vBMD 1373,46 + 1329,04 + 1372,23 + 1359,38 + 1393,74 £5,13
(mg/mma3) 13,43 b 14,72 ace 9,15Db 12,40 e bd
Ct. Ar
4,78+0,18 4,38+0,20 4,64 +0,15 4,30+0,19 4,71+0,17
(mm2)
Ct. Th 0,723+0,022 | 0,643+0,008 | 0,688+ 0,009 0,619+0,009 | 0,685+0,011
(mm) bde ace bd ace abd
Peri.C
8,83+ 0,08 8,73+0,15 8,72+0,15 8,64 + 0,09 8,87 +£0,13
(mm)
Endo.C 4,22 +0,16 4,56 + 0,07 4,22 +0,08 4,54 + 0,08 4,27+ 0,04
(mm) bd ace bd ac b

Oznaczenia: a vs. SHO; b vs. ORX-PhS; ¢ vs. ORX-TEST; d vs. ORX-PP50; e vs. ORX-PP150. Tot.
BMC - calkowita zawartos¢ mineralna kosci; Tot.vBMD — catkowita wolumetryczna gesto$¢ mineralna
kosci; Tot.Ar — catkowita powierzchnia kosci; Ct.BMC — zawartos¢ mineralna tkanki kostnej zbitej;
Ct.vBMD — wolumetryczna gestos¢ mineralna tkanki kostnej zbitej; Ct.Ar — powierzchnia tkanki kostnej
zbitej; Ct.Th — grubos$¢ tkanki kostnej zbitej; Peri.C - obwod zewngtrzny koséci; Endo.C - obwod
wewnetrzny kosci.

Zarowno gonadektomia, stosowane istotnie

jak i substancje nie wptynely

na powierzchnig¢ catkowita przekroju kosci (Tot.Ar), ktorej wartosci W poszczegolnych
grupach ksztaltowaty si¢ na zblizonym poziomie. Eliminacja wptywu hormonow

gonadalnych zmniejszyta powierzchni¢ tkanki kostnej zbitej (Ct.Ar) o 8% (grupa
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ORX-PhS), natomiast w grupie ORX-PP50, Ct.Ar byta nizsza 0 10% w pordéwnaniu
do kontrolnej grupy SHO. Zauwazy¢ nalezy, ze roznice wartosci $rednich nie znalazty
jednak statystycznego potwierdzenia. Nie wykazano rowniez istotnych roznic
w wielkosci obwodu zewnetrznego (PERI.C) trzonu badanych kosci piszczelowych.
Natomiast w obwod wewnatrzkostny (ENDO.C) byt istotnie wigkszy w grupach
ORX-PhS oraz ORX-PP50 w poréwnaniu z grupami SHO, ORX-TEST
oraz ORX-PP150 (P < 0,05). Konsekwencja zmian obserwowanych w wielko$ciach
obwoddw zewngtrznego i wewnetrznego byty zamiany grubosci warstwy tkanki kostnej
zbitej  (Ct.Th). Istotnie  najnizsze  wartos¢ Ct.Th  stwierdzone  zostaly
w grupie samcow ORX otrzymujacych PhS oraz pytek sosnowy w dawce 50 mg/kg
(P < 0,05). Grubos¢ warstwy tkanki kostnej zbitej w grupach SHO, ORX-TEST

oraz ORX-PP150 nie wykazywaty istotnych réznic warto$ci migdzy sobg.

4.3. Analiza tkanki kostnej gabczastej w blizszej czesci przynasadowej koSci
piszczelowej z wykorzystaniem obwodowego iloSciowego tomografu

komputerowego.

Wyniki opisujace tomograficzng analizg kosci piszczelowych w blizszej czgsci
przynasadowej przedstawione zostaly w Tabeli 5. Pomiary catkowitego przekroju
poprzecznego blizszej czesci przynasadowej kosci piszczelowych wykazaty istotne
zmniejszenie Tot.BMC w grupach ORX-PhS (P < 0,0001) oraz ORX-PP50
(P = 0,0005) wzgledem kontrolnej grupy operowanej rzekomo (SHO). Istotnie nizszym
Tot.BMC (vs. SHO) cechowal si¢ rowniez przekrdj calkowity blizszej czgsci

przynasadowej kosci piszczelowych orchidektomizowanych samcow otrzymujacych

testosteron (grupa ORX-TEST) (P = 0,03). Natomiast stosowanie pytku sosnowego

w dawce 150 mg/kg efektywnie utrzymato zawarto§¢ mineralng catkowitego przekroju
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badanej kosci na poziomie jak w grupie SHO. Ocena wolumetrycznej gestosci
mineralnej (Tot.vBMD) blizszej czgéci przynasadowej kosci piszczelowych wykazata
podobng zaleznos¢ zmian, z ta rdéznica, ze Tot.vBMD kosci piszczelowych samcow
otrzymujacych testosteron (grupa ORX-TEST) mimo, ze byla nizsza o ponad
6% wzgledem grupy SHO, to nie wykazywata statystycznie istotnych réznic wartoSci
srednich. Odrgbna ocena tomograficzna tkanki kostnej gabczastej dowodzi znaczacego
wplywu gonadektomii samcoéw na zawartos¢ (Th.BMC) i gesto§¢ mineralng
(Tb.vBMD). Eliminacja hormonalnego oddzialywania gonad (grupa ORX-PhS)
zmniejszyla Th.BMC 0 42% (P < 0,00001) i Th.vBMD o 31% (P < 0,0001)
w poréownaniu z grupg SHO. Istotnie nizsze wartosci tych parametréw zanotowano
rowniez W grupie ORX-PP50, a roznice wynosity odpowiednio 30% (P = 0,0009)
oraz 21% (P = 0,0002) (vs. SHO). Na uwagg zastuguje jednak wptyw pytku sosnowego
podawanego w dawce 50 mg/kg m.c. na tkanke kostng ggbczastg. Wartosci uzyskane
w tej grupie byly wyzsze wzgledem kontrolnej grupy ORX-PhS odpowiednio
0 20% i 14%, a istotno$ci roéznic wartosci $rednich zostaty potwierdzone statystycznie
(P < 0,05). Mimo podawania testosteronu i pytku sosnowego w dawce 150 mg/kg m.c.
réwniez odnotowano zmniejszenie wartosci Th.BMC oraz Tbh.vBMD blizszej czesci
przynasadowej kosci piszczelowych, przy braku statystycznego potwierdzenia réznic

wartos$ci srednich.

Tabela 5. Analiza tomograficzna catkowitego przekroju oraz tkanki kostnej gabczastej blizszej czesci

przynasadowej kosci piszczelowych szczurdw.

SHO ORX-PhS ORX-TEST ORX-PP50 ORX-PP150
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Tot. BMC — 11,96 +0,4 10,08 +0,18 11,21 +0,16 10,7 +0,17 11,7+0,14
(mg/mm) bed ace bd Ae bd
Tot. vBMD 613,15 + 549,51 + 8,96 588,89 +£9,71 554,08 £11,11 | 603,06 + 4,84
(mg/mm3) 14,99 bd ace bd ace bd
Tot. Ar 19,51 + 0,47 15,70+ 0,44 18,23+ 0,72 16,98 £0,43 19,96 + 0,22
(mm?2) bd ace bd Ae bed
Tb. BMC 2,32+0,16 1,35+ 0,02 2,03+0,16 1,61+ 0,02 2,16 +0,11
(mg.mm) bd aced bd Abce bd
Th.vBMD 264,63 + 182,24 + 4,98 | 236,79+ 12,49 207,68 + 2,01 232,93 £ 3,70
(mg.mm3) 18,56 bd aced b Ab b
Th.Ar 8,78 £ 0,21 7,33+0,21 8,62 +0,28 8,12+0,15 8,98+ 0,10
(mm3) bd acde b Abe bd

Oznaczenia: a vs. SHO; b vs. ORX-PhS; ¢ vs. ORX-TEST; d vs. ORX-PP50; e vs. ORX-PP150.
Tot.BMC - calkowita zawarto$¢ mineralna kosci; TotvBMD - catkowita wolumetryczna gestos¢
mineralna kosci; Tot.Ar calkowita powierzchnia kosci; Th.BMC — zawartos¢ mineralna tkanki kostnej
gabczastej; Tb.vBMD - wolumetryczna gestos¢ mineralna tkanki kostnej gabczastej; Th.Ar —
powierzchnia tkanki kostnej gabczaste;j.

4.4. Tomograficzna analiza tkanki mi¢Sniowej.

Wyniki  opisujace  tomograficzng  analiz¢  migSni  przeprowadzong
w 50% dlugosci podudzia zawarte zostalty w Tabeli 6. Orchidektomia szczuréw
statystycznie istotnie zmniejszyta powierzchnie (MCSA) (P < 0.00001) oraz gesto$é
miesni (MD) (P < 0.00001). Rowniez stosowanie nizszej dawki pytku sosnowego
statystycznie istotnie zmniejszylo mCSA (P = 0,0004) oraz MD (P < 0.00001)
wzgledem grupy SHO, a uzyskane wartosci tych parametrow nie odbiegaly
od zanotowanych w grupie ORX-PhS.

Tabela 6. Analiza tomograficzna przekroju miesni przeprowadzona w 50 % dtugosci podudzia samcoéw

SZCZUrow.
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SHO ORX-PhS ORX-TEST ORX-PP50 ORX-PP150
mCSA 1,974£0,03 1,73+0,01 1,88+0,03 1,79+0,02 1,90+0,02
(cm?) b ace b Ae bd
MD 84,40+0,15 82,43+0,17 83,76+0,14 82,50+0,21 84,29+0,24
(mg/cm?) hd ace bde ace bcd
IMAT 0,384+0,008 0,442+0,004 0,406+0,007 0,429+0,003 0,411+0,003
(cm?) bde ace b a ab
SAT 0,058+0,003 0,087+0,004 0,071+0,003 0,077+0,002 0,066+0,002
(cm?) bcde acde ab abe abd

Oznaczenia: a vs. SHO; b vs. ORX-PhS; ¢ vs. ORX-TEST; d vs. ORX-PP50; e vs. ORX-PP150. mCSA —
pole powierzchni przekroju migsni; MD — Gesto$¢ migéni; IMAT — powierzchnia tkanki thuszczowe;
wewnatrzmig$niowej; SAT — powierzchnia tkanki thuszczowej podskorne;.

Podawanie testosteronu oraz wyzszej dawki pytku sosnowego zahamowato zmiany
zanikowe migsni, czego wyrazem byty zblizone wartosci MCSA oraz MD, do tych
w grupie SHO. Orchidektomia statystycznie istotnie zwickszyta powierzchnig¢ tkanki
thuszczowej w przekroju migsnia (IMAT), co zostalo statystycznie potwierdzone
w grupie ORX-PhS (P = 0,0003). Rowniez nizsza dawka pylku sosnowego
nie ograniczyta, warunkowanej przez orchidektomi¢, kumulacji tkanki tluszczowej
W migsniach, a jej powierzchnia byta o blisko 12% wigksza niz w grupie SHO
(P = 0,0008). Takze stosowanie testosteronu oraz wigkszej dawki PP zaznaczylo si¢
nieznacznym, nie potwierdzonym statystycznie wzrostem IMAT w poréwnaniu Z grupg
SHO. Orchidektomia az 0 85% zwigkszyta powierzchnie tkanki thuszczowej podskornej
w grupie ORX-PhS (P > 0,00001). Rowniez W pozostatych grupach szczurow
podlegajacych orchidektomii, powierzchnia tkanki tluszczowej byta statystycznie

istotnie wigksza w poréwnaniu z kontrolna grupa SHO (P < 0,05).
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4.5.  Analiza wlasciwosci strukturalnych tkanki kostnej gabczastej blizszej czeSci
przynasadowej kosci piszczelowych z wykorzystaniem mikrotomografii

komputerowej (u-CT)

Wyniki mikrotomograficznej analizy parametrow histomorfometrycznych
zawarte zostalty w Tabeli 7. Stwierdzono, ze orchidektomia statystycznie istotnie
zmniejszyta wskaznik procentowej zawartosci objetosciowej tkanki kostnej gabczastej
(BVITV — bone volume/total volume), ktérego najnizsze wartosci Stwierdzone zostaty
w grupie ORX-PhS (P < 0,0001). Istotne zmniejszenie wartosci tego wskaznika
odnotowano réwniez W grupie stosowania pytku sosnowego w dawce 50 mg/kg m.c.
(P =0,001). Wspomnie¢ nalezy jednak, ze wartosci odnotowane w grupie ORX-50 byty
0 12% (P = 0,06) wyzsze W porownaniu z grupg ORX-PhS. Natomiast w nastgpstwie
stosowania testosteronu oraz pytku sosnowego w dawce 150 mg/kg m.c. odnotowano
tendencj¢ do nizszych wartosci BV/TV wzgledem grupy ORX-PhS. Wyznaczono
réowniez indeks okreslajacy zawarto$¢ powierzchni zajmowanej przez tkanke kostng
gabczasta w odniesieniu do jej objetosci (BS/BV — bone surface/bone volume).
Parametr ten nazywany jest rowniez gesto$cig powierzchni. Analiza z wykorzystaniem
mikrotomografii komputerowej wykazata istotny wptyw orchidektomii na BS/BV,
ktory w grupie ORX-PhS manifestowal si¢ znamiennie najnizszymi wartosciami
sposrod wszystkich grup doswiadczenia (P = 0,0002 vs. SHO). Istotnie nizszymi
wartosciami BS/BV cechowata si¢ rowniez grupa ORX-PP50 (P = 0,007; vs. SHO).
BS/BV oceniana w  blizszej czeSci przynasadowej kosci  piszczelowej
orchidektomizowanych samcéw w grupach otrzymujgcych testosteron oraz pytek
sosnowy w dawce 150 mg/kg m.c. nie wykazywaly istotnych roznic warto$ci

w pordéwnaniu z grupg kontrolng SHO.
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Tabela 7. Mikrotomograficzna analiza parametrow strukturalnych tkanki kostnej gabczastej blizszej
cze$ci przynasadowej kosci piszczelowych.

SHO ORX-PhS ORX-TEST ORX-PP50 ORX-PP150
TV 106,37+2,18 91,08+1,41 102,28+2,10 93,71+1,45 107,50+1,43
(ecm®) b Ace bde acd bed
BV 27,06£1,11 15,99+0,37 24,60+0,37 18,41+£0,54 25,45+0,49
(cm®) bed Acde abd abce bd
BS 453,92+9,95 546,28+ 13,15 495,78+11,58 562,40+5,18 487,80+6,81
(cm?) bcde Ace abd ace abd
BS/TV 25,54+1,25 17,59+0,50 24,12+0,62 19,67+0,61 23,71+0,58
(%) bd Ace bd ace bd
BS/BV 25,68+1,15 20,76+0,83 25,38+0,70 22,29+0,58 24,13+0,82
(1/mm) bd Ace bd ac b
Tb.Th 0,191+0,027 0,113+0,003 0,171+£0,012 0,139+0,006 0,173+0,010
(mm) bd Aced bd abce bd
Tb.N 1,99+0,07 1,57+0,03 1,90+0,022 1,76+0,023 1,97+0,03
(1/mm) bd Acde bd abce bd
Th.Sp 0,266+0,027 0,432+0,009 0,301+0,012 0,371+£0,019 0,298+0,010
(mm) bd Acde bd abce bd

Oznaczenia: a vs. SHO; b vs. ORX-PhS; ¢ vs. ORX-TEST; d vs. ORX-PP50; e vs. ORX-PP150.

TV — catkowita objetos¢ badanej probki; BV — objetos¢ tkanki kostnej; BS — powierzchnia tkanki kostnej;

BS/TV — wskaznik procentowej zawarto$ci objetosciowej tkanki kostnej; BS/BV — indeks okreslajacy

zawarto$¢ powierzchni zajmowanej przez tkanke kostng do jej objetosci; Th.Th — grubos¢ beleczek

kostnych; Th.Sp — érednia wielko$¢ przestrzeni wolnych pomiedzy beleczkami; Th.N — liczba beleczek

kostnych przekroju kosci.

Najmniejsza gruboscig beleczek kostnych (Tb.Th) (-38% vs. SHO) cechowata

si¢ tkanka kostna gabczasta blizszej czesci przynasadowej kosci piszczelowych samcow
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ORX-PhS (P < 00001). Istotnie nizsze Th.Th, w poréwnaniu do pozostatych grup
doswiadczenia, odnotowano réwniez u samcow ORX-PP50 (P <0,05), przy czym
wartosci w tej grupie byly istotnie wyzsze wzgledem orchidektomizowanej grupy
kontrolnej (ORX-PhS) (P = 0,05). Grubos¢ beleczek w grupach ORX-TEST oraz ORX-
PP150 byta wzglgdem siebie zblizona 1 nieistotnie nizsza wzgledem wartosci
zanotowanych w kosciach piszczelowych samcow operowanych rzekomo (SHO).
Podobna charakterystyka zmian dotyczyta $redniej liczby beleczek kostnych przekroju
kosci (Th.N). Mikrotomograficzna ocena s$redniej wielkosci przestrzeni wolnych
pomigdzy beleczkami (Th.Sp) wykazata statystycznie najwigkszg jej wartos¢ w grupie
ORX-PhS (41%) oraz w grupie ORX-PP50 (39%) (P < 0,001; vs. SHO). Wielko$¢
Th.Sp w grupach ORX-TEST oraz ORX-PP150 cechowata wytacznie tendencja

do wyzszych wartosci W poréwnaniu do grupy SHO.

4.6. Ocena wytrzymalo$ci mechanicznej kosci piszczelowych przeprowadzona z

wykorzystaniem trojpunktowego testu ugiecia.

Eliminacja wplywu sterydowych hormonéw piciowych pochodzenia
gonadalnego znaczaco zmniejszyta wytrzymatos¢ mechaniczng kosci piszczelowych,
czego wyrazem byly statystycznie istotnie nizsze wartosci sity maksymalnej (Fmax)
(Rycina 7), granicy sprezystosci (Fr) (Rycina 8) oraz modutu elastycznosci Younga
(Emod) (Rycina 9) w grupie kontrolnej ORX-PhS oraz otrzymujacej pytek sosnowy
w dawce 50 mg/kg m.c., w poréwnaniu Z pozostalymi grupami do$wiadczenia
(P < 0,05). Stosowanie testosteronu oraz pytku sosnowego w dawce 150 mg/kg m.c.
utrzymato warto$ci przyjetych parametrow wytrzymatosciowych na poziomie jak

w grupie SHO.

Rycina 7. Maksymalna sita famigca (Fmax) ko$ci piszczelowe zmierzona w trojpunktowym tescie ugiecia
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Oznaczenia: a vs. SHO; b vs. ORX-PhS; ¢ vs. ORX-TEST; d vs. ORX-PP50; e vs. ORX-PP150.

Rycina 8. Granica sprezystosci (Fy) kosci piszczelowych zmierzona w trojpunktowym tescie ugigcia
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Rycina 9. Modutu elastycznosci Young’a kosci piszczelowych zmierzony w tréjpunktowym tescie

ugiecia
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Rycina 10. Osiowy wskaznik sita-odksztatcenie (xSSI) kosci piszczelowych wyznaczony w badaniu
pQCT
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Co ciekawe, site maksymalng (Fmax) kosci piszczelowych samcow w grupie
ORX-PP150 cechowaty statystycznie istotnie wyzsze wartoSci W odniesieniu

do kontrolnej grupy SHO oraz grupy ORX-TEST (P < 0,04).

Podobna zalezno$¢ zmian, jakg stwierdzono podczas pomiaréw parametréw
wytrzymato$ciowych z wykorzystaniem maszyny obciazeniowej, odnotowana zostata
w badaniu z wykorzystaniem pQCT, w ktorym okreslony zostal osiowy wskaznik
sita-odksztatcenie (XSSI), pozwalajacy na przewidywanie wytrzymatosci mechanicznej
(Rycina 10). Rowniez i w tej analizie najnizsze wartosci stwierdzone zostaty w grupach
samcow ORX-PhS oraz ORX-PP50 (P < 0,05), natomiast wielkosci wskaznika XSSI
kosci piszczelowych samcéw w grupach SHO, ORX-TEST oraz ORX-PP150

ksztattowaty si¢ na podobnym wzgledem siebie poziomie.

4.7.  Ocena biochemicznych wskaznikéw metabolizmu kostnego.

Rycina 11. St¢zenie osteokalcyny (OC) w osoczu krwi samcow grup kontrolnych i do§wiadczalnych.
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Osteokalcyna (OC), bedaca niekolagenowym biatkiem tkanki kostnej, stanowi czuty
marker aktywnosci metabolicznej osteoblastow i obrotu kostnego. Uzyskane wyniki
wskazujg na istotny spadek jej stezenia we Krwi szczuréw w grupach ORX-PhS
oraz ORX-PP50 (P < 0,05). W grupach SHO, ORX-PP150 i ORX-TEST wartoS$ci

stezen OC byly wzgledem siebie zblizone (Rycina 11).

Podobna do OC zalezno$¢ zmian dotyczyta stezenia frakcji kostnej fosfatazy
zasadowej (bALP). Zauwazy¢ jednak nalezy, ze stezeniec bALP w grupie ORX-PP50
bylo 0 16% wigksze niz w kontrolnej grupie ORX-PhS. Podawanie wyzszej dawki
pytku sosnowego skutkowato blisko 10% wzrostem poziomu bALP vs. SHO

(Rycina 12).

Rycina 12. Stezenie frakcji kostnej fosfatazy zasadowej (bALP) w osoczu krwi.
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Intensywnos¢ osteoklastycznej resorpcji tkanki kostnej oceniana byta w oparciu

0 pomiar st¢zenia C-koncowego usieciowionego telopeptydu tancucha kolagenu typu |
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(CTX-1) (Rycina 13). Najintensywniejsza resorpcja tkanki kostnej, ktérej miarg bylo
najwyzsze stezenie CTX-1 w surowicy krwi stwierdzono u szczurow W grupach
ORX-PhS oraz ORX-PP50, co zostalo statystycznie potwierdzone wzgledem
pozostatych grup (P < 0,05). W grupach gdzie stosowano testosteron oraz pylek
sosnowy w wyzszej dawce, stezenie CTX-I nie odbiegato od poziomu tego wskaznika

zmierzonego w grupie SHO.

Rycina 13. Stezenie C-koncowego usieciowionego telopeptydu tancucha kolagenu typu I (CTX-I)

w osoczu Krwi.
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Oznaczenia: a vs. SHO; b vs. ORX-PhS; ¢ vs. ORX-TEST; d vs. ORX-PP50; e vs. ORX-PP150.

5. DYSKUSJA

Osteoporoza u me¢zczyzn to aktualnie jeden z kluczowych probleméow
medycznych dotyczacy tej ptei. Tylko w ciggu pierwszych 5 miesigcy 2023 r w bazie
danych PubMed ukazalo si¢ drukiem ponad 400 artykulow naukowych dotyczacych
tego waznego problemu. Mimo rdznic w przebiegu osteoporozy U kobiet i mezczyzn,

to konsekwencje medyczne sg podobne. Zblizone sg rowniez przyjete procedury
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terapeutyczne. Sposroéd najczesciej stosowanych grup lekow w leczeniu osteoporozy
na podkreslenie zastuguja bisfosfoniany 1 hormonalna terapia zastgpcza
z wykorzystaniem testosteronu [211-214]. Stosowane sg rowniez leki, ktore oddziatuja
na szlaki metaboliczne warunkujace resorpcje tkanki kostnej, jak np. Denosumab, ktory
hamuje dziatanie RANKL, biatka odpowiedzialnego za stymulowanie procesu resorpcji
kosci [215, 216] lub Romosozumab, bedacy inhibitorem sklerostyny — biatka
hamujacego tworzenie nowej tkanki kostnej [217, 218]. Stosowanie inhibitorow
sklerostyny skutkuje zwigkszeniem aktywnos$ci osteoblastow i w konsekwencji
pobudzeniem formowania tkanki kostnej [219-221]. Istnieja jednak doniesienia
dowodzace nieskutecznosci inhibitorow sklerostyny w przebiegu otylosci [222].
W leczeniu osteoporozy stosowane sg rowniez Syntetyczne formy parathormonu
odpowiedzialnego za regulacj¢ metabolizmu wapnia i fosforu [223, 224]. Podkresli¢
jednak nalezy, ze konsekwencjg przyjmowania przez pacjentéw wspomnianych lekow
antyosteoporotycznych sa liczne skutki uboczne ich stosowania [153, 154]. Dodatkowo
nie wszystkie leki stosowane w leczeniu osteoporozy u kobiet posiadajg odpowiednio
udokumentowang badaniami klinicznymi skuteczno$¢ terapeutyczng ich stosowania
u mezezyzn, a takze zapis rejestracyjny dopuszczajacy je do stosowania u tej pfci.
Dlatego tez, wspoélczesnie obserwowane jest rosngce zainteresowanie Stosowaniem
w lecznictwie preparatow pochodzenia naturalnego, jak roéwniez ich syntetycznych
pochodnych [225, 226]. Nalezy mie¢ $wiadomo$¢, ze preparaty naturalnego
pochodzenia nie mogg skutecznie zastgpi¢ terapii osteoporozy, szczegdlnie W jej
zaawansowanej formie, ale ich przyjmowanie w poczatkowym okresie moze efektywnie
spowolni¢ rozwoj tej choroby [227-229]. Dlatego prezentowane badania podj¢te zostaty
w celu wykazania potencjalnie osteoprotekcyjnej skutecznosci réoznych dawek pytku

sosnowego, podawanych samcom szczurow w warunkach rozwoju zmian zanikowych
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tkanki kostnej warunkowanych obustronng orchidektomig. Wykorzystanie szczurow
jako zwierzat modelowych, jest uznanym postepowaniem w tego typu badaniach
[230, 231]. Co wigcej, zmiany zachodzace w tkance kostnej u szczuréw w warunkach
doswiadczalne] gonadektomii przypominajg te, ktore obserwuje si¢ u kobiet

po menopauzie i m¢zczyzn po andropauzie [168, 232, 233].

Badanie DXA (absorpcjometria rentgenowska o podwdjnej energii) jest
uznawana za ,,ztoty standard” w pomiarze gestosci mineralnej kosci, co umozliwia
oceng zdrowia i aktualnego stanu uktadu kostnego [234, 235]. Badanie to jest niezwykle
precyzyjne, a przy tym Kkorzysta =z niskoenergetycznego promieniowania
rentgenowskiego, co minimalizuje ekspozycje na nie i jest bezpiecznym dla pacjenta
[235]. W badaniach wtasnych, wykorzystujac DXA, ocenie densytometrycznej podlegat
caty szkielet szczurow oraz izolowane ko$ci piszczelowe. Eliminacja wplywu
sterydowych hormonow ptciowych u samcow wywiera istotny wptyw na metabolizm
tkanki kostnej [233, 236], czego efektem jest istotne zmniejszenie zawartosci
mineralnej catego szkieletu, a takze w izolowanych kosciach piszczelowych, co jest
zgodne z wynikami innych badan [237, 238]. Stosowanie testosteronu hamuje zmiany
zanikowe tkanki kostnej catego koséca oraz kosci piszczelowych, umozliwiajac
tym samym utrzymanie zawarto$ci mineralnej na poziomie grupy operowanej rzekomo.
Nasze obserwacje potwierdzaja roéwniez badania innych autorow [239, 240].
Osteoprotekcyjne efekty pytku sosnowego wynikaja z zastosowanej dawki. Wydaje sie,
ze dawka 50 mg/kg m.c. jest niewystarczajaca, by ograniczy¢ utrate mineralu w catym
kos$écu oraz izolowanych kosciach piszczelowych, co prowadzi do intensyfikacji zmian
zanikowych tkanki kostnej manifestujagcych si¢ istotnym obnizeniem zawartosci

i gestosci mineralnej. Natomiast uzycie dawki 150 mg/kg m.c. efektywnie hamowato
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zmiany zanikowe, czego efektem bylo utrzymaniem wartos¢ Ts.BMC oraz t.BMC
na poziomie kontrolnej grupy operowanej rzekomo. Podobna zalezno$¢ dotyczyta
Ts.BMD oraz t.BMD. Nie stwierdzono natomiast istotnego wplywu orchidektomii
oraz pytku sosnowego na powierzchni¢ catego szkieletu oraz kos$ci piszczelowych.
Zauwazy¢ nalezy, ze badanie tkanki kostnej z wykorzystaniem metody DXA
ma charakter dwuwymiarowy (2D), a wigc Ts.BMD oraz t.BMD okreslane
sa w przeliczeniu na jednostke powierzchni. Pomiar ggstoSci mineralnej kosci,
mierzony za pomoca DXA, daje podstaw¢ do oceny ryzyka ztaman i diagnozy
osteoporozy [241, 242]. Jednak o jakosci tkanki kostnej decyduja rowniez inne
czynniki, takie jak mikroarchitektura kosci oraz struktura kostna, ktoérych ocena nie jest
mozliwa w warunkach badania dwuwymiarowego DXA [243, 244]. Taka mozliwos¢
daje dopiero tomografia komputerowa. W naszych badaniach, analizie tomograficznej
podlegaty izolowane ko$ci piszczelowe, ktore oceniano z wykorzystaniem dwoch
technik, tj.: obwodowej iloSciowej tomografii komputerowej (pQCT) [245]

oraz mikrotomografii komputerowej (u-CT) [246].

Obwodowa ilosciowa tomografia komputerowa pQCT (ang. Peripheral
Quantitative Computed Tomography) jest obecnie jedng z najnowocze$niejszych
technik pozwalajacych na nieinwazyjne pomiary gestosci kosci zarbwno w materiale
izolowanym po$miertnie, jak rowniez przyzyciowo [244]. pQCT umozliwia pomiar
rzeczywistej, wolumetrycznej gesto$ci mineralnej tkanki kostnej, roznicujac ja przy tym
na tkanke kostng zbita (korowa) i gabczasta (beleczkowsg) [247, 248]. Obwodowa
ilosciowa tomografia komputerowa rejestruje takze dane dotyczace geometrii przekroju
w oparciu o obrysy obydwu struktur kostnych. Pozwala takze na obliczenia

charakterystyki wytrzymalo$ciowej przekroju kosci. Metoda ta opiera si¢
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na stwierdzeniu, ze o wytrzymatosci kosci decyduje struktura korowa,
jej rozmieszczenie na obwodzie, przekroj oraz grubos¢. Ze wzgledu na fakt, ze metoda
DXA umozliwia badanie przyzyciowe, to oba te postepowania diagnostyczne doskonale
si¢ uzupelniajg 1 stanowig podstawe do kompleksowej oceny tkanki kostnej
w warunkach badan klinicznych u ludzi, jak i doswiadczen na zwierzetach

laboratoryjnych [244, 249, 250].

Tkanka kostna zbita cechuje si¢ duzg odpornoscig na czynniki warunkujace jej
degradacje, w efekcie czego zmiany zanikowe obserwowane w warunkach
doswiadczalnie indukowanej osteopenii sg nieznaczne. Yeh i in. [251] nie stwierdzili
zadnych istotnych zmian parametréw densytometrycznych i strukturalnych trzonu kosci
u orchidektomizowanych szczuréw. Zauwazy¢ jednak nalezy, ze autorzy oceniali
zmiany zachodzace w kos$ciach juz po 4 tyg. od zabiegu gonadektomii. Okres ten
wydaje si¢ by¢ zbyt krotki w przypadku szczurdéw, natomiast jest on wystarczajacy
u samcoOw myszy, co wykazali Moverare i in. [252]. Dane literaturowe wskazuja,
ze zmiany zanikowe tkanki kostnej zbitej u szczurow najczgsciej analizuje si¢ dopiero
60 dni po amputacji gonad [213, 238]. Zalozenia metodyczne naszych badan rowniez
zaktadaty 60-dniowy okres rozwoju osteopenicznych zmian zanikowych. W ich efekcie
stwierdzono statystycznie istotne, cho¢ tylko nieco ponad 3%, zmniejszenie
wolumetrycznej gestosci mineralnej tkanki kostnej zbitej (Ct.vBMD). Stwierdzono
rowniez mniejszg zawarto$¢ mineralng (Ct.BMC) oraz powierzchnie¢ (Ct.Ar) tkanki
kostnej zbitej, cho¢ w przypadku tej ostatniej nie wykazano statystycznej zaleznosci,
co jest zgodne z obserwacjami innych autorow [253, 254]. Efekty stosowania pytku
sosnowego w odniesieniu do tkanki kostnej zbitej cechowalo zréznicowanie wynikajace

z zastosowanej dawki. Podawanie szczurom nizszej dawki pytku nie wywarlo zadnego
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efektu. Skuteczna, w zapobieganiu rozwoju zmian zanikowych tkanki kostnej zbitej,
okazala si¢ by¢ dopiero wicksza dawka, utrzymujac stopien jej mineralizacji
na poziomie jak u kontrolnych szczurow operowanych rzekomo (SHO)
oraz otrzymujacych testosteron. Interesujace sg rOwniez zmiany geometryczne trzonu,
ktére analizowane byto w 50% dlugosci kosci piszczelowych. Orchidektomia pozostata
bez istotnego wplywu na podokostnowg resorpcje tkanki kostnej, efektem czego
nie stwierdzono istotnych roznic wielko$ci obwodu zewnatrzkostnego trzonu kos$ci
piszczelowych pomigdzy poszczegdlnymi grupami doswiadczenia. Odnotowano
natomiast zwickszenie wielkosci obwodu wewnetrznego trzonu. Swiadczy to
0 intensyfikacji procesow resorpcyjnych w obrebie jamy szpikowej. Jednak wzrost ten
obserwowany byt wylacznie w grupie kontrolnej orchidektomizowanych szczurow
(ORX-PhS) oraz w grupie stosowania pylku sosnowego w dawce 50 mg/kg m.c.
Obserwacje te zbiezne sg wynikami opublikowanymi przez innych autorow [149, 255].
Co ciekawe, Saxon i Turner [149] dowiedli odmiennos$ci zmian zanikowych w obrebie
trzonu ko$ci u samic 1 samcow. W warunkach braku wplywu hormonéw gonadalnych,
U samic obserwuje si¢ zwickszenie wielkosCi obwodu zewnatrzkostnego, nazywanego
rowniez  podokostnowym, w  nastepstwie = uruchomienia  mechanizmow
kompensacyjnych, zwigzanych z formowaniem tkanki kostnej. Zwieksza si¢ rowniez
wielkos¢ obwodu wewnatrzkostnego, co wynika z intensyfikacji resorpcji od strony
jamy szpikowej. Zauwazy¢ nalezy, ze resorpcja tkanki kostnej w obrebie jamy
szpikowej jest intensywniejsza niz podokostnowe formowanie, co finalnie prowadzi
do zmniejszenia grubosci Sciany trzonu kosci. U samcow, w nastepstwie braku
oddzialywania hormonow pochodzenia gonadalnego, rowniez obserwowana
jest intensyfikacja resorpcji kosci od strony jamy szpikowej, prowadzaca

do zwigkszenia wielkosci obwodu wewnetrznego ($rodkostnego). Dodaé nalezy,
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ze resorpcja ta ma intensywniejszy przebieg u samic niz u samcoéw. Natomiast obwod
zewnatrzkostny nie ulegal znaczacym zmianom lub zmniejszyt si¢, co jest zwigzane
ze zwigkszong resorpcja podokostnowsg [149, 256]. Podawanie testosteronu oraz pytku
sosnowego w dawce 150 mg/kg m.c. skutkowato zahamowaniem procesow
resorpcyjnych i utrzymaniem wielko$ci obwodu wewngtrznego na poziomie grupy

SHO.

Mimo odmiennosci piciowej charakteru zmian metabolicznych w obrebie trzonu
ko$ci, to zarbwno u samic, jak i samcoOw prowadza one do zmniejszenia grubosci
warstwy tkanki kostnej zbitej (Ct.Th) [149, 256-258]. Rowniez i w naszych badaniach
efektem zmian wielko$ci obwodow zewnetrznego 1 wewngtrznego trzonu kosci
piszczelowych samcow byly zmiany grubosci warstwy tkanki kostnej zbitej
manifestujace si¢ istotnym jej Scienczeniem w grupie ORX-PhS oraz ORC-PP50,
podczas gdy w grupie ORX-PP150 Ct.Th nie odbiegata od tej, jaka zostata stwierdzona

w kontrolnych grupach SHO i ORX-TEST.

Tkanka kostna gabczasta cechuje si¢ zdecydowanie wigkszg wrazliwos$cig
na wszelkie oddzialywania, majace wplyw na jej metabolizm, w poroéwnaniu z tymi
obserwowanymi w tkance kostnej zbitej, co zostalo udokumentowane w licznych
opracowaniach [251, 259, 260]. Potwierdzaja to rowniez wyniki badan wiasnych,
w ktorych tomograficzna analiza tkanki kostnej gabczastej orchidektomizowanych
szczurow grupy kontrolnej (ORX-PhS) wykazaty 16% zmniejszenie Tot.BMC,
10% Tot.vBMD oraz 20% mniejsza powierzchni¢ przekroju calkowitego kosci
piszczelowych mierzonych w blizszej cze$ci przynasadowej. Odrebna analiza,
uwzgledniajaca wylacznie tkanke Kostng gabczasta, réwniez wykazata znaczace

zmniejszenie stopnia mineralizacji, czego wyrazem sg nizsze wartosci Th.BMC (42%),
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Th.vBMD (31%) oraz Th.Ar (17%) w poréwnaniu z grupag SHO. Znaczaco nizsza
mineralizacja (Th.BMC i Tb.vBMD) oraz powierzchnia tkanki kostnej gabczastej
odnotowana zostala takze w grupie stosowania nizszej dawki pylku sosnowego
(ORX-PP50). Roznice te wynosity odpowiednio 30%, 22% i 7,5%. Mimo intensywnej
resorpcji tkanki kostnej gabczastej kosci piszczelowych samcow w grupie ORX-PP50,
to zauwazy¢ jednak nalezy cze$ciowy osteoprotekcyjny wplyw tej dawki pytku
sosnowego, co wyrazato si¢ znamiennie wyzsza mineralizacja i powierzchnig wzgledem
grupy orchidektomizowanych samcow  kontrolnych  (ORX-PhS).  Skuteczne
ograniczenie zmian zanikowych tkanki kostnej gabczastej stwierdzone zostato w grupie
otrzymujacej pytek sosnowy w dawce 150 mg/kg m.c. mimo, ze Tb.BMC

oraz Th.vBMD badanych kosci cechowata tendencja do nizszych wartosci vs. SHO.

Analiza tkanki kostnej gabczastej z wykorzystaniem mikrotomografii
komputerowej (u-CT) pozwolita na wyjasnienie przyczyn tych zmian. Stwierdzono
bowiem znamienne zmniejszenie zardwno grubosci, jak i liczby beleczek kostnych
oraz zwickszenie przestrzeni miedzy nimi w obrgbie blizszej czeSci przynasadowej
kosci piszczelowych orchidektomizowanych samcow w grupie ORX-PhS. Podobne
zmiany opisane zostaly rowniez przez innych autorow. [233, 261]. Podobne zmiany
w strukturze beleczek kostnych odnotowano w grupie stosowania pytku sosnowego
w dawce 50 mg/kg. Zauwazy¢ jednak nalezy, Ze zastosowanie nizszej dawki pytku
sosnowego ograniczato zmiany zanikowe w strukturze i przestrzennym rozmieszczeniu
beleczek kostnych, warunkowanych orchidektomig, €0 czgsciowo potwierdza
osteoprotekcyjny wplyw dawki 50 mg/kg na tkanke kostng gabczasta.

Najskuteczniejsza w przeciwdzialaniu zmianom zanikowym byla dawka 150 mg/kg
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m.c., ktéra pozwolita zahamowa¢ resorpcj¢ beleczek kostnych, a ich grubosé, liczba

i uktad przestrzenny nie odbiegat istotnie od grup kontrolnych (SHO i ORX-TEST).

Teoria ,,mechanostatu”, okre§lana roéwniez mianem biomechaniki koSci,
zaproponowana przez Frosta i in. w 1998 r. [262] sugeruje, Ze osteoblasty
1 osteoklasty, ktére sg komorkami odpowiedzialnymi za modelowanie i przebudowe
kosci, majg duzy wpltyw na geometri¢ kosci. Osteocyty, ktore sg zamknigte w macierzy
kostnej, s3 w stanie wykrywac naprezenia generowane przez mechaniczne obcigzanie
kosci w wyniku codziennej aktywnosci fizycznej. Uwaza sig, ze osteocyty komunikuja
si¢ z sgsiednimi osteoblastami i1 osteoklastami, wptywajac na kierunek i tempo
modelowania oraz zdolno$¢ tkanki kostnej do samonaprawy mikrouszkodzen. Procesy
te podlegaja rowniez kontroli czynnikow endokrynno-metabolicznych, a takze wynikaja
z oddziatywania sity migsniowej [263, 264]. W ten sposob koSci sg w stanie dostosowac
si¢ do maksymalnych sit generowanych przez migénie w roéznych miejscach ciala
w warunkach fizjologicznych na drodze usuwania i dodawania tkanki kostnej
w réznych obszarach szkieletu, w zaleznosci od wykrywanych przez osteocyty
gradientow odksztatcen [263, 265, 266]. Zgodnie z tg teorig proponuje si¢ trzy rozne
etiologie osteopenii i chorob ostabiajacych ko$ci: pierwotng (zwigzana z czynnikami
genetycznymi), zwigzang z brakiem aktywno$ci fizycznej oraz ogdlnoustrojowa
(spowodowang czynnikami endokrynno-metabolicznymi) [168, 267, 268]. Stusznos¢
twierdzen tej teorii  potwierdzaja badania  Stuermera i in.  (2010),
ktorzy owariektomizowane samice szczuréw poddawali wibracji o pionowej osiowosci
z czestotliwoscig 90 Hz i amplitudzie 0,5 mm. Wykazali oni, ze wibracja wptywa
korzystnie na uktad kostny oraz migsniowy [269]. Niedobor testosteronu u mezczyzn

wigze si¢ z utratg masy miesni Szkieletowych, co przyczynia si¢ do niekorzystnych
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skutkow zdrowotnych. Mechanizmy, przez ktore niedobor testosteron prowadzi
do utraty masy migsni szkieletowych, pozostaja stabo zrozumiane. W stanie rownowagi,
mase¢ migéni Szkieletowych mozna postrzegaé jako netto réwnowage migdzy synteza
biatek migsniowych, a ich degradacjg [270, 271]. Stymulacja procesow anabolicznych
mies$ni poprzez obcigzenia mechaniczne oraz suplementacja sktadnikow odzywczych
prowadza do wzrostu masy migsniowej poprzez zwigkszenie bilansu netto biatka [272],
podczas gdy stymulatory kataboliczne, takie jak glodzenie [273] i brak obcigzenia
mechanicznego [274, 275], powoduja szybka atrofi¢ migsni. Dlatego utrata masy
mig$niowej W odpowiedzi na brak androgenow moze wynika¢ z obnizonej syntezy
bialek migsniowych, zwigkszonej ich degradacji lub kombinacji tych procesow
[276-278]. Z kolei Hourde i in. [279] udokumentowali, ze podawanie androgenow
kastrowanym samcom szczuréw wywiera korzystny wplyw na wydajnos¢ migsni.
Autorzy ci sugeruja rowniez, iz dziatanie androgendow na migsnie i kosci uczestniczy
w calosciowe] poprawie stanu uktadu migéniowo-szkieletowego w warunkach braku
aktywno$ci hormonalnej gonad. Interesujgce sg réwniez badania Wanga i in. [280],
ktorzy dowodza, ze sita mig$ni, majgca bezposredni wptyw na jako$¢ tkanki kostnej,
wynika przede wszystkich z ich ggstoSci oraz powierzchni. Jak juz wczesniej
wspomniano migsnie pozostajac W bezposredniej zaleznoSci czynnosciowej majg
kluczowe znaczenie dla metabolizmu tkanki kostnej. Dlatego réwnolegle realizowanym
celem badan wilasnych bylo okreslenie wplywu gonadektomii oraz réznych dawek
pytku sosnowego na cechy migéni podudzia. Analiza tkanki migéniowej
przeprowadzona zostata z wykorzystaniem pQCT i procedury pomiarowej
zaproponowanej przez Frank-Wilsona i in. [281], a za miejsce pomiarowe wybrano
50% dhugosci kosci piszczelowych, podobnie jak w przypadku analizy tkanki kostnej

zbitej oraz badan wytrzymato$ciowych. Uzyskane wyniki wskazujg, ze w nastgpstwie
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orchidektomii znamiennie zmniejszyto si¢ pole powierzchni przekroju poprzecznego
(CSA) oraz gestos¢ miesni (MD) w grupie ORX-PhS. Wyniki naszych badan
potwierdzaja posrednio obserwacje Hansona i in. ktorzy wykazali zmniejszenie masy
i sily migsniowej U orchidektomizowanych szczurow [282]. W nastgpstwie
orchidektomii zwigkszeniu ulegla takze powierzchnia tkanki thuszczowej podskornej
(SAT) oraz tkanki tluszczowej srédmigsniowej (IMAT), co potwierdzaja rdwniez inne
badania [283, 284]. Ostabienie migs$ni oraz zwigkszenie zawarto$ci tkanki thuszczowe;j
stwierdzone zostalo rowniez w grupie stosowania nizszej dawki pytku sosnowego.
Zauwazy¢ jednak nalezy, ze podawanie pylku sosnowego w dawce 50 mg/kg m.c.
zaznaczylo si¢ zauwazalnym ochronnym wpltywem na migsnie, czego wyrazem byla
mniejsza  roznica  analizowanych  parametrow  wzgledem  grupy  SHO.
Najefektywniejszym bylo podawanie pytku sosnowego w dawce 150 mg/kg m.c.
Gesto$¢ i powierzchnia badanych miegs$ni byla zblizona do warto$ci odnotowanych
w grupie SHO. Zauwazy¢ nalezy, ze w przypadku gesto$ci migsni, stosowanie tej dawki
pytku byto skuteczniejsze niz podawanie testosteronu, co zostato statystycznie
udokumentowane. Wyzsza dawka pytku sosnowego ograniczata rowniez powierzchni¢

podskdrnej 1 srédmigsniowej tkanki thuszczowe;.

Omoéwiony powyzej wpltyw zalezno$ci pomiedzy tkanka mig$niowa
a mineralizacja tkanki kostnej potwierdza analiza korelacji. Wynika z niej, ze mCSA
oraz MD s3a istotnie i pozytywnie skorelowane z zar6wno z zawartoscia 1 gestoScig
mineralng catego szkieletu oraz izolowanych kosci piszczelowych. Natomiast ujemna,
istotna korelacja wykazana zostala przy poréwnaniu parametréw densytometrycznych

szkieletu i izolowanych kosci piszczelowych w odniesieniu do IMAT i SAT (Tabela 8).
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Tabela 8. Tabela korelacji parametréw densytometrycznych calego szkieletu oraz izolowanych kosci

piszczelowych wzglgdem parametrow tomograficznej oceny mie$ni.

Parametr MD mCSA IMAT SAT
(mg/cm?) (cm?) (cm?) (cm?)
Ts.BMD 0,4914 0,5037 -0,5079 -0,3697
(g/cm?) P = 0,002 P = 0,001 P =0,001 P =0,024
Ts.BMC 0,6167 0,6495 -0,6306 -0,5409
(8) P =0,000 P =0,000 P = 0,000 P =0,001
t.BMD 0,5087 0,5527 -0,5261 -0,4151
(g/cm?) P =0,001 P =0,000 P =0,001 P =0,011
t.BMC 0,4587 0,4817 -0,5121 -0,4120
(@) P = 0,004 P =0,003 P =0,001 P =0,011

Objasnienia: Wartos$ci liczbowe zawarte w tabeli przedstawiaja wspotczynniki korelacji r oraz
warto$¢ poziomu istotnosci P. Wszystkie wartoSci wspotczynnikow korelacji zawarte w tabeli sg
statystycznie istotne przy P < 0,05. mCSA — pole powierzchni przekroju mig¢éni; MD — Gesto$¢ miesni;
IMAT — powierzchnia tkanki thuszczowej wewnatrzmig$niowej; SAT — powierzchnia tkanki thuszczowej
podskornej; Ts.BMD — gesto§¢ mineralna catego szkieletu; Ts.BMC — zawarto$¢ mineralna catego
szkieletu; t BMD — gesto$¢ mineralna izolowanych kosci piszczelowych; t. BMC — zawarto$¢ mineralna

izolowanych kosci piszczelowych.

Definicja osteoporozy podkresla, ze w raz z rozwojem zmian zanikowych tkanki
kostnej rosnie podatno$¢ kosci na zlamania [285]. Z tego powodu waznym
jest pozyskiwanie danych dotyczacych wptywu stosowanych substancji na mechaniczng
wytrzymato$¢ kosci. W tym celu szerokie zastosowanie majg metody, polegajace
na obciagzeniach dynamicznych w tr6j- lub czteropunktowym tescie ugigcia [286-288].
Badania wytrzymatosciowe kosci dlugich moga by¢ prowadzone w oparciu 0 wyciety
fragment trzonu kosci [289] lub na catych, izolowanych kosciach [290, 291], przy czym
ten ostatni sposob jest bardziej zblizony do symulacji rzeczywistych sit dziatajacych

na kos¢. W prezentowanych badaniach wykorzystano metode trojpunktowego testu
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ugigcia, ktory umozliwia okres§lenie rzeczywistej wytrzymatosci izolowanych kosci
na dziatanie sit odksztalcajacych. Na szczegolne podkreslenie zastuguje fakt, ze analiza
wytrzymato$ciowa izolowanych kosci piszczelowych prowadzona byta w oparciu
0 algorytm analizy modelu ,,rury”, jaka w rzeczywistosci jest kos¢ dtuga, a nie ,,preta”,
CO jest czesto popelnianym bledem w tego typu pomiarach. Taktowanie kosSci
jako ,,pret” wynika z mozliwosci okreslenia jedynie $rednicy zewngtrznej izolowanej
kosci. Natomiast niemozliwym jest okreslenie $rednicy wewngtrznej trzonu kosci
W punkcie dzialania glowicy maszyny wytrzymatosciowej, bez jej uprzedniego
uszkodzenia. Srednice wewnetrzng trzonu mozemy zmierzy¢ wykorzystujac pQCT.
Wprowadzenie  do  systemu komputerowego  sterujgcego  urzadzeniem
wytrzymato$ciowym wartosci $rednicy zewngtrznej i wewnetrznej trzonu kosci pozwala
na analize kosci jako model ,,rury”. Ocena wytrzymato$ci mechanicznej oparta zostata
na pomiarze trzech parametréw tj. sity maksymalnej, przy ktoérej dochodzi do ztamania
kos$ci, modutu elastycznosci Young’a oraz sprezystosci. WykazalisSmy, ze eliminacja
wplywu hormonow gonadalnych zmniejsza wytrzymato$¢ mechaniczng kosci,
co znajduje swoje odzwierciedlenie w wartosciach ocenianych parametrach. Podobne
rezultaty zostaly przedstawione przez innych autoréw [255, 257, 292]. Zastosowanie
wigkszej dawki pytku sosnowego skutecznie zahamowalo obnizenie wlasciwosci
mechanicznych, a oceniane parametry wytrzymatosci mechanicznej kosci
piszczelowych ksztattowaly si¢ na poziomie grup kontrolnych SHO oraz ORX-TEST.
Zaleznosci takiej nie stwierdzono u szczurdéw otrzymujacych mniejszg dawke pylku,

a wytrzymato$¢ mechaniczna ich kosci nie odbiegata od kontrolnej grupy ORX-PhS.

Badanie wytrzymatosci kosci z wykorzystaniem trojpunktowego testu ugiecia

jako obcigzenia dynamicznego, ze wzgledu na jego uszkadzajacy charakter mozliwe
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jest jedynie posmiertnie. Metodg przyzyciowa, ktoéra pozwala na prognozowanie
wytrzymato$ci mechanicznej bez uszkodzenia kosci jest obwodowa iloSciowa
tomografia komputerowa (pQCT). Przy jej uzyciu mozliwe jest okreslenie 0Siowego
wskaznika sita-odksztatcenie (xSSI), a tym samym przewidywanie wytrzymatosci
mechanicznej kosci w jej dowolnie wybranym miejscu [293, 294]. W badaniach
naszych, pomiar xSSI przeprowadzony zostat w tym samym miejscu, CO pdzniejsze
badanie wytrzymatosciowe W trojpunktowym tescie ugigcia. Charakter zmian
wskaznika XSSI byt identyczny w poréwnaniu z parametrami rzeczywistej
wytrzymato$ci mechanicznej izolowanych kosci piszczelowych.

Rycina 14. Analiza korelacja wskaznika XSSI oraz parametrow wytrzymato$ciowych zmierzonych

podczas badania w trojpunktowym teécie ugiecia.
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Zasadno$¢ wykorzystania wskaznika xSSI do oceny przewidywanej
wytrzymato$ci mechanicznej kosci potwierdza dodatnia i statystycznie istotna jego
korelacja z parametrami wytrzymatoSciowymi, zmierzonymi podczas analizy
w trojpunktowym tescie ugiecia (Rycina 14). Podobne obserwacje opisane zostaty przez

Ferrettiego i in. [295, 296].

Biochemiczne wskazniki przebudowy tkanki kostnej sa istotnymi indykatorami
procesow W niej zachodzagcych ~w  przebiegu choréb  metabolicznych,
a takze po zastosowaniu preparatow, ktorych uzycie ma na celu przeciwdziatanie
tym chorobom. Ich wartos¢ diagnostyczna pozwala rowniez na poznanie charakteru
I intensywnos$ci obrotu kostnego. Tym samym sa one waznym zrodtem informacji
0 efektywnosci  zastosowanych  postgpowan terapeutycznych ~w  zakresie
przeciwdziatania zmianom zanikowym tkanki kostnej. [297, 298]. Do wskaznikow
o kluczowym znaczeniu naleza osteokalcyna, frakcja kostna fosfatazy zasadowej oraz
C-koncowy usieciowany telopeptyd tancucha kolagenu typu I. Osteokalcyna (OC)
i frakcja kostna fosfatazy zasadowej (hALP) sa dwoma wskaznikami informujgcymi
0 aktywnos$ci osteoblastycznej. OC, znana rowniez jako biatko y-karboksylowane,
jest wytwarzana gtéwnie przez osteoblasty, odontoblasty i hipertroficzne chondrocyty.
Jest to biatko zaangazowane W mineralizacje kosci, czyli proces, w ktorym sole
mineralne sg odktadane w tkance kostnej, nadajac jej twardo$¢ i wytrzymatos$¢. Poziom
osteokalcyny we krwi jest stosowany jako wskaznik aktywno$ci osteoblastow

I mineralizacji kosci.

Wyniki naszych badan wskazuja na zmniejszenie poziomu OC w osoczu Krwi
orchidektomizowanych szczuréw i potwierdzaja obserwacje innych autorow [299, 300].

Znaczace obnizenie poziomu OC odnotowane zostalo w grupie samcow ORX
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otrzymujacych pytek sosnowy w dawce 50 mg/kg m.c. Zauwazy¢ nalezy, ze podawanie
testosteronu oraz wigkszej dawki pylku sosnowego nie wptyngto istotnie na poziom
OC, co upowaznia do twierdzenia, ze poziom mineralizacji i aktywno$¢ osteoblastow

w tych grupach sg podobne jak w grupie SHO.

O aktywnosci metabolicznej osteoblastow $wiadczy roéwniez stezenie frakcji
kostnej alkalicznej fosfatazy (bALP). Poziom tego wskaznika ulegt znaczgcemu
obnizeniu W kontrolnej grupie orchidektomizowanej (ORX-PhS). Zalezno$¢ taka
potwierdzaja rowniez badania Chena i in. [301], Chen i in. [302] oraz Sakr i in. [303].
Istotne obnizenie poziomu bALP odnotowano réwniez w grupie ORX-PP50. Podkresli¢
jednak nalezy, ze byt on 0 blisko 17% wyzszy niz w grupie ORX-PhS. Ta zwigkszona
aktywno$¢ osteoblastyczna wynika¢é moze z zauwazalnego, pobudzajacego wplywu
tej dawki pyltku sosnowego na metabolizm tkanki kostnej (szczegdlnie zauwazalny
w tkance kostnej gabczastej) na co wskazuja rowniez opisane powyzej analizy pQCT
oraz u-CT. Podawanie pytku sosnowego w wigkszej dawce oraz testosteronu nie tylko
pozwolito na utrzymanie aktywno$ci osteoblastow na poziomie jak w grupie SHO,
ale godnym uwagi jest 10% wzrost poziomu bALP w grupie ORX-PP150,

w porownaniu z kontrolng grupa operowang rzekomo.

Dla pehiejszego poznania 1 zrozumienia procesOw metabolicznych tkanki
kostnej zmierzone zostalo stezenie C-koncowego usieciowionego telopeptydu tancucha
alfa kolagenu typu | (CTX-I). Zgodnie z oczekiwaniami, jego najwigkszy poziom
stwierdzono w grupach ORX_PhS oraz ORX-PP50. Wzrost poziomu CTX-I
w nastepstwie orchidektomii jest szeroko udokumentowany [304-306]. Co ciekawe,

poziom tego wskaznika metabolizmu nie ulegl zmianie w grupach, gdzie podawano
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testosteron oraz wickszg dawke pytku sosnowego, co $wiadczy o ustabilizowanym

poziomie resorpcji kosci, zblizonym do tego, jaki wystepuje w grupie SHO.

69



Wplyw pytku sosnowego na mineralizacj¢ i wytrzymato$¢ mechaniczng uktadu kostnego samcow szczurow
w warunkach do§wiadczalnych osteopenii wywotanej orchidektomig

. WNIOSKI

Pylek sosnowy wykazuje dziatanie osteoprotekcyjne u samcoéw szczurdw
Z rozwijajgcg sie¢ osteopenig indukowang orchidektomia, a efekty kostne zalezne
sg od uzytej dawki.

Podawanie nizszej dawki pylku sosnowego tj. 50mg/kg m.c. skutkuje
ograniczonym, osteoprotekcyjnym wplywem, ale wylgcznie w obrebie tkanki
kostnej gabczastej.

Zastosowanie pytku sosnowego, w dawce 150 mg/kg m.c., catkowicie hamuje
zmiany zanikowe kosci, wywotane brakiem wplywu hormonéw gonadalnych,
zar6wno W obrebie tkanki kostnej zbitej, jak i gabczaste;j.

Pytek sosnowy stosowany w wickszej dawce hamuje kataboliczny wplyw
orchidektomii na mig¢énie podudzia, czego wyrazem jest utrzymanie ich gestosci
i wielkosci powierzchni na poziomie grupy operowanej rzekomo i grupy
otrzymujacej testosteron. Ta dawka pytku sosnowego oOgraniczata rowniez
kumulacje srodmiesniowej i podskornej tkanki thuszczowe;.

Uzyskane wyniki dowodza osteoprotekcyjnej skutecznosci pytku sosnowego,
szczegolnie podawanego w wiekszych dawkach, co dowodzi mozliwosci jego
wykorzystania w profilaktyce rozwoju osteoporozy u me¢zczyzn, jak i samcow

innych gatunkow zwierzat.
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7. SPIS SKROTOW

u-CT - mikrotomograficzna analiza morfometryczna tkanki

2BS - diploidalne ludzkie komorki fibroblastow

ANOVA — jednokierunkowa analiza wariancji

AR — receptor androgenowy

bALP — frakcja kostnej fosfatazy zasadowej

BMD - gesto$¢ mineralna kosci

BS — powierzchnia tkanki kostnej

BS/BV — indeks okreslajacy zawarto$¢ powierzchni zajmowanej przez tkanke
kostng do jej objetosci;

BS/TV — wskaznik procentowej zawartosci objetosciowej tkanki kostnej
BV — objetosc¢ tkanki kostnej

CAMP - cykliczny adenozyno-3',5'-monofosforan

CIA — zapalenie stawow indukowane kolagenem (ang. Collagen-Induced Arthritis)
CSA - pole powierzchni przekroju poprzecznego

Ct.Ar - powierzchnia tkanki kostnej zbitej

Ct.BMC - zawarto$¢ mineralna tkanki kostnej zbitej

Ct.Th - grubo$¢ tkanki kostnej zbitej

Ct.vBMD - wolumetryczna gestos¢ mineralna tkanki kostnej zbitej
CTX-I - C-koncowy telopeptyd kolagenu typu I

DHEA — dehydroepiandrostenon

DHEAS - siarczanowy ester DHEA

DHT — dihydrotestosteron

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

DXA - densytometria (ang. DXA — Dual X-Ray Absorptiometry)
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E mod- modut elastycznosci Younga

Endo.C - obwdd wewnetrzny kosci

eNOS - endotelialna syntaza tlenku azotu

ER - receptor estrogenowy

Fmax -sita maksymalna

FGF — czynnik wzrostu fibroblastow

Fr — wartos¢ sity okreslajacej granice sprezystosci

GDNF - czynnik neurotroficznego pochodzenia glejowego

HUVECs — komorki $rodblonka naczyniowego pepowiny ludzkiej (ang. Human
umbilical vein endothelial cells)

IGF-1 — insulinopodobny czynnik wzrostu |

IL-1 —interleukina 1

IL-1B - interleukina 1- beta

IL-2 — interleukina-2

IL-6 — interleukina 6

IMAT — powierzchnia tkanki thuszczowej wewnatrzmig$niowej

LBP — kompleks polisacharydowy jagod Goji -tac. Lycium barbarum (ang. Lycium
barbarum polysaccharide)

LDL - lipoproteiny 0 matej gestosci

MAPK-ERK kinase — kinaza serynowo-treoninowa er-Thr (ang. Ser/Thr protein
kinase)

MCSA - powierzchnia przekroju poprzecznego mig$ni

MD —gestos¢ migsni

NO — tlenek azotu

OC - osteokalcyna
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ORX — grupa poddana orchidektomii

ORX-PhS — grupa, ktorej podawano ptyn fizjologiczny

ORX-PP150 - grupa, ktoérej podawano pytek sosnowy w dawce 150mg/kg m.c.
ORX-PP50 — grupa, ktorej podawano pytek sosnowy w dawce 50mg/kg m.c.
ORX-TEST — grupa, ktorej podawano testosteron

p53 — biatko p53

pCSMI - skrecajagcy momentu bezwtadnosci przekroju porzecznego

Peri.C - obwod zewnetrzny kosci

PGE2 — prostaglandyna E2 (ang. prostaglandin E2)

PI3K/AKt — $ciezka sygnatowa kinazy 3-fosfatydyloinozytolu i kinazy biatkowe;j
(ang. the phosphatidylinositol 3-kinase/ protein kinase B intracellular signaling
pathway)

pQCT- obwodowa ilosciowa tomografia komputerowa (ang, Peripheral Quantitive
Computed Tomografy)

PTH — parathormone

RANKL - ligand aktywatora receptora jadrowego czynnika k B (z ang. Receptor
Activator for Nuclear Factor k B Ligand)

RTG — badanie radiologiczne

SA-B-Gal — beta-galaktozydaza zwigzana ze starzeniem (ang. senescence-associated
beta-galactosidase)

SAT - powierzchnia tkanki ttuszczowej podskorne;j

SHBG - stezenie globuliny wigzacej hormony piciowe

SHO — grupa poddana pozornej gonadektomii

t.Ar — powierzchnia izolowanych kos$ci piszczelowych

t.BMC — zawarto$¢ mineralna kosci piszczelowych
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t.BMD- gestos¢ mineralna kosci piszczelowych

Th.Ar - powierzchnia tkanki kostnej gabczastej

Th.Ar- powierzchnia tkanki kostnej gabczastej

Th.BMC - zawarto$¢ mineralna tkanki kostnej gabczastej

Th.N — liczba beleczek kostnych przekroju kosci.

Th.Sp — $rednia wielko$¢ przestrzeni wolnych pomiedzy beleczkami
Th.Th — grubo$¢ beleczek kostnych

TGF-beta — czynnik wzrostu beta

TGF-p- transformujacy czynnik wzrostu beta

TNF-alfa - czynnik martwicy nowotworoéw (ang. tumor necrosis factor)
Tot.Ar - catkowita powierzchnia kosci

Tot.BMC - catkowita zawarto$¢ mineralna kosci

Tot.vBMD - catkowita wolumetryczna gesto$¢ mineralna kosci
Ts.Ar — powierzchnia tkanki kostnej catego szkieletu

Ts.BMC — zawarto$¢ mineralna tkanki kostnej catego szkieletu
Ts.BMD — gestos¢ mineralna tkanki kostnej catego szkieletu

TV — catkowita objetos¢ badanej probki

V - predkosci glowicy pomiarowej

WHO — Swiatowa Organizacja Zdrowia

XCSMI — zginajacy moment bezwladnos$ci przekroju porzecznego

XSSI - wskaznik sita-odksztatcenie wzglgdem 0si X
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9. STRESZCZENIE

Osteoporoza bedaca metaboliczng chorobg tkanki kostnej, manifestuje si¢ niska
masg kostng i zaburzong mikroarchitekturg, co w konsekwencji znaczaco zwigksza
ryzyko ztaman. Do niedawna uwazano, iz dotyczy ona gléwnie kobiet, w szczegolnosci
w okresie pomenopauzalnym. Obecnie coraz czg¢sciej diagnozowana jest rowniez
u mezczyzn. Zarowno u kobiet, jak 1 me¢zczyzn zmiany zanikowe tkanki kostnej
najczesciej warunkowane sg zmniejszong aktywnoscig hormonalng gonad, ale ich
charakter 1 przebieg sa odmienne. W przeciwienstwie do estrogendow u kobiet, poziom
androgenow u me¢zczyzn maleje wolniej. Proces ten ulega przyspieszeniu dopiero po
65-70 roku zycia, co powoduje, ze zmiany zanikowe tkanki kostnej u mezczyzn
zazwyczaj] pojawiaja si¢ pdzniej. Jednak powiktania wynikajagce ze zlaman
osteoporotycznych skutkuja wieksza $miertelno$cig mezczyzn. Trudno$ci niosg ze soba
réwniez diagnostyka i leczenie osteoporozy u mezczyzn. Wceiaz nie istnieje baza danych
pomiaréw densytometrycznych duzej populacji meskiej, co wymusza koniecznos$é
wyliczanie wartosci T-score 1 Z-score w oparciu baz¢ pomiarow stworzong dla kobiet.
Dodatkowo cz¢$¢ lekéw antyosteoporotycznych, majacych dopuszczenie do stosowania
u kobiet, ze wzgledu na brak dopuszczenia nie moga by¢ stosowane u mezczyzn.
Mimo wdrazania wcigz nowych terapii osteoporozy u mezczyzn, zauwazalny jest
réwniez wzrost zainteresowania medycyng tradycyjna i1 poszukiwaniem alternatywnych
metod zapobiegania i leczenia osteopatii metabolicznych. Taka alternatywa moze by¢
wykorzystanie fitozwigzkéw. Wsrdéd nich wyrdzniajg sie fitoestrogeny, ktorych
dziatanie osteoprotekcyjne jest dobrze udokumentowane oraz znacznie mniej poznane
fitoandrogeny. Bogatym zZrédlem fitoandrogendw, a takze DHEA jest pylek sosnowy,
stosowany w tradycyjnej medycynie chinskiej od tysigcy lat. Wspodiczesne badania

dowiodly, ze wykazuje on dzialanie immunomodulujace, przeciwnowotworowe,
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przeciwutleniajace, oraz przeciwzapalne. Dlatego celem podjetych badan byto
okreslenie osteotropowego wptywu réznych dawek pytku sosnowego, podawanego p.o.
na metabolizm tkanki kostnej w warunkach rozwoju zmian zanikowych ko$ci samcow
szczurow poddanych orchidektomii. Uwzgledniajac znaczenie ukladu mig$niowego
dla prawidtowego funkcjonowania kosc¢ca oraz intensyfikacj¢ procesow katabolicznych
migsni po gonadektomii, rownolegle podjeto badania nad wplywem réznych dawek
pytku sosnowego na powierzchni¢ oraz gesto$¢ miegsni podudzia, a takze kumulacje

w nich tkanki thuszczowe;.

W doswiadczeniu uzyto samcoéw szczuréw szczepu Wistar — 40 sztuk, z ktérych
8 osobnikoéw poddano pozornej gonadektomii (SHO), a u pozostatych wykonano zabieg
orchidektomii (ORX). Samce ORX zostaly podzielone losowo na 4 grupy (n=8).
Po siedmiodniowej rekonwalescencji grupa samcow SHO oraz jedna grupa samcow
ORX otrzymywaly ptyn fizjologiczny pozostate grupy ORX otrzymywaly odpowiednio
testosteron (7mg/kg m.c./7 dni s.c.) i pytek sosnowy w dwoch dawkach (50 1 150 mg/kg
m.c./24h p.o.). Po uptywie 60 dni zwierzegta poddano eutanazji, a nast¢pnie lewe kosci
piszczelowe wyizolowano 1 oczyszczono z tkanek migkkich. Prawe konczyny
miednicze oddzielone zostaty od tulowia w stawie biodrowym w calo$ci wraz ze skorag
1 mig¢$niami. Do badan biochemicznych zabezpieczone zostalo rowniez osocze krwi.
Przy uzyciu metody desytometrycznej (DXA) przeprowadzona zostala analiza calego
szkieletu oraz izolowanych ko$ci piszczelowych. Z wykorzystaniem obwodowego
ilosciowego tomografu komputerowego (pQCT) w blizszej cze$ci przynasadowej
okres$lone zostaly parametry densytometryczne i strukturalne tkanki kostnej gabczastej
kosci piszczelowych. W potowie dlugosci trzonu badanych kosci oceniane byty
ww. parametry tkanki kostnej zbitej, a takze cechy geometryczne trzonu. Za pomoca

pQCT okreslona zostata rowniez przewidywana wytrzymato§¢ mechaniczna kosci.
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Struktura i rozmieszczenie beleczek kostnych tkanki kostnej gabczastej podlegata
rowniez ocenie z uzyciem mikrotomografii komputerowej (u-CT). Wykorzystujac
metode trdjpunktowego testu ugiecia okreslona zostata rzeczywista wytrzymatosé
mechaniczna kos$ci piszczelowych w zakresie pomiaru sity maksymalnej, modutu
elastycznosci Younga oraz wykonanej pracy do granicy sprezystosci. Metoda pQCT
przeprowadzone zostaly réwniez pomiary powierzchni przekroju poprzecznego migsni
(mCSA), gestosci migsni (MD), powierzchni tkanki thuszczowej wewnatrzmigsniowej
(IMAT) oraz tkanki thuszczowej podskornej (SAT). Okreslone zostaty roéwniez stgzenia

biochemicznych wskaznikéw metabolizmu tkanki kostnej (CTX-I, OC, bALP).

Wyniki przeprowadzonych badan dowodza osteoprotekcyjnego wplywu pytku
sosnowego, zaleznie od zastosowanej dawki. Uzycie u szczurdw z rozwijajacymi si¢
zmianami zanikowymi tkanki kostnej dawki 150 mg/kg m.c catkowicie hamowato
zmiany zanikowe ko$ci wywotane brakiem wplywu hormonow gonadalnych. Zaleznos¢
taka wykazana zostala zar6wno w obrebie tkanki kostnej zbitej, jak 1 gabczastej.
Roéwniez podawanie orchidektomizowanym szczurom dawki 50 mg/kg m.c. zaznaczyto
si¢ ochronnym wplywem na kosci. Byl on jednak stabiej wyrazony 1 dotyczyl wylacznie
tkanki kostnej gabczastej. Wyzsza dawka pytku sosnowego hamowala kataboliczny
wplyw orchidektomii na migs$nie podudzia, czego wyrazem bylo utrzymanie ich
gestosci 1 wielkosci powierzchni na poziomie grupy operowanej rzekomo 1 grupy
otrzymujacej testosteron. Odnotowany zostatl rowniez jego ograniczajacy wplyw na
kumulacje $§rodmigsniowej i podskoérnej tkanki thuszczowej. Na podkreslenie zastuguje
fakt osteoprotekcyjnej skuteczno$ci pylku sosnowego, szczegélnie podawanego
w wigkszych dawkach, co dowodzi mozliwosci jego wykorzystania w profilaktyce

rozwoju osteoporozy u mezczyzn, jak 1 samcow innych gatunkow zwierzat.

103



Wplyw pytku sosnowego na mineralizacj¢ i wytrzymato$¢ mechaniczng uktadu kostnego samcow szczurow
w warunkach do§wiadczalnych osteopenii wywotanej orchidektomig

10. ABSTRACT

Osteoporosis, a metabolic bone disease, is characterised by low bone mass and
disturbed microarchitecture, significantly increasing the risk of fractures. Until recently,
it was believed to affect mainly women, especially during their postmenopausal period.
Nowadays, it is increasingly diagnosed in men as well. In both women and men, bone
tissue atrophy changes are most often caused by reduced gonadal hormone activity, but
their nature and course differ. Unlike estrogen levels in women, androgen levels in men
decline more slowly. This process accelerates only after the age of 65-70, resulting in
bone tissue atrophy changes appearing later in men. However, complications resulting
from osteoporotic fractures lead to higher mortality in men. Diagnosis and treatment of
osteoporosis in men also present challenges. There is still no database of densitometric
measurements for a large male population, necessitating the calculation of T-score and
Z-score values based on measurements made for women. Additionally, some anti-
osteoporotic drugs approved for use in women cannot be used in men due to lack of
approval. Despite the implementation of new osteoporosis therapies in men, there is
also a noticeable increase in interest in traditional medicine and the search for
alternative methods of preventing and treating metabolic bone diseases. An alternative
approach may involve the use of phytochemicals. Among them, phytoestrogens stand
out, whose osteoprotective effects are well-documented, as well as less-known
phytoandrogens. Pine pollen, used in traditional Chinese medicine for thousands of
years, is a rich source of phytoandrogens and DHEA. Modern research has shown that it
exhibits immunomodulatory, anticancer, antioxidant, and anti-inflammatory effects.
Therefore, the aim of the undertaken research was to determine the osteotropic effect of
various doses of pine pollen, administered orally, on bone tissue metabolism in male rat

models of orchidectomy-induced bone atrophy. Considering the importance of the
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muscular system for proper skeletal function and the intensification of muscle catabolic
processes after gonadectomy, parallel studies were also conducted on the effect of
various doses of pine pollen on the surface and density of leg muscles, as well as the

accumulation of fat tissue in them.

In the experiment, male Wistar rats were used - 40 individuals, out of which 8
individuals underwent sham gonadectomy (SHO), while the remaining underwent
orchidectomy (ORX). The ORX males were randomly divided into 4 groups (n=8).
After a seven-day recovery period, the SHO group and one ORX group received saline
solution, while the remaining ORX groups received testosterone (7mg/kg b.w./7 days
s.c.) and pine pollen at two doses (50 and 150 mg/kg b.w./24h p.o.) respectively. After
60 days, the animals were euthanized, and the left tibiac were isolated and cleaned of
soft tissues. The right pelvic limbs were separated from the trunk at the hip joint, along
with the skin and muscles. Blood plasma was also collected for biochemical analysis.
The analysis of the entire skeleton and isolated tibiae was conducted using dual-energy
X-ray absorptiometry (DXA) method. Densitometric and structural parameters of the
trabecular bone tissue of the proximal tibia were determined using peripheral
quantitative computed tomography (pQCT). At the midshaft of the examined bones, the
above-mentioned parameters of cortical bone tissue, as well as geometric features of the
shaft, were assessed. The expected mechanical strength of the bones was also
determined using pQCT. The structure and distribution of trabecular bone beams of the
trabecular bone tissue were also evaluated using micro-computed tomography (uCT).
Using the three-point bending test method, the actual mechanical strength of the tibiae
was determined in terms of maximum force measurement, Young's modulus of
elasticity, and work done to the elastic limit. Measurements of muscle cross-sectional

area (mCSA), muscle density (MD), intramuscular adipose tissue (IMAT), and
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subcutaneous adipose tissue (SAT) were also conducted using the pQCT method.
Additionally, concentrations of biochemical markers of bone tissue metabolism (CTX-I,

OC, bALP) were determined.

The results of the conducted studies demonstrate the osteoprotective effect of pine
pollen, depending on its dosage. The use of a dose of 150 mg/kg b.w. in rats with
developing bone atrophy completely inhibited the atrophic changes in bones induced by
the lack of gonadal hormone influence. This dependency was observed both in cortical
and trabecular bone tissue. Similarly, administering a dose of 50 mg/kg b.w. to
orchidectomized rats showed a protective effect on bones. However, it was less
pronounced and only affected the trabecular bone tissue. A higher dose of pine pollen
inhibited the catabolic effect of orchidectomy on the femoral muscles, as evidenced by
maintaining their density and surface area at the level of the supposedly operated group
and the group receiving testosterone. Its limiting effect on the accumulation of
intramuscular and subcutaneous adipose tissue was also noted. It is worth emphasizing
the osteoprotective efficacy of pine pollen, especially when administered in larger
doses, which demonstrates its potential for usage in the prevention of osteoporosis

development in men and males of other animal species.
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Zal. Nr 2

swiadczenie promotora rozprawy doktorskiej

swiadczam, Ze niniejsza rozprawa doktorska zostata przygotowana pod moim kierunkiem
stwierdzam, Ze spetnia ona warunki do przedstawienia jej w postepowaniu o nadanie stopnia

swiadczenie autora rozprawy doktorskiej

1iadom/a odpowiedzialno$ci prawnej o§wiadczam, ze:

— niniejsza rozprawa doktorska zostala przygotowana przez mnie samodzielnie pod
kierunkiem Promotora/Promotoréw/Promotora pomocniczego* i nie zawiera tresci
uzyskanych w sposob niezgodny z obowiazujacymi przepisami.

przedstawiona rozprawa doktorska nie byla wczeéniej przedmiotem procedur
zwigzanych

z uzyskaniem stopnia naukowego.

niniejsza wersja rozprawy doktorskiej jest tozsama z zataczona na ptycie CD/pendrive
wersja elektroniczng.

AG.OM. A0 ur, Podpis autora NC“O”SWM Sﬁ@bﬂcu&b (Uu\!})\,WQ

* niepotrzebne skresli¢



