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1. STRESZCZENIE

Iryzyna jest proteolitycznie uwalnianym fragmentem biatka FNDCS5, zaliczanym do
miokin ze wzgledu na jej zwigzek z aktywno$cig migsni szkieletowych oraz udziat
w komunikacji mi¢dzy mig¢$niami a innymi tkankami. Dotychczasowe badania wskazuja, ze
iryzyna moze wptywaé na metabolizm energetyczny, funkcj¢ migéni szkieletowych oraz
procesy modelowania i przebudowy tkanki kostnej. Wiekszos¢ dostepnych danych dotyczy
jednak zwierzat dorostych, modeli osteoporozy, odcigzenia konczyn, starzenia lub zaburzen
metabolicznych. Znacznie mniej wiadomo o dzialaniu egzogennej iryzyny w okresie
dojrzewania, kiedy réwnocze$nie zachodza intensywne procesy wzrostu, mineralizacji,
dojrzewania witokien mig$niowych oraz ksztattowania wlasciwosci biomechanicznych
szkieletu. Celem pracy bylo okreslenie, czy egzogenna iryzyna moduluje rozw6j uktadu
migsniowo-szkieletowego mtodych szczurow Wistar oraz czy charakter tej odpowiedzi
zalezy od lokalizacji anatomicznej, budowy i funkcji analizowanych struktur. Badanie
przeprowadzono na samcach i samicach szczurow Wistar od 3. do 7. tygodnia zycia.
Zwierzeta z grupy doswiadczalnej otrzymywaty rekombinowang iryzyne¢ szczurza w dawce
100 pg/kg masy ciata, podawang dootrzewnowo raz w tygodniu przez cztery kolejne
tygodnie. Analizowano zuchwe, ko$¢ udowa, kregi ledzwiowe, migsien zwacz, migsien
brzuchaty tydki oraz migsien podtuzny gorny jezyka. W kosciach oceniano morfometrig,
objetosciowa gestos¢ mineralng kosci beleczkowej, mikroarchitekture, dynamiczne
wskazniki formowania ko$ci oraz wlasciwosci mechaniczne. W migéniach oceniano
srednic¢ wiokien, liczbe profili witokien na 1 mm? powierzchni pgczka oraz udzial
poszczeg6lnych klas witokien. Podanie egzogennej iryzyny wywotato zroéznicowang
odpowiedZ analizowanych migsni 1 kosci, bez jednoznacznego wpltywu na mas¢ ciata.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze egzogenna iryzyna moduluje rozwdj uktadu mig$niowo-
szkieletowego mlodych szczurdow, jednak jej dzialanie nie ma charakteru jednolite)
odpowiedzi anabolicznej. Efekt zalezy od lokalizacji anatomicznej, funkcji analizowane;]

struktury oraz ptci zwierzat

Stowa kluczowe: FNDCS5, Wistar, wiokna migsniowe, micro-CT, biomechanika kosci.
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2. ABSTRACT

Irisin is a proteolytically cleaved fragment of the FNDCS5 protein and is classified as a
myokine because of its association with skeletal muscle activity and its role in
communication between muscle and other tissues. Previous studies indicate that irisin may
affect energy metabolism, skeletal muscle function, and processes involved in bone
modeling and remodeling. However, most available data concern adult animals, models of
osteoporosis, limb unloading, aging, or metabolic disorders. Much less is known about the
effects of exogenous irisin during maturation, when growth, mineralization, muscle fiber
development, and the formation of biomechanical properties of the skeleton occur
simultaneously. The aim of this study was to determine whether exogenous irisin modulates
the development of the musculoskeletal system in young Wistar rats and whether the
character of this response depends on the anatomical location, structure, and function of the
analyzed tissues. The study was performed on male and female Wistar rats from 3 to 7 weeks
of age. Animals from the experimental group received recombinant rat irisin at a dose of 100
ng/kg body weight, administered intraperitoneally once weekly for four consecutive weeks.
The mandible, femur, lumbar vertebrae, masseter muscle, gastrocnemius muscle, and
superior longitudinal muscle of the tongue were analyzed. In bone tissue, morphometry,
trabecular volumetric bone mineral density, microarchitecture, dynamic indices of bone
formation, and mechanical properties were assessed. In muscle tissue, fiber diameter, the
number of fiber profiles per 1 mm? of fascicle area, and the proportion of individual fiber
classes were evaluated. Administration of exogenous irisin induced a differentiated response
in the analyzed muscles and bones, without a clear effect on body weight. The obtained
results indicate that exogenous irisin modulates the development of the musculoskeletal
system in young rats; however, its action does not represent a uniform anabolic response.

The effect depends on anatomical location, the function of the analyzed structure, and sex.

Keywords: FNDCS5, Wistar rat, muscle fibers, micro-CT, bone biomechanics.
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3. WYKAZ SKROTOW
ActRIIB — receptor aktywiny typu I1B
ALP — fosfataza alkaliczna, alkaline phosphatase
AMPK - kinaza biatkowa aktywowana AMP, AMP-activated protein kinase
ANOVA - analiza wariancji, analysis of variance
ARRIVE — Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments
BAT - brunatna tkanka tluszczowa, brown adipose tissue
BDNF — mo6zgowy czynnik neurotroficzny, brain-derived neurotrophic factor
BFR/BS — tempo tworzenia ko$ci odniesione do powierzchni kos$ci, bone formation
rate/bone surface
BMD - gesto$¢ mineralna kosci, bone mineral density
BMP/SMAD - szlak sygnatowy biatek morfogenetycznych kosci i1 biatek SMAD, bone
morphogenetic protein/SMAD signaling pathway
BS — powierzchnia kosci, bone surface
BV/TV — objetos¢ kosci odniesiona do objetosci catkowitej, bone volume/tissue volume
CaHA — hydroksyapatyt wapnia, calcium hydroxyapatite
DAB - 3,3'-diaminobenzydyna
dLS — powierzchnia podwojnie znakowana, double-labeled surface
DPX — medium do zamykania preparatow na bazie ksylenu, distyrene, plasticizer and
xylene
E — pozorny modut Younga
ERK1/2 — kinazy regulowane sygnatem zewnatrzkomorkowym 1/2, extracellular signal-
regulated kinases 1/2
FD — wymiar fraktalny, fractal dimension
FITC - izotiocyjanian fluoresceiny, fluorescein isothiocyanate
Fmax — sita maksymalna
FNDCS - biatko zawierajace domenge fibronektyny typu Il 5, fibronectin type Il domain-
containing protein 5
Fyiela — sila przy granicy spr¢zystosci
GLUT4 — transporter glukozy typu 4, glucose transporter type 4
HRP — peroksydaza chrzanowa, horseradish peroxidase
IL-6 — interleukina 6
IL-15 — interleukina 15
IRY — grupa otrzymujaca egzogenng iryzyne
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Ix — osiowy moment bezwladnos$ci przekroju poprzecznego

JAK/STAT3 — szlak kinaz Janusowych 1 biatka STAT3, Janus kinase/signal transducer
and activator of transcription 3 pathway

KON - grupa kontrolna

MAR - szybko$¢ apozycji mineralnej, mineral apposition rate

MAPK - kinazy biatkowe aktywowane mitogenami, mitogen-activated protein kinases
micro-CT — mikrotomografia komputerowa, micro-computed tomography
MHC/MyHC - ci¢zki tancuch miozyny, myosin heavy chain

MS/BS — powierzchnia mineralizujaca odniesiona do powierzchni kosci, mineralizing
surface/bone surface

mTOR — mechanistyczny cel rapamycyny, mechanistic target of rapamycin

MYH?7 — cigzki tahicuch miozyny 7, marker widkien typu I

NADH - zredukowany dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy

NADH-TR - reakcja reduktazy tetrazoliowej NADH, NADH-tetrazolium reductase
reaction

NBT - bi¢kit nitrotetrazoliowy, nitro blue tetrazolium

O.C.T. — medium do zatapiania tkanek w kriostacie, optimal cutting temperature
compound

PBS — buforowana fosforanami sol fizjologiczna, phosphate-buffered saline

PGC-1a — koaktywator receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomow
gamma la, peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator I-alpha
PI3K/AKkt — szlak kinazy fosfatydyloinozytolu 3 1 kinazy biatkowej B, phosphoinositide 3-
kinase/protein kinase B pathway

PRDM16 — biatko domeny PR/SET 16, PR/SET domain 16

RBW — wzgledna masa kosci, relative bone weight

ROI - region zainteresowania, region of interest

RTU - gotowe do uzycia, ready to use

Runx2 — czynnik transkrypcyjny zwigzany z biatkiem runt 2, runt-related transcription
factor 2

SEM - blad standardowy sredniej, standard error of the mean

sLS — powierzchnia pojedynczo znakowana, single-labeled surface

Smad2/3 — biatka SMAD 2/3 uczestniczace w przekazywaniu sygnatu TGF-f3

Tb.N — liczba beleczek kostnych, trabecular number

Tb.Sp — separacja beleczek kostnych, trabecular separation
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Tb.Th — grubos$¢ beleczek kostnych, trabecular thickness

TGF- — transformujacy czynnik wzrostu B, transforming growth factor beta
TNF-a — czynnik martwicy nowotworow o, tumor necrosis factor alpha
UCP1 - biatko rozprzegajace 1, uncoupling protein 1

VOI - objetos¢ zainteresowania, volume of interest

WAT - biala tkanka ttuszczowa, white adipose tissue

Wmax — praca do osiggni¢cia maksymalnego obcigzenia

Wyielda — praca do granicy sprezystosci

emax — odksztalcenie maksymalne

gyield — 0odksztatcenie przy granicy sprezystosci

Omax — Naprezenie maksymalne

Oyield — NAprezenie przy granicy sprezystosci
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4. WSTEP
4.1. Iryzyna

Iryzyna, opisana po raz pierwszy przez Bostrom i in. w 2012 roku, jest
proteolitycznie uwalnianym fragmentem biatka FNDCS, zaliczanym do miokin ze wzgledu
na ekspresje FNDCS5 w mig$niach szkieletowych oraz zwigzek jej uwalniania z aktywnos$cig
fizyczng (Bostrom 1 in., 2012). Obecnie iryzyne opisuje si¢ jednak szerzej niz wylacznie
jako marker wysitku fizycznego. FNDCS i iryzyne¢ opisywano rowniez w innych tkankach
oraz w réznych stanach fizjologicznych i metabolicznych, w tym w okresie rozwoju,
dojrzewania, zaburzen gospodarki glukozowej i chor6b metabolicznych. Wskazuje to, ze
regulacja obwodowego stezenia iryzyny jest ztozona 1 zalezy od wieku, stanu
metabolicznego, aktywnos$ci migéni, rodzaju badanego materialu oraz metody oznaczenia.
Odkrycie iryzyny zapoczatkowalo intensywne badania nad jej rola w metabolizmie
energetycznym, neuroprotekcji, regulacji gospodarki lipidowej 1 glukozowej oraz
funkcjonowaniu bariery jelitowej. Produkcja iryzyny wigze si¢ z ekspresja genu FNDCS,
ktory koduje biatko btonowe sktadajace si¢ z 209 aminokwasow. Proces biosyntezy
obejmuje zakotwiczenie FNDC5 w blonie komdrkowej oraz proteolityczne odcigcie jego
zewnatrzbtonowej domeny, co prowadzi do uwolnienia krazacej formy iryzyny (Paoletti &

Coccurello, 2024).

Regulacja syntezy iryzyny jest ztozonym procesem zaleznym od wielu czynnikow.
Najistotniejszym bodzcem jest aktywno$¢ fizyczna, szczegdlnie wysitek o wysokiej
intensywnos$ci, ktory prowadzi do aktywacji koaktywatora transkrypcyjnego PGC-la
(Gibala 1 in., 2009; Little 1 in., 2011). PGC-1a odgrywa kluczowg role w mitochondrialnej
biogenezie, a jego podwyzszona ekspresja w migsniach pobudza transkrypcje FNDCS, co
skutkuje wzrostem poziomu iryzyny w krwiobiegu (Bostrom i in., 2012; Saponaro i in.,
2024). Ponadto, wykazano, ze ekspozycja na niska temperatur¢ stymuluje wydzielanie
iryzyny, co jest mechanizmem adaptacyjnym organizmu do warunkéw srodowiskowych
wymagajacych wzmozonej termogenezy (Sadier i in., 2024). Poziom iryzyny we krwi moze
by¢ rowniez modulowany przez cytokiny prozapalne, takie jak IL-6 i TNF-a, co sugeruje jej
role w odpowiedzi immunologicznej oraz w procesach regeneracyjnych i naprawczych

organizmu (Cutuli 1 in., 2023).

Dziatanie iryzyny jest mozliwe dzigki jej interakcji z receptorami btonowymi,

sposrod ktorych najlepiej udokumentowane sg integryny klasy aV, przede wszystkim aV/B5,
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a prawdopodobnie takze aV/B1 (Oguri i in., 2020). Po zwigzaniu z receptorem iryzyna
aktywuje wewnatrzkomorkowe szlaki sygnatowe uczestniczace w regulacji metabolizmu,
proliferacji 1 adaptacji komorkowej. W komorkach migsniowych wykazano, ze iryzyna
zwicksza wychwyt glukozy 1 poprawia funkcje mitochondrialng poprzez aktywacje¢ szlakow
AMPK oraz p38-MAPK/PGC-1a (Lee i in., 2015). Ponadto iryzyna moze aktywowac¢ szlak
ERK1/2, ktory uczestniczy w proliferacji mioblastow i odpowiedzi adaptacyjnej komorek.
Jej wptyw na szlak mTOR roéwniez byt opisywany, jednak w tym przypadku dane sg mniej
jednoznaczne 1 wydajg si¢ zaleze¢ od typu komorki oraz modelu eksperymentalnego

(Kim i in., 2018; Myint i in., 2021).

Jednym z waznych efektow biologicznych przypisywanych iryzynie jest jej zdolnos¢
do indukowania brunatnienia bialej tkanki ttuszczowej (WAT). Proces ten prowadzi do
pojawiania si¢ w obrgbie WAT adipocytow bezowych (beige/brite), wykazujacych cechy
termogeniczne, w tym zwickszong ekspresj¢ UCP1 oraz wigksza aktywno$¢
mitochondrialng (Bostrém 1 in., 2012; Wu 1 in., 2012). Adipocyty bezowe stanowia
populacje odrebna od klasycznych adipocytéw brunatnych tworzacych brunatng tkanke
thuszczowa (BAT), chociaz po aktywacji moga wykazywaé zblizone wlasciwosci
termogeniczne (Harms & Seale, 2013). UCP1 uczestniczy w rozprzgganiu fosforylacji
oksydacyjnej, umozliwiajac rozpraszanie energii pochodzacej z utleniania substratow
metabolicznych w postaci ciepta. Iryzyna moze nasila¢ program termogeniczny adipocytow
WAT, zwigkszajac m.in. ekspresje¢ UCP1 1 innych genéw zwigzanych z termogeneza, co
prowadzi do zwigkszenia wydatku energetycznego 1 utleniania substratow metabolicznych

(Aladagiin., 2023; J. Qi 11in., 2022).

Rola iryzyny w homeostazie glukozy 1 metabolizmie weglowodanow zostata dobrze
udokumentowana. Badania wykazaty, ze hormon ten zwigksza wychwyt glukozy przez
migs$nie szkieletowe poprzez aktywacje transportera GLUT4, co prowadzi do obnizenia
poziomu cukru we krwi i poprawy insulinowrazliwosci. Ponadto, iryzyna redukuje
lipogeneze w hepatocytach 1 sprzyja utlenianiu kwasow ttuszczowych, co ma szczegdlne
znaczenie w kontekscie leczenia choréb metabolicznych, takich jak cukrzyca typu 2 oraz

niealkoholowe sttuszczenie watroby (Reddy i in., 2023).

Coraz wiecej danych wskazuje rdéwniez na neuroprotekcyjne wlasciwosci iryzyny.
Badania eksperymentalne wykazaty, ze iryzyna pochodzaca z krazenia moze dociera¢ do

osrodkowego uktadu nerwowego, a zwigkszenie jej obwodowego stezenia poprawiato
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funkcje poznawcze w zwierzecych modelach choroby Alzheimera (Islam 1 in., 2021; Xu i
in., 2023). Z dzialaniem FNDC5/iryzyny wiaze si¢ m.in. zwigkszenie ekspresji BDNF w
hipokampie, istotnego dla plastycznosci synaptycznej i funkcji poznawczych (Wrann 1 in.,
2013). W modelach choroby Alzheimera obnizenie ekspresji FNDC5/iryzyny wigzato si¢ z
zaburzeniami plastycznosci synaptycznej i pamigci, natomiast zwigkszenie jej dostgpnosci
cze$ciowo odwracato te zmiany (Lourenco i in., 2019). Neuroprotekcyjne dziatanie iryzyny
wigzano takze =z modulacja neurozapalenia, stresu oksydacyjnego, funkcji
mitochondrialnych oraz przezywalno$ci neuronoéw, dlatego jest ona rozpatrywana jako
potencjalny cel przysztych strategii terapeutycznych w chorobach neurologicznych (J.-Y. Qi
iin., 2022; Tang i in., 2023).

Dodatkowo, iryzyna wykazuje zdolno$¢ do wzmacniania bariery jelitowej, co jest
istotnym aspektem jej dziatania w kontek$cie zdrowia metabolicznego. Badania wykazaty,
ze hormon ten zwicksza synteze biatek potaczen $cistych w nablonku jelitowym, takich jak
klaudyna i1 okludyna, co ogranicza przepuszczalno$¢ bariery i chroni organizm przed
translokacja patogenow oraz toksyn do krwiobiegu (Pesce 1 in., 2020). Uszkodzenie bariery
jelitowej czesto towarzyszy stanom zapalnym oraz chorobom metabolicznym, a iryzyna
moze odgrywaé kluczowa rol¢ w przeciwdziataniu tym procesom poprzez stabilizacje

nabtonka i regulacj¢ funkcji komorek odpornosciowych w btonie §luzowej jelit.

Podsumowujac, iryzyna jest czasteczka o szerokim potencjale biologicznym, ktorej
dziatanie nie ogranicza si¢ do odpowiedzi mieg$ni na wysitek fizyczny. Uczestniczy w
regulacji metabolizmu glukozy 1 lipidow, homeostazy energetycznej, funkcji
mitochondrialnych, aktywnosci tkanki ttuszczowej, odpowiedzi zapalnej oraz komunikacji
miedzy migSniami a innymi narzagdami (Bostrom 1 in., 2012; Maak 1 in., 2021; Paoletti &
Coccurello, 2024). W tym ujeciu iryzyna moze by¢ rozpatrywana jako jeden z elementow
ogolnoustrojowej adaptacji tkanek, a jej znaczenie biologiczne nie sprowadza si¢ jedynie do
roli markera aktywnosci fizycznej. Ma to szczeg6lne znaczenie w okresie wzrostu, kiedy
rownoczesnie zachodza intensywne procesy modelowania ko$ci, dojrzewania migsni
szkieletowych 1 ksztaltowania ich wzajemnych zalezno$ci mechanicznych oraz
metabolicznych. Dlatego ocena wplywu egzogennej iryzyny na uklad mig$niowo-
szkieletowy mtodych zwierzat pozwala analizowaé jej potencjalng role w fizjologicznej
przebudowie rozwijajacych si¢ tkanek, bez sprowadzania jej znaczenia wylgcznie do

kontekstu wysitku fizycznego lub leczenia chorob.
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4.2. Charakterystyka wybranych kosci ukladu szkieletowego

Kos$¢ udowa (os femoris), zuchwa (mandibula) i kregi (vertebrae) reprezentuja
odmienne typy kosci pod wzglgdem anatomicznym i funkcjonalnym. Ko$¢ udowa jest
koscig dluga, przystosowang do przenoszenia obcigzen lokomotorycznych, natomiast
zuchwa 1 kregi nalezg do kosci nieregularnych, ktorych budowa odzwierciedla bardziej
ztozone funkcje mechaniczne i podporowe. Struktury te r6znig si¢ rowniez pochodzeniem
rozwojowym, charakterem dziatajacych obcigzen, udziatem tkanki korowej i beleczkowej
oraz zakresem adaptacji do czynnikow biochemicznych i mechanicznych. Z tego wzgledu
stanowig uzyteczny model do oceny czy dziatanie iryzyny na tkanke kostng ma charakter

uogoblniony, czy zalezy od lokalizacji anatomicznej i funkcji biomechanicznej danej kosci.
4.2.1. Zuchwa

Zuchwa, nalezaca do koéci twarzy, rozwija sic w obrebie pierwszego huku
gardtowego. Jej szkieletowe elementy powstaja glownie z mezenchymy pochodzenia
grzebienia nerwowego, a zasadnicza czg$¢ trzonu i galezi zuchwy kostnieje na drodze
kostnienia $rodbtoniastego. Odrdznia ja to od typowych kosci dlugich konczyn, ktore
wywodza si¢ z mezodermy plytki bocznej 1 rozwijaja si¢ gtéwnie przez kostnienie
srddchrzestne. Architektura Zuchwy jest przystosowana do przenoszenia sit generowanych
przez migsnie zucia, przede wszystkim migsien zwacz, migsien skroniowy oraz migsnie
skrzydtowe, ktore podczas aktu zucia wywoluja ztozone obcigzenia Sciskajace, zginajace,

skretne 1 §cinajace (Tani 1 in., 2020; Yuan & Chai, 2019).

Mikroarchitektura zuchwy wykazuje duza zawartos¢ istoty zbitej 1 wysoka gestosé
mineralng, szczegdlnie w obszarach wyrostka dziobiastego 1 trzonu, co umozliwia
przenoszenie znacznych obcigzen punktowych generowanych podczas
gryzienia i rozdrabniania pokarmu (Dong i in., 2024; M. Zhang 1 in., 2025). Ze wzgledu na
brak funkcji podporowej zwigzanej z przenoszeniem masy ciata, zuchwa podlega innym
warunkom mechanicznym niz kosci konczyn. Jej modelowanie 1 przebudowa sa
ksztaltowane przede wszystkim przez lokalne oddziatywania zwigzane z czynnoscig mig¢$ni
zucia, obecnos$cia zebow 1 przyzebia, erupcja zebow oraz wzrostem czesci twarzowej czaszki
(Buvinic 1 in., 2020; Huang 1 in., 2003; Riddle & Clemens, 2017). Jednocze$nie zuchwa,
podobnie jak inne elementy szkieletu, pozostaje pod wplywem ogdlnoustrojowych
regulatorow metabolizmu kostnego, w tym hormonow, cytokin i miokin. Jak podkresla

Marcé-Nogué, zuchwa pelni kluczowa role w przetwarzaniu pokarmu, poniewaz
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bezposrednio przenosi sity generowane przez migsnie zucia na pokarm za posrednictwem
zgbow, jest wiec nie tylko biernym elementem szkieletowym, ale aktywnym uczestnikiem
aktu odzywiania (Marcé-Nogué, 2020). Modele biomechaniczne pokazuja, ze jej budowa
wykazuje wyrazne przystosowania do rodzaju przyjmowanego pokarmu i charakterystyki
ugryzienia, co obserwuje si¢ zardwno na poziomie ksztaltu, jak i grubosci oraz
ukierunkowania beleczek kostnych. W przeciwienstwie do kosci konczyn, ktore sg silnie
zwigzane z obcigzeniami podporowymi i lokomotorycznymi, zuchwa jest przystosowana do
znoszenia lokalnych sit Zzucia, w tym obcigzen punktowych i momentéw zginajacych
dziatajacych zwlaszcza w okolicach wyrostka kiykciowego i trzonu. Dzigki temu mozliwe
jest efektywne przetwarzanie szerokiego spektrum typow pokarmu, od migkkiego po twardy,
co potwierdzajg badania poréwnawcze mig¢dzygatunkowe wykorzystujace analiz¢ metoda

elementow skonczonych (Marcé-Nogué, 2020).
4.2.2. Kos¢ udowa

W przeciwienstwie do zuchwy, kos¢ udowa reprezentuje klasyczny przyktad kosci
dlugiej nalezacej do szkieletu konczyn. Jej elementy szkieletowe wywodza sie
z mezenchymy mezodermy plytki bocznej, ktéra w obrebie zawigzka konczyny ulega
kondensacji i roznicowaniu w kierunku $rodchrzestnego modelu kosci. Dalszy rozwoj kosci
udowej przebiega przez kostnienie §rodchrzestne, w ktérym pierwotny model chrzestny jest
stopniowo mineralizowany i zastgpowany przez tkanke kostng. Ten sposob osteogenezy
umozliwia kontrolowany wzrost dtugosci i grubosci kosci w okresie rozwoju, co ma
kluczowe znaczenie w kontekscie adaptacji do rosngcych obcigzen biomechanicznych

(Marin-Llera 1 in., 2019).

Anatomicznie kos$ci dlugie sktadaja si¢ z dlugiego trzonu (diafizy) zbudowanego
gtownie z istoty zbitej (kompaktowej), oraz dwoch nasad (epifiz) o strukturze beleczkowate]
(gabczastej), ktore umozliwiajg efektywne amortyzowanie 1 redystrybucje sit dziatajagcych
podczas ruchu i obcigzania konczyny. Istota zbita zapewnia wytrzymato$¢ na zginanie
i skrecanie, natomiast struktura beleczkowa dziata jak rusztowanie adaptacyjne, ktorego
mikroarchitektura zmienia si¢ w odpowiedzi na sity dzialajace w obrebie stawow

biodrowego 1 kolanowego (Ferretti 1 in., 2001).

Procesy modelowania i przebudowy kosci dlugich sa zwigzane z lokalnym
srodowiskiem mechanicznym. Klasyczne prawo Wolffa zaktada, Ze ksztalt 1 struktura kos$ci

dostosowujg si¢ do dziatajacych na nie obcigzen, natomiast jego wspotczesnym
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rozwinigciem jest teoria mechanostatu Frosta. Zgodnie z ta koncepcja odpowiedz kosci
zalezy przede wszystkim od lokalnego poziomu odksztalcen mechanicznych oraz
przekroczenia progdéw prowadzacych do utrzymania, tworzenia lub resorpcji tkanki kostne;j
(Frost, 1994; Pearson & Lieberman, 2004). Miejscowo zwigkszone odksztalcenia mogg
nasila¢ aktywno$¢ ko$ciotworcza, prowadzac do pogrubienia warstwy korowej
i reorganizacji beleczek. Mechanotransdukcja, czyli proces, w ktérym komoérki kostne
reaguja na bodzce mechaniczne, zachodzi gtownie z udzialem osteocytow, ktére odbieraja
bodzce mechaniczne 1 przekazujg sygnaly regulujagce aktywnos$¢ osteoblastow

1 osteoklastow (Frost, 2004; Iordachescu i in., 2021).

Kos¢ udowa jako ko$¢ dtuga konczyny miednicznej, jest dobrym modelem do oceny
zalezno$ci miedzy wzrostem, geometrig, mikroarchitektura 1 wlasciwos$ciami
mechanicznymi szkieletu. Laczy rozbudowany trzon korowy, istotny dla odpornosci na
zginanie 1 skrgcanie, z przynasada zawierajaca ko$¢ beleczkowa, ktorej organizacja
odzwierciedla lokalne warunki obcigzenia w poblizu stawow. Dzieki temu umozliwia
roéwnoczesng ocen¢ parametroOw mineralizacji, struktury beleczkowej, geometrii przekroju
oraz odpowiedzi mechanicznej catej kosci (Colaianni i in., 2015; Liu i in., 2023; Polk i in.,

2000; Qiao i in., 2016; Sun i in., 2022).

U zwierzat czworonoznych, w tym u szczurdéw, ko$¢ udowa stanowi jeden z
gléwnych elementow konczyny miednicznej uczestniczacych w podporze ciala, lokomoc;ji
1 generowaniu sity napedowej. Podczas chodu, biegu 1 skoku przenosi obcigzenia osiowe,
zginajace 1 skretne, wynikajace z kontaktu konczyny z podtozem oraz z dziatania migséni
obrgczy miednicznej i uda. W okresie wzrostu ko$¢ ta podlega intensywnemu wydtuzaniu,
modelowaniu trzonu oraz przebudowie czesci przynasadowej, dzigki czemu jej geometria
1 mikroarchitektura sg dostosowywane do narastajgcych obcigzen mechanicznych. Trzon
kosci udowej, zbudowany gtownie z kosci korowej, warunkuje odporno$¢ na zginanie
1 skrecanie, natomiast nasady i przynasady, bogate w ko$¢ beleczkowa, uczestnicza w
rozpraszaniu obcigzen przenoszonych przez stawy biodrowy i1 kolanowy. Z tego wzgledu
ko$¢ udowa jest czgsto wykorzystywana jako model kosci diugiej w badaniach nad
wzrostem, mineralizacja, mikroarchitekturg i wlasciwo$ciami mechanicznymi szkieletu

u gryzoni (Monsees 1 in., 2022; Polk i in., 2000; Turner, 2006).

13



Egzogenna iryzyna jako modulator rozwoju uktadu migsniowo-szkieletowego w okresie dojrzewania

4.23. Kregi

Kregi jako element szkieletu osiowego wykazuja znaczace réznice morfologiczne
1 funkcjonalne wzgledem kosci konczyn czy zuchwy, co wynika zarowno z ich budowy, jak
1 pelnionej roli biomechanicznej. Sg one zbudowane w przewazajgcej mierze z istoty
gabczastej, ktora wypeia trzon krggu i otoczona jest cienka warstwa istoty zbitej (korowej),
petniacej funkcje ochronng i stabilizujaca (Sievdnen, 2000). Taka organizacja zapewnia
kompromis miedzy wytrzymato$cia a elastycznos$cia, cechy niezbedne do przenoszenia

1 thumienia ztozonych sit dziatajacych na kregostup.

W odrdznieniu od ko$ci dlugich konczyn, w ktérych obcigzenia sa wzglednie
jednorodne (np. gtdéwnie osiowe i liniowe), kregostup narazony jest na sity kompresyjne,
Scinajace, skretne oraz zginajace, ktére dziataja w zmiennych wektorach w zaleznos$ci od
pozycji ciata, chodu, ruchéw ogona czy interakcji z otaczajacg muskulaturg (Adams &
Dolan, 2005; Panjabi & White, 1980). Co wigcej, sposob rozchodzenia si¢ sit
mechanicznych w obregbie kregdw moze znaczaco rdzni¢ si¢ miedzy segmentami, np. kregi
piersiowe, uczestniczace w podparciu klatki piersiowej, sg bardziej odporne na zginanie,
podczas gdy kregi ledzwiowe musza znosi¢ znaczne sitly kompresyjne zwigzane

z podparciem tutowia i ruchem konczyn (Yavropoulou & Yovos, 2016).

Pod wzgledem rozwoju embriologicznego, krggi pochodza z komoérek sklerotomow
somitow mezodermy przyosiowej, a ich mineralizacja przebiega w drodze kostnienia
srodchrzestnego, podobnie jak w kosciach dtugich (Fleming 1 in., 2015). Jednakze, z uwagi
na unikalne warunki obcigzenia oraz ograniczong ekspozycje na intensywne bodzce
mechaniczne generowane przez ci¢zar ciata (w poréwnaniu z ko$cig ramienng czy udowa),
tempo remodelingu i mineralizacji kregéw jest nizsze, a ich odpowiedz adaptacyjna mnie;j
dynamiczna (Clarke, 2008; lordachescu 1 in., 2021; Warner i1 in., 2006). W badaniach
wykazano, ze krggi sa mniej wrazliwe na zmiany obcigzenia mechanicznego niz kos$ci
konczyn, co moze mie¢ zwigzek z roznicami w aktywnosci osteocytow i1 gesto$ci naczyn

krwionos$nych (Christiansen & Bouxsein, 2010).

Znaczaca cecha wyrdzniajacg kregi jest rdwniez ich segmentacja i modularna
budowa, pozwalajgca na elastyczne przenoszenie sil i kompensacj¢ ruchow catego tutowia.
Dzigki temu kregostup zachowuje sztywno$¢ niezbedna do ochrony rdzenia krggowego,
przy jednoczesnym umozliwieniu zakresu ruchu dostosowanego do potrzeb

lokomotorycznych danego gatunku. W zwierzetach czworonoznych takich jak szczury, kregi
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piersiowo-lgdzwiowe s3 szczegdlnie narazone na przecigzenia, co sprawia, ze stanowia
istotny punkt odniesienia przy badaniu remodelingu kostnego i dzialania czynnikow

anabolicznych, takich jak miokiny (Lelard 1 in., 2006; Smit, 2002).

Pomimo rosngcej liczby danych wskazujacych na osteoanaboliczny potencjat
iryzyny, nadal brakuje wystarczajacych badan bezposrednio oceniajacych jej wptyw na
tkanke kostng kregéw. Dostepne obserwacje kliniczne sugeruja jednak, ze iryzyna moze
pozostawa¢ w zwigzku z parametrami kostnymi uktadu osiowego, poniewaz wykazano
dodatniag zalezno$¢ pomiedzy jej stezeniem a gestoscig mineralng kosci, a nizsze stezenia
iryzyny wigzano rowniez z obecno$cig ztaman osteoporotycznych kregow. Wskazuje to, ze
tkanka kostna kregéw moze stanowi¢ istotny cel dziatania iryzyny, cho¢ mechanizmy tego
oddziatywania wymagaja dalszych badan (Anastasilakis i in., 2014; Colaianni 1 in., 2021).
Oznacza to, ze efekty tej miokiny mogg by¢ regionowo specyficzne, co uzasadnia potrzebe
badan poréwnawczych w réznych lokalizacjach anatomicznych, takich jak zuchwa, kregi

1 kosci konczyn.
4.3. Wplyw iryzyny na uklad kostny

W kontekscie uktadu kostnego iryzyna byla poczatkowo opisywana gldwnie jako
czynnik o dziataniu proosteogennym. W badaniach doswiadczalnych wykazano, ze moze
zwigksza¢ aktywno$¢ osteoblastow, nasila¢ ekspresj¢ markerow osteogenezy, takich jak
Runx2, ALP i osteokalcyna, oraz sprzyja¢ mineralizacji macierzy kostnej (Colaianni i in.,
2015; Qiao 1 in., 2016; Xue 1 in., 2022). Opisywano rowniez jej wptyw na szlaki sygnatowe
zalezne od integryn aV, ktore uczestniczag w przekazywaniu sygnatu iryzynowego w
komorkach tkanki kostnej (H. Kim 1 in., 2018), a w badaniach na modelach zwierzgcych
wykazano, Ze iryzyna poprawia gestos¢ mineralng i mikroarchitekture kosci dlugich, w tym
udowej, czego wyrazem byl m.in. wzrost ekspresji markeréw rdéznicowania
osteoblastycznego, takich jak Runx2, ALP 1 osteokalcyna, obserwowany na poziomie
mRNA i/lub biatka w zaleznos$ci od zastosowanego modelu eksperymentalnego (Kan 1 in.,

2022; Kornel i in., 2021; Sun i in., 2022).

Dzialanie to wydaje si¢ silniejsze w strukturach intensywnie obcigzanych
mechanicznie, co moze wynika¢ z synergii miedzy sygnatami biomechanicznymi
a aktywnos$cig miokin. W przypadku Zzuchwy, ktora nie podlega wptywowi grawitacyjnemu
w takim samym stopniu jak konczyny dolne, mechanizmy odpowiedzi na iryzyne moga

rozni¢ si¢ jakosciowo i ilosciowo. Badania nad wplywem obcigzenia mechanicznego na
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zuchwe wskazuja, Ze sity Zucia, a nie masa ciata, sg gldownym czynnikiem remodelujagcym
jej strukture (Inou i in., 1996). To sugeruje, ze iryzyna moze dziata¢ tutaj bardziej poprzez
wplyw na miegs$nie zucia i ich interakcje z koscig, niz przez systemowe mechanizmy
aktywacji kostnej obserwowane w kosciach dtugich. Dlatego w zuchwie, mimo ze iryzyna
rowniez zwigksza aktywnos$¢ osteoblastow, efekty sa mniej wyrazne i ograniczone gléwnie
do obszaré6w o wysokim napi¢ciu mi¢sniowym (Dong i in., 2024; M. Zhang i in., 2025).
Podobnie w kregach obserwowano ochronny wplyw iryzyny na strukture beleczkowaty,
wyrazajacy si¢ ograniczeniem utraty masy kostnej 1 poprawa parametréw
wytrzymato$ciowych, co wskazuje, ze dziatanie tej miokiny obejmuje réwniez ko$ci
szkieletu osiowego (Storlino i in., 2023). Réznice te wynikaja takze z tempa remodelingu,
najwyzsze obserwuje si¢ w koSciach dtugich, gdzie cykle przebudowy sa intensywne,
natomiast w zuchwie i1 kregach tempo to jest nizsze, co moze wplywa¢ na opdzniong
odpowiedz na czynniki endokrynne. Co wiecej, badania poréwnawcze wskazuja, ze kosci
rozwijajace si¢ na drodze kostnienia $rodbtoniastego i $srdédchrzgstnego roznig si¢ pod
wzgledem pochodzenia komodrkowego, organizacji tkankowej oraz regulacji szlakow
sygnatowych zaangazowanych w osteogenezg, co moze stanowi¢ podloze ich odmienne;j

reaktywnosci biologicznej na czynniki regulacyjne (Galea i in., 2021; Shah i in., 2021).

Jednoczes$nie dzialanie iryzyny w kos$ci nie powinno by¢ traktowane jako wylacznie
osteoanaboliczne. Dostgpne dane wskazuja, ze jej efekt zalezy od dawki, czasu ekspozycji,
wieku zwierzat, lokalizacji anatomicznej oraz stanu metabolicznego 1 mechanicznego
szkieletu (Maak 11n., 2021). Iryzyna moze wptywac nie tylko na osteoblasty, ale rowniez na
osteocyty 1 osteoklasty. Estell 1 in. wykazali, Ze iryzyna moze bezpo$rednio stymulowaé
osteoklastogeneze 1 resorpcj¢ kosci, a wymuszona ekspresja jej prekursora, FNDCS5, byla
zwigzana z nizsza masg kostng u myszy (Estell i in., 2020). Oznacza to, ze iryzyna moze
uczestniczy¢ w regulacji remodelingu kostnego w sposéb dwukierunkowy, a jej koncowy

efekt zalezy od rownowagi migdzy tworzeniem i resorpcja tkanki kostne;.

Z tego wzgledu wyniki badan nad iryzyng w uktadzie kostnym nalezy interpretowac
w konteks$cie badanego modelu. W czgsci doswiadczen, zwlaszcza w modelach utraty masy
kostnej, odcigzenia lub osteoporozy, iryzyna wykazywala dziatanie ochronne i sprzyjala
poprawie wybranych parametrow kosci (Colaianni i in., 2017; Luo i in., 2020; Storlino 1 in.,
2023). Nie wyklucza to jednak odmiennej odpowiedzi w szkielecie mtodych, intensywnie
rosngcych zwierzat, u ktorych rownoczes$nie zachodzg procesy modelowania, mineralizacji,

przebudowy kosci beleczkowej 1 dojrzewania wtasciwosci mechanicznych. Dlatego ocena
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wplywu egzogennej iryzyny wymaga uwzglednienia nie tylko parametréw mineralizacji

1 osteogenezy, ale rowniez potencjalnych zmian mikroarchitektury i resorpcji.

Podsumowujac, ko$¢ udowa, zuchwa i krggi stanowig trzy odmienne lokalizacje
szkieletowe, ktore roznig si¢ pochodzeniem rozwojowym, budowa anatomiczng, udzialem
struktury korowej i beleczkowej oraz charakterem dzialajacych obcigzen mechanicznych.
Kos$¢ udowa jako kos¢ dhuga konczyny, rozwija si¢ z mezodermy plytki bocznej, powstaje
na drodze kostnienia $rodchrzgstnego i jest przystosowana do przenoszenia obcigzen
lokomotorycznych oraz grawitacyjnych. Zuchwa jako ko$é nieregularna trzewioczaszki
pochodzenia grzebienia nerwowego, kostnieje gtownie Srodbloniasto i podlega przede
wszystkim lokalnym sitom generowanym przez mig$nie zucia. Kregi, réwniez zaliczane do
kos$ci nieregularnych, wywodzg si¢ ze sklerotomdéw mezodermy przyosiowej, rozwijaja si¢
przez kostnienie §rodchrzgstne i pelnig funkcje elementow szkieletu osiowego narazonych
na ztozone obcigzenia kompresyjne, zginajace i skretne. Takie zestawienie pozwala ocenic,
czy wplyw iryzyny na tkanke¢ kostng u rozwijajacych si¢ osobnikdéw ma charakter
ogolnoustrojowy, czy zalezy od pochodzenia, architektury i funkcji biomechanicznej

analizowanej kosci.
4.4. MieSnie - budowa i roznicowanie wldokien mi¢Sniowych
4.4.1. Klasyfikacja wlokien mieSniowych

Migénie szkieletowe, bedace podstawowym elementem aparatu ruchu, odgrywaja
kluczowa role¢ w generowaniu sity mechanicznej, utrzymaniu postawy oraz wykonywaniu
ruchéw dowolnych. Zbudowane sg z rownolegle utozonych wtokien migsniowych (komorek
mieg$niowych), ktore otoczone sg blong podstawowa, a nastepnie tacza si¢ w peczki otoczone
omiegsng, tworzac catosSciowa struktur¢ migsnia otoczonego namigsng. W obrebie
pojedynczego widkna obecne sg liczne jadra komorkowe potozone obwodowo, a takze
aparat kurczliwy zbudowany z sarkomeréw, jednostek funkcjonalnych mig$nia,

sktadajacych sie¢ z filamentéw aktynowych 1 miozynowych (Verdijk 1 in., 2007).

Histologicznie mig$nie szkieletowe rdznig si¢ udziatem widkien o odmiennych
wlasciwosciach kurczliwych 1 metabolicznych, klasyfikowanych przede wszystkim na
podstawie ekspresji izoform ci¢zkich lancuchéw miozyny (MyHC) oraz aktywnos$ci
enzymatycznej. W uproszczonym ujgciu wyrdznia si¢ widkna typu I, o wolnym

1 oksydacyjnym profilu, oraz widkna szybkie typu II, obejmujace podtypy Ila, IIx/IId i IIb,
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réznigce si¢ szybko$cig skurczu, potencjatem oksydacyjnym i glikolitycznym oraz
odporno$cig na zmgczenie (Bottinelli & Reggiani, 2000; Schiaffino & Reggiani, 2011).
Granice migdzy tymi kategoriami nie zawsze sg ostre, poniewaz w mi¢sniach ssakow
wystepuja rowniez wtokna hybrydowe, wspotwyrazajace wigcej niz jedng izoforme MyHC,
szczegolnie w obrebie podtypow szybkich IIx/IId i IIb (Pette & Staron, 2000; M. Y. Zhang
iin., 2010)

Wiokna typu I wykazuja najwolniejsze tempo skurczu, co wynika z obecnosci
wolnych izoform MyHC (gléwnie MyHC-I), dtugiego czasu trwania cyklu skracania oraz
niskiej aktywno$ci ATP-azy miozynowej. Ich metabolizm opiera si¢ gtownie na fosforylacji
oksydacyjnej w mitochondriach, co skutkuje wysoka odpornoscia na zmgczenie. Wtokna te
s silnie unaczynione i zawieraja duzg ilos¢ mioglobiny, co nadaje im ciemnoczerwong
barwe. Ich gléwna funkcjg jest podtrzymywanie dlugotrwatej, niskointensywnej
aktywnosci, jak np. utrzymanie postawy ciata czy kontrola pozycji gtowy i tutowia (Scott

1in., 2001; Trovato i in., 2016).

Widkna typu Ila stanowig funkcjonalny kompromis miedzy szybko$cig
a wytrzymatosécig. Charakteryzuja si¢ obecno$cig szybszych izoform MyHC-Ila,
umiarkowang aktywnos$cig ATP-azy 1 zdolno$cig do wykorzystywania zaréwno glukozy, jak
1 produktow przemian tluszczowych w procesach energetycznych. Dysponuja znaczng
liczbg mitochondridw 1 sg lepiej unaczynione niz widkna IIb, lecz stabiej niz typ 1. Dzigki
temu umozliwiajg szybkie i relatywnie dlugotrwate skurcze, np. podczas aktywnosci
wymagajacej zmiennej intensywnosci, takich jak bieganie czy dynamiczne ruchy konczyn

(H&maildinen & Pette, 1993).

Widkna typu IIb wykazuja najwyzsza predkos¢ skurczu i najwigksza site skurczowa
spos$rod wszystkich typow wildkien, jednak ich aktywnos$¢ energetyczna opiera si¢ niemal
wylacznie na glikolizie beztlenowej, co ogranicza ich odpornos$¢ na zmegczenie. Sg ubogie w
mitochondria i kapilary, ale zawierajg duza ilos¢ enzymow glikolitycznych, takich jak kinaza
kreatynowa czy dehydrogenaza mleczanowa. Ich obecno$¢ dominuje w mie$niach
wykonujacych krotkotrwate, maksymalnie intensywne wysitki, np. w mig$niu trojglowym

ramienia podczas podnoszenia ci¢zaru (Eggers 1 in., 2021; Schiaffino & Reggiani, 2011).

Widkna typu IIx, okreslane u gryzoni réowniez jako IIx/Ild, nalezg do wtokien
szybkokurczliwych o wlasciwosciach posrednich migdzy typem Ila a IIb. Charakteryzuja si¢

duza szybkoscig skurczu, mniejszym potencjatem oksydacyjnym niz widkna Ila, ale
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wiekszym niz typowe wtokna IIb, oraz znaczng zdolnos$cig do generowania sity w krotkim
czasie. W mig$niach ssakéw widkna IIx/I1d moga wystepowaé jako odrgbna populacja lub
jako widkna hybrydowe wspdtwyrazajace izoformy MyHC typowe dla wtokien IIx/IId i IIb.
Ich obecnos¢ odzwierciedla ciagly charakter zréznicowania witokien szybkich oraz
plastycznos$¢ fenotypu migsniowego w odpowiedzi na bodzce czynnosciowe i metaboliczne

(Pette & Staron, 2000; Schiaffino & Reggiani, 2011; M. Y. Zhang i in., 2010).

Fenotyp witokien migsniowych jest ksztattowany zarowno przez mechanizmy
genetyczne, jak i1 przez czynniki zewnetrzne, w tym wzorzec aktywnos$ci nerwowo-
migsniowej, obcigzenie mechaniczne, aktywno$¢ fizyczng oraz sygnaly hormonalne.
Ekspresja okreslonych izoform MyHC stanowi jeden z podstawowych wyznacznikow
wiasciwosci kurczliwych widkna i moze ulega¢ zmianom w odpowiedzi na zmieniajace si¢
wymagania funkcjonalne. Zwigckszona i dlugotrwata aktywno$¢ nerwowo-mig$niowa oraz
obcigzenie moga sprzyja¢ transformacji witokien w kierunku wolniejszego i bardziej
odpornego na zmeczenie fenotypu. U gryzoni zmiany te moga przebiega¢ zgodnie
z sekwencja MyHC-IIb — MyHC-IIx/d — MyHC-IIa, a w okre§lonych warunkach réwniez
w kierunku MyHC-I (Eggers i in., 2021; Himaildinen & Pette, 1993; Mukund &
Subramaniam, 2020). Z kolei zmniejszenie aktywnos$ci nerwowo-migsniowej lub odcigzenie
migsnia moze sprzyja¢ transformacjom w przeciwnym, szybkokurczliwym kierunku.
Zjawisko to, okreslane jako ,.fiber-type switching”, stanowi jeden z przejawdéw znacznej
plastycznosci miegsni szkieletowych, umozliwiajacej dostosowanie ich wlasciwosci
kurczliwych 1 metabolicznych do dlugotrwatych zmian obcigzenia 1 aktywnosci. Proces ten
jest szczegblnie widoczny podczas dlugotrwatego treningu wytrzymatoSciowego
(przeksztalcanie IIb — Ila — I) lub w warunkach odnerwienia i unieruchomienia (I — Ila

— IIb) (Pette & Staron, 2000; Talbot & Maves, 2016).

Funkcjonalne znaczenie typéw widkien znajduje odzwierciedlenie w architekturze
migsni i ich przeznaczeniu. Migénie statyczne, takie jak migsien plaszczkowaty, zawieraja
przewage wildkien typu I, co umozliwia ich dlugotrwate napigcie przy minimalnym zuzyciu
energii. Z kolei mig$nie dynamiczne, np. migsien dwugltowy uda, charakteryzujg si¢ wieksza
zawarto$cig wtokien szybkich, umozliwiajacych generowanie duzej sity w krotkim czasie

(Scott11in., 2001).
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4.4.2. Miesien zwacz

Migsien zwacz (m. masseter) nalezy do podstawowych migsni zucia i petni kluczowsa
role w generowaniu sity zamykania jamy ustnej oraz w stabilizacji zuchwy podczas aktu
gryzienia 1 rozdrabniania pokarmu. Nie jest on jednak mig¢sniem jednorodnym ani pod
wzgledem budowy, ani funkcji. Badania morfologiczne i immunohistochemiczne wykazaty,
ze u szczura zwacz cechuje si¢ wyrazng heterogenicznoscia regionalng, obejmujaca zar6wno
sktad wiokien miesniowych, jak i ich pole przekroju poprzecznego, cze$¢ powierzchowna
dominuje we widkna szybkokurczliwe, natomiast czgs¢ gleboka zawiera wigkszy udziat
wilokien wolnych 1 oksydacyjnych, co umozliwia utrzymywanie dlugotrwatej aktywnosci
podczas zucia (Kawai i in., 2009). W obrebie tego samego mig$nia wspoélistniejg widkna
o zréznicowanym fenotypie kurczliwym 1 metabolicznym, przy czym w wigkszos$ci
analizowanych regionow dominuja widkna szybkie typu Ila i [Ix, natomiast widkna typu I sa

nieliczne lub nieobecne w zwaczu szczura (Sano i in., 2007; Tanaka i in., 2008).

Adaptacyjnos¢ zwacza zostata dobrze udokumentowana, zmiany konsystencji diety
czy dlugotrwate obcigzenia mechaniczne wplywaja na proporcje wiokien, ich $rednice
1 aktywno$¢ enzymatyczng, Swiadczac o wysokiej plastycznosci tego migsnia (Bresin 1 in.,
2000; Sciote 1 in., 2012). W czgséci powierzchownej migs$nia wykazano szczegolnie wysoka
wrazliwo$¢ na zmiang¢ obcigzen czynnosciowych: u zwierzat karmionych twarda dietg
(pokarm wymagajacy intensywnego gryzienia i rozdrabniania) wtokna typu Ila stanowity
okoto 23,3%, podczas gdy przy diecie migkkiej (pokarm rozdrobniony lub zmigkczony,
ktorego pobieranie wymagato mniejszej aktywnos$ci migéni zucia) ich udziat spadat do okoto
4,2%, czemu towarzyszyt wzrost udziatu wtokien typu IIb. Dane te wskazuja, ze czes$¢
powierzchowna zwacza ma wyraznie szybki charakter i fatwo ulega adaptacji w kierunku
bardziej glikolitycznego fenotypu przy zmniejszeniu obcigzenia mechanicznego.
Jednocze$nie badania regionalne wykazaly, ze w rdéznych czegsSciach zwacza proporcje
widkien Ila, IIx 1 IIb nie sg jednakowe, a najwiekszy udziat widkien typu IIb obserwowano
w cze$ci tylno-bocznej warstwy glebokiej (Kawai i in., 2009, 2010). Taka organizacja
potwierdza, ze zwacz funkcjonuje jako migsien skompartmentalizowany, w ktorym
poszczegdlne regiony sg wyspecjalizowane do odmiennych zadan biomechanicznych, od
generowania duzej sity zwarcia po stabilizacje potozenia zuchwy podczas diugotrwalej

aktywno$ci zuciowe;.
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4.4.3. Migsien trojglowy lydki

Migsien trojgtowy tydki (m. triceps surae) stanowi glowny zespdt migsniowy
odpowiedzialny za generowanie sity napedowej konczyny tylnej u szczura i odgrywa
zasadnicza role w lokomocji, wybiciu, stabilizacji postawy oraz kontroli stawu skokowego.
Kompleks ten obejmuje migsien plaszczkowaty (m. soleus) oraz dwie glowy migsnia
brzuchatego tydki (m. gastrocnemius), ktére rdznig si¢ zardwno architektura, jak i sktadem
wiokien migsniowych. Migsien ptaszczkowaty ma charakter wyraznie posturalny i zawiera
przewage widkien wolnokurczliwych typu I; u szczura ich udziat wynosi okoto 84-86%, co
wigze si¢ z duza odpornoscig na zmeczenie i zdolnoscig do dlugotrwalego utrzymywania
napigcia. Odmienny profil wykazuje migsien brzuchaty tydki, w ktorym dominuja widkna
szybkie, szczegblnie typu IIb i1 IIx, umozliwiajace generowanie krotkotrwatych, silnych
1 dynamicznych skurczéw niezbednych do napedu konczyny. W ujeciu catego zespotu
trojgtowego tydki wiokna typu IIb stanowiag okolo 71% calkowitej masy wtokien, widkna
typu IIx okoto 18%, widkna typu Ila okoto 5%, a wtokna typu I okoto 6%, co wskazuje na
przewage fenotypu szybkiego przy rownoczesnym zachowaniu komponentu
wytrzymato$ciowego. Taka organizacja sprawia, ze migsien trojglowy tydki laczy cechy
migsnia napgedowego 1 posturalnego, a jego poszczegdlne czesci sa wyspecjalizowane do
odmiennych zadan biomechanicznych (Delp & Duan, 1996; Eng i in., 2008; Myatt i in.,
2011). Zroznicowanie to ma rowniez charakter adaptacyjny. Wykazano, ze trening
wytrzymalo§ciowy sprzyja przesuni¢ciu fenotypu w kierunku wiekszego udzialu widkien
oksydacyjnych, natomiast odcigzenie, unieruchomienie lub ograniczenie aktywnos$ci
prowadza do zmian w kierunku bardziej glikolitycznym (Roy 1 in., 1991). Wiasnie ta
wyrazna wrazliwo$¢ na bodzce mechaniczne 1 metaboliczne sprawia, ze migsien trojgtowy
tydki stanowi wuzyteczny model do badania przebudowy migsnia szkieletowego

w odpowiedzi na czynniki ogdlnoustrojowe 1 lokalne.
4.4.4. MieSnie jezyka

Migsnie jezyka stanowig szczegllny przyktad miesni szkieletowych o bardzo
ztozonej] organizacji czynnosciowej, poniewaz uczestniczag zarOwno w ruchach
precyzyjnych, wymagajacych wysokiej koordynacji, jak i w czynno$ciach generujacych
istotne obcigzenia mechaniczne, takich jak pobieranie i transport pokarmu, potykanie,
eksploracja jamy ustnej oraz udzial w utrzymaniu droznosci goérnych drég oddechowych

(Kajee 1 in., 2013; Stal 1 in., 2003). Z tego wzgledu jezyk nie jest strukturg jednorodng ani
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pod wzgledem anatomicznym, ani histochemicznym. Zaréwno u ssakéw ogoélnie, jak i u
szczura, w migsniach jezyka wystepuja klasyczne fenotypy wiokien migsniowych
definiowane przez ekspresje¢ izoform ci¢zkich fancuchdéw miozyny, obejmujace wtokna typu
I, widkna szybkie typu Ila, IIx oraz IIb (Sokoloff, 2000). Dodatkowo, zwtlaszcza
u osobnikéw milodych lub w warunkach przebudowy czynno$ciowej, moga wystepowac
wlokna hybrydowe, wykazujace jednoczesng ekspresje wigcej niz jednej izoformy MyHC,
najczesciej Ila/llx lub IIx/IIb, a takze §ladowa obecno$¢ rozwojowych izoform miozyny.
Taka heterogennos¢ wskazuje, ze jezyk jest narzadem o duzej plastycznosci strukturalnej

i czynno$ciowej (Rahnert i in., 2010).

W ujeciu ogbdlnym jezyk szczura nalezy uznaé za migsien z wyrazng przewaga
fenotypu szybkiego. Analiza ekspresji mRNA izoform miozyny w trzonie jezyka (corpus
linguae) wykazala, ze u szczura transkrypty odpowiadajace szybkim izoformom MyHC-IIb
1 MyHC-IIx stanowig tacznie okoto 98% catkowitej ekspresji MHC, co wskazuje, ze narzad
ten jest molekularnie zdominowany przez szybkie programy kurczliwe. Nalezy jednak
podkresli¢, ze dane uzyskane metoda qPCR odnosza si¢ do catkowitej puli transkryptow
w tkance, a wiec nie moga by¢ bezposrednio utozsamiane z doktadnym odsetkiem
poszczego6lnych widkien ocenianych histologicznie. Niemniej stanowig one bardzo mocny
argument przemawiajacy za tym, ze u szczura jezyk, jako calo$¢, ma zasadniczo charakter

szybkokurczliwy, z dominacja fenotypow IIx i IIb (Rahnert i in., 2010).

Jednoczesnie sktad wildkien mig$niowych w obrebie jezyka nie jest jednorodny
1 zalezy zardwno od analizowanego migsnia, jak i od regionu narzadu. Mig§nie wewngtrzne
jezyka, do ktorych naleza migsien podtuzny goérny (m. longitudinalis superior), migsien
podtuzny dolny (m. longitudinalis inferior), migsien poprzeczny jezyka (m. transversus
linguae) oraz migsien pionowy jezyka (m. verticalis linguae), odpowiadaja przede
wszystkim za zmiane ksztaltu jezyka, natomiast mig$nie zewngtrzne, w tym migsien
brodkowo-jezykowy (genioglossus), gnykowo-jezykowy (hyoglossus) i rylcowo-jezykowy
(styloglossus), uczestniczg gtownie w przemieszczaniu jezyka jako catosci (Bailey 1 in.,

2006; Dotiwala & Samra, 2026; Mu & Sanders, 2010).

Badania przeprowadzone na szczurach wykazaty, ze poszczegodlne migénie jezyka
ro6znig si¢ wyraznie profilem widkien mig§niowych, co pozostaje w §cistym zwigzku z ich
funkcja. W migsniu podtuznym gornym stwierdzono okoto 13% widkien typu 1, 33%
wiokien typu Ila oraz 54% widkien typu IIx i/lub IIb. Dla migénia podtuznego dolnego

22



Egzogenna iryzyna jako modulator rozwoju uktadu migsniowo-szkieletowego w okresie dojrzewania

wartos$ci te wynosity odpowiednio 0% dla witokien typu I, 43% dla widkien typu Ila oraz
55% dla widkien typu IIx i/lub IIb. W migéniu poprzecznym jezyka wykazano okoto 17%
wlokien typu I, 35% wildkien typu Ila oraz 47% widkien typu IIx i/lub IIb, natomiast
w migsniu brédkowo-jezykowym stwierdzono okoto 24% witodkien typu I, 41% wiokien typu
ITa oraz 37% widkien typu IIx i/lub IIb. Dane te wskazuja, ze migsnie wewnetrzne jezyka,
zwlaszcza migsien podtuzny gdérny i migsien podtuzny dolny, charakteryzuja si¢ przewaga
szybkich wtokien typu IIx/IIb, co odpowiada ich roli w szybkim 1 precyzyjnym
modelowaniu ksztattu jezyka. Z kolei migsien brodkowo-jezykowy wykazuje bardziej
oksydacyjny profil, z wigkszym udziatem wtokien typu I i Ila, co wigze si¢ z jego wigksza
odporno$cia na zmeczenie i udziatem w protruzji jezyka oraz utrzymaniu droznos$ci gérnych

drog oddechowych (Brozanski i in., 1993; Fogarty & Sieck, 2021).

Wyniki badan czynno$ciowych potwierdzaja to zréznicowanie fenotypowe. Migsnie
podtuzne, w tym migsien podluzny gorny, generuja wysoka maksymalng sit¢ swoista, ale
jednoczes$nie wykazuja wigksza podatno$¢ na zmeczenie niz migsien brodkowo-jezykowy.
Wybdr migsnia podtuznego gornego do niniejszego badania jest zatem uzasadniony jego
istotng rolg w ksztattowaniu ruchow jezyka, znaczeniem funkcjonalnym w obrgbie migéni
wewnetrznych oraz przewaga szybkich wiokien mig$niowych, ktora moze sprzyjaé
uchwyceniu zmian fenotypowych i metabolicznych indukowanych dziataniem iryzyny.
Migsien ten stanowi dobry model do oceny potencjalnego wptywu badanego czynnika na
strukture widkien migsniowych w narzadzie o wysokiej plastyczno$ci czynnos$ciowe]

1 duzym zréznicowaniu histofizjologicznym.
4.5. Miokiny - charakterystyka i mechanizmy dzialania

Miokiny to biatka i peptydy wydzielane przez migénie szkieletowe w odpowiedzi na
skurcz 1 aktywno$¢ fizyczng, ktore funkcjonujg jako czynniki sygnatlowe o dziataniu
autokrynnym, parakrynnym 1 endokrynnym. Koncepcja migsnia jako narzadu
endokrynnego, zaproponowana przez Pedersena i Febbraio, calkowicie zmienita
postrzeganie fizjologii migéni. Wykazano, ze skurcz mig$niowy prowadzi do wydzielania
wielu bioaktywnych czasteczek, ktore nie tylko regulujg procesy wewnatrz samego mig¢snia,
lecz takze wplywaja na metabolizm innych tkanek, takich jak kosSci, tkanka tluszczowa,

watroba czy mdzg (Das i in., 2020; Hoffmann & Weigert, 2017; Pedersen & Febbraio, 2008).

Do najlepiej poznanych miokin zalicza si¢ IL-6, IL-15, miostatyng, BDNF (brain-
derived neurotrophic factor) oraz iryzyn¢. Kazda z nich pelni odrebng funkcje: IL-6
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uczestniczy w regulacji metabolizmu glukozy i lipidéw oraz w odpowiedzi zapalnej; IL-15
wigze si¢ z regulacjag masy mig¢$niowej i tkanki ttuszczowej; miostatyna dziata hamujaco na
wzrost migsni, stanowigc czynnik kataboliczny; natomiast BDNF oraz iryzyna taczg uktad
miegsniowy z funkcjg osrodkowego uktadu nerwowego i metabolizmem energetycznym (Das

iin., 2020; Hoffmann & Weigert, 2017; Pedersen, 2013).

Mechanizmy dzialania miokin obejmuja aktywacje specyficznych receptorow
btonowych i wewnatrzkomérkowych szlakow sygnatowych. IL-6, oddziatujac poprzez
receptor gpl130, aktywuje szlak JAK/STAT3, co prowadzi do zwickszonego wychwytu
glukozy przez migénie i mobilizacji lipidow z tkanki tluszczowej (Carey i in., 2006). IL-15
wiaze si¢ z receptorem IL-15Ra 1 aktywuje szlak PI3K/Akt, sprzyjajac anabolizmowi
mig$niowemu oraz regulacji adipogenezy (Quinn i in., 2009). Z kolei miostatyna, nalezaca
do rodziny TGF-B, poprzez receptory ActRIIB i aktywacje Smad2/3 hamuje proliferacje
mioblastow 1 indukuje procesy degradacji bialek (McPherron i in., 1997).

W kontekscie interakcji miedzy mi¢éniami a innymi narzadami szczeg6lng uwage
zwraca si¢ na komunikacje migsien-kos¢. Wydzielane w trakcie aktywno$ci fizycznej
miokiny oddziatlujg na osteoblasty i osteoklasty, regulujac procesy formowania i resorpcji
ko$ci. Przyktadem jest IL-6, ktora w zalezno$ci od warunkoéw moze dziala¢ pro- lub
antyresorpcyjnie, oraz iryzyna, ktora wykazuje efekt osteoanaboliczny, nasilajac ekspresje

markerow osteoblastycznych i mineralizacje¢ (Colaianni 1 in., 2015).

Iryzyna zajmuje szczegdlne miejsce wsrdd miokin, poniewaz taczy klasyczne
funkcje metaboliczne z bezposrednim wplywem na tkanke migsniowa 1 kostng. W badaniach
eksperymentalnych wykazano, ze iryzyna stymuluje proliferacj¢ 1 r6znicowanie mioblastow
poprzez aktywacje czynnikow miogenicznych, takich jak MyoD 1 myogenina, co sprzyja nie
tylko regeneracji, ale takze hipertrofii wtokien mig¢$niowych (Reza i in., 2017). Jej dzialanie
obejmuje aktywacje szlakow MAPK/ERK oraz p38-MAPK, ktore reguluja cykl komorkowy
1 fuzj¢ mioblastow w dojrzate wtokna (H. Kim 1 in., 2018). Ponadto, iryzyna zwigksza
ekspresje markerow mitochondrialnych oraz nasila biogeneze mitochondridow, co sprzyja
przeprogramowaniu wiokien w kierunku fenotypu oksydacyjnego, bardziej odpornego na

zmeczenie (Mancinelli 1 in., 2021).

Istotnym aspektem dziatania iryzyny jest jej zdolno§¢ do ochrony migéni przed
atrofiag. W modelach zwierzecych podawanie iryzyny ograniczato degradacj¢ biatek

kurczliwych w warunkach unieruchomienia lub odnerwienia, a takze sprzyjato utrzymaniu
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prawidlowej struktury migsni poprzez regulacj¢ autofagii 1 stresu siateczki
srédplazmatycznej (Pan, Xie, i in., 2024). Co wigcej, iryzyna modulowata aktywno$¢
komorek satelitarnych, kluczowych dla regeneracji migsni, stymulujac ich proliferacje
1 samoodnowe, co skutkowato przyspieszonym odtworzeniem uszkodzonych witokien
1 poprawg ich funkcji mechanicznej (Guo i in., 2024; Nguyen i in., 2024). Efekt anaboliczny
iryzyny przejawia si¢ takze w nasileniu syntezy biatek migsniowych, co ma znaczenie w
adaptacji do treningu oporowego oraz w warunkach patologicznych, takich jak cukrzyca czy
sarkopenia. Zjawisko to wigze si¢ ze wzrostem aktywnosci szlaku mTOR oraz zwigkszong
ekspresja czynnikow regulujacych translacje 1 metabolizm biatek (Arabzadeh i in., 2022; L.
Zhang i in., 2025).

Roéwnoczesnie iryzyna moze uczestniczy¢ w regulacji metabolizmu wiokien
migsniowych, szczegdlnie poprzez szlaki zwigzane z PGC-lo, AMPK oraz biogeneza
mitochondrialng. Dane dos$wiadczalne wskazuja, ze iryzyna zwigksza metabolizm
oksydacyjny i mitochondrialny w komorkach migéniowych, natomiast jej wptyw na zmiang
udzialu poszczegélnych typow wiokien migsniowych pozostaje zalezny od modelu
badawczego 1 warunkow eksperymentalnych (Chen i in., 2021; Mancinelli i in., 2021;
Vaughan i in., 2014). Oprocz tego iryzyna wplywa na szeroko rozumiany metabolizm mig$ni
poprzez regulacj¢ szlakow zwigzanych z autofagia, stresem siateczki endoplazmatyczne;j
1 homeostaza energetyczna, co pozwala jej dziata¢ protekcyjnie w warunkach starzenia

1 chorob metabolicznych (Balakrishnan & Thurmond, 2022; Pan, Ren, 1 in., 2024).

W perspektywie endokrynnej iryzyna, podobnie jak inne miokiny, uczestniczy w
regulacji komunikacji mig$ni z innymi tkankami, w tym z tkanka kostna, gdzie sprzyja
procesom anabolicznym, a takze z tkanka tluszczowa, nasilajac termogenezg 1 poprawiajac
wrazliwo$¢ insulinowg. Dzigki temu jej rola wykracza poza klasyczne dziatanie lokalne

1 wpisuje sie¢ w szersza koncepcje migsnia jako narzadu endokrynnego (Das 1 in., 2020).
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5. HIPOTEZY I CELE BADAWCZE

Dotychczasowe dane wskazuja, ze iryzyna moze uczestniczy¢ w regulacji metabolizmu
miesni 1 kosci, jednak jej dziatanie nie musi mie¢ jednolitego charakteru we wszystkich
elementach uktadu mig$niowo-szkieletowego. Szczegdlne znaczenie ma to w okresie
intensywnego wzrostu, gdy rownocze$nie zachodza procesy dojrzewania wiokien
migsniowych, modelowania kos$ci, mineralizacji 1 ksztaltowania wlasciwosci
mechanicznych szkieletu. Nadal nie wiadomo, czy egzogenne podawanie iryzyny w tym
okresie wptywa w podobny sposéb na struktury o odmiennym pochodzeniu, budowie

anatomicznej 1 funkcji biomechaniczne;j.

Hipoteza glowna niniejszej rozprawy zaktada, ze egzogenna iryzyna moduluje rozwdj
uktadu migsniowo-szkieletowego w okresie dojrzewania, przy czym kierunek i zakres jej
dzialania zaleza od budowy anatomicznej oraz funkcji poszczegédlnych struktur. W
konsekwencji jej wplyw na morfologie migsni oraz modelowanie, mikroarchitekture
1 wlasciwosci mechaniczne ko$ci nie jest jednorodny w réznych lokalizacjach

anatomicznych.

Na podstawie hipotezy glownej sformutowano nastepujace hipotezy szczegotowe:

1. Egzogenna iryzyna zmienia rozmiar wtokien migsniowych, gestos¢ profili widkien
na jednostke powierzchni peczka oraz profil metaboliczny badanych migsni

szkieletowych.

2. Egzogenna iryzyna modyfikuje mineralizacj¢, mikroarchitektur¢ oraz dynamiczne

wskazniki formowania kosci w badanych lokalizacjach szkieletowych.

3. Zmiany strukturalne ko$ci pod wplywem egzogennej iryzyny przekladaja si¢ na

zalezne od lokalizacji zmiany ich odpowiedzi mechaniczne;.

4. Ple¢ modyfikuje odpowiedz wybranych struktur mig¢sniowych i1 kostnych na

egzogenng iryzyne.

W celu weryfikacji powyzszych hipotez postawiono nastgpujace szczegdtowe cele

badawcze:

1. Ocena wplywu egzogennej iryzyny na morfologi¢ wtdkien migsniowych w mie$niu

zwaczu, mig¢sniu brzuchatym tydki oraz mig$niu podluznym goérnym jezyka,
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z uwzglednieniem $rednicy wiokien, gestosci profili widkien na jednostke
powierzchni peczka oraz udziatu poszczeg6lnych typow wiokien.

Ocena wpltywu egzogennej iryzyny na mineralizacj¢ i mikroarchitekture zuchwy,
kosci udowej oraz kregbw z  zastosowaniem metod obrazowych
1 histomorfometrycznych.

Ocena wplywu egzogennej iryzyny na dynamiczne wskazniki formowania kosci w
wybranych regionach kosci korowej 1 beleczkowej zuchwy oraz kosci udowej na
podstawie podwojnego znakowania kalceing.

Ocena wpltywu egzogennej iryzyny na wilasciwosci strukturalne, geometryczne
i pozorne wlasciwosci materiatowe zuchwy oraz kosci udowej z wykorzystaniem
trojpunktowego testu zginania i parametrow geometrycznych uzyskanych z analizy
micro-CT.

Poréwnawcza interpretacja wynikow uzyskanych dla badanych miesni i ko$ci w celu
okreslenia czy dziatanie egzogennej iryzyny ma charakter zblizony w ro6znych
elementach uktadu migéniowo-szkieletowego, czy zalezy od lokalizacji

anatomicznej, budowy tkankowej 1 funkcji biomechanicznej analizowanej struktury.
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6. MATERIALY I METODY

6.1. Doswiadczenie

Badanie przeprowadzono w Osrodku Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie po uzyskaniu zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen
na Zwierz¢tach w Lublinie (nr 31/2024). Wszystkie procedury wykonano zgodnie
z obowigzujacymi przepisami dotyczacymi ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow

naukowych oraz zgodnie z zatwierdzonym protokolem do§wiadczenia.

Do badania wykorzystano mtode szczury wedrowne (Rattus norvegicus) szczepu
Wistar w wieku trzech tygodni, bezposrednio po odsadzeniu. Zwierzg¢ta pochodzity
z Osrodka Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Lublinie, wpisanego do
rejestru hodowcoéw 1 dostawcow pod numerem 077. Po odsadzeniu zwierzeta przechodzity
trzydniowy okres adaptacji do warunkéw doswiadczenia, obejmujacy codzienny handling

w celu ograniczenia stresu zwigzanego z pdzniejszym wykonywaniem procedur.

Szczury utrzymywano w kontrolowanych warunkach srodowiskowych: temperatura
20-24°C, wilgotnos¢ wzgledna 45—-65%, wymiana powietrza co najmniej 15 razy na godzing
oraz staty cykl $wiatto-ciemno$¢ 12/12 h. Swiatto wlaczano stopniowo miedzy godzina 8:30
a 9:00, a po 12 godzinach fazy jasnej wygaszano je w analogiczny sposob. Poziom hatasu
w pomieszczeniach dla zwierzat nie przekraczat 60 dB. Zwierz¢ta utrzymywano
w indywidualnie wentylowanych klatkach o powierzchni 800 cm?, po 4 osobniki tej samej
ptci w klatce. Srodowisko bytowania wzbogacono o domki dla szczuréw oraz klocki
drewniane. Zwierzgta mialy nieograniczony dostep do wody oraz standardowej paszy
laboratoryjnej dla szczuréw. Stan zwierzat kontrolowano codziennie, uwzglgdniajac ogdlny
stan kliniczny, zachowanie, pobieranie paszy 1 wody oraz ewentualne objawy dyskomfortu.
Zakres raportowanych warunkow utrzymania zwierzat odpowiada zaleceniom ARRIVE 2.0
dotyczacym opisu do$wiadczen in vivo, obejmujacym warunki Srodowiskowe, sposob
utrzymania, zywienie, wzbogacenie srodowiska i monitorowanie zwierzat (Sert i in., 2020).
Po okresie adaptacji szczury losowo przydzielono do dwoch grup: kontrolnej, otrzymujacej
no$nik (KON; n =16 samcow 1 16 samic), oraz grupy otrzymujacej egzogenng iryzyne (IRY;
n =16 samcéw 1 16 samic). Randomizacj¢ przeprowadzono osobno dla samcéw 1 samic, tak
aby w kazdej grupie zachowa¢ rowna liczebno$¢ zwierzat obu pilci. Jednostka

eksperymentalng byto pojedyncze zwierze.
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Eksperyment rozpoczgto w trzecim tygodniu Zycia zwierzat i prowadzono do konca
siodmego tygodnia zycia. Zwierzg¢ta wazono raz w tygodniu, bezposrednio przed podaniem
badanego zwigzku lub no$nika, a aktualng mas¢ ciata wykorzystywano do obliczenia dawki
iryzyny. Procedury iniekcyjne wykonywano w staltym przedziale czasowym, migdzy
godzing 10:00 a 13:00. Zwierzgtom z grupy IRY podawano dootrzewnowo rekombinowang
iryzyne szczurzg (Cusabio, Wuhan, Chiny; nr kat. CSB-EP810392RA1) w dawce 100 pg/kg
masy ciata, raz w tygodniu przez cztery kolejne tygodnie. Iryzyne podawano w 100 pl
jatowego roztworu NaCl 0.9%. Stezenie roztworu roboczego dostosowywano do aktualnej
masy ciala zwierzgcia, tak aby zachowacé stata dawke 100 pg/kg m.c. przy stalej objetosci
iniekcji. Zwierzeta z grupy KON otrzymywaty dootrzewnowo 100 pl jatlowego roztworu
NaCl 0.9%. Zastosowany schemat podawania iryzyny oparto na wczesniejszych badaniach
doswiadczalnych, w ktorych rekombinowang iryzyne stosowano u gryzoni w dawce 100
ng/kg masy ciala w modelach dotyczacych tkanki kostnej, odcigzenia konczyn, starzenia,
osteoporozy i gojenia ztaman (Colaianni i in., 2015, 2017, 2021; Storlino i in., 2020). W
niniejszym badaniu zastosowano czterotygodniowy protokot podan obejmujacy okres od 3.

do 7. tygodnia zycia, odpowiadajacy fazie intensywnego wzrostu mtodych szczurow.

U polowy zwierzat z kazdej grupy zastosowano podwojne znakowanie kalceing
w celu oceny dynamicznych wskaznikow formowania kosci. Do tej czesci badania wybrano
losowo po 8 samcow 1 8 samic z grupy KON oraz po 8 samcow i 8 samic z grupy IRY.
Randomizacj¢ do podgrupy znakowanej kalceing przeprowadzono osobno w obrgbie kazdej
pfci 1 grupy doswiadczalnej. Kalceing (Calcein, mixed isomers; Sigma-Aldrich/Merck
KGaA, Darmstadt, Niemcy; nr kat. C0875; CAS: 154071-48-4) podawano dootrzewnowo
w dawce 15 mg/kg masy ciala, dwukrotnie: 7 1 4 dni przed planowang eutanazja. Roztwor
kalceiny przygotowywano w 100 pl 2% roztworu wodoroweglanu sodu, chroniono przed
swiattem 1 przed podaniem filtrowano przez filtr strzykawkowy z membrang PES o srednicy

porow 0.22 um (Millex-GP; Merck Millipore, Cork, Irlandia).

Po zakonczeniu doswiadczenia zwierzgta poddano eutanazji przez wykrwawienie
z aorty brzusznej w glebokiej anestezji wziewnej. Do znieczulenia stosowano izofluran
(IsoFlo 100% Inhalation Vapour, Zoetis Belgium S.A., Louvain-la-Neuve, Belgia) w tlenie.
Indukcje prowadzono przy stezeniu 3%, a podtrzymanie przy stezeniu 1.5%, z przeplywem
tlenu okoto 1.5 I/min. Materiat biologiczny pobierano po potwierdzeniu glebokiego

znieczulenia i ustania reakcji na bodzce bolowe (Ryc. 1).
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St¢zenia iryzyny w surowicy nie oznaczano. Decyzj¢ t¢ podjeto ze wzgledu na krotki
czas utrzymywania si¢ rekombinowanej iryzyny w krazeniu po podaniu egzogennym.
W badaniach na myszach jej okres pottrwania okreslano jako krétszy niz 1 godzina,
a nowsze analizy farmakokinetyczne wskazywaty wartosci okoto 0.30—0.39 h dla natywnej
iryzyny (H. Kim i in., 2018; Zhu i in., 2025). Wiarygodna ocena ekspozycji
ogolnoustrojowej wymagataby wiec osobnego schematu pobierania krwi w krotkich
odstgpach czasu bezposrednio po iniekcji, a nie pojedynczego oznaczenia wykonywanego
na koncu doswiadczenia. Z tego wzgledu skutecznos$¢ biologiczng zastosowanego protokotu
oceniano posrednio, na podstawie parametréw morfologicznych, histomorfometrycznych,

mikroarchitektonicznych i biomechanicznych analizowanych tkanek.

Schemat doswiadczenia

Kalceina Kalceina
7 dni przed eutanazjq 4 dni przed eutanazjg

Wiek zwierzat (tydzien) (L é
U e 0 i J
3 4 5 potowa zwierzat z obu grup 7
..... ) ™Y M)
-O \ > J -/ .
i i i i
! 1 1 1
! 1 1 1
Poczatek ! 1 1 I
doswiadczenia D > %3 S
po odsadzeniu /é§> /é§> /é} Q
Iryzyna / placebo Iryzyna / placebo Iryzyna / placebo Iryzyna / placebo o
1x tygodniowo, i.p. 1x tygodniowo, i.p. 1x tygodniowo, i.p. 1x tygodniowo, i.p. E&
Eutanazja
KON - 0.9% NaCl, ..p. i pobranie
IRY - iryzyna 100 pg/kg m.c., i.p. materiatu

4 podania w odstepach tygodniowych

¢ doswiadczenie /63 e cotygodniowe podanie Q? ¢ podwdjne znakowanie
E od 3. do 7. tygodnia zycia iryzyny lub placebo kalceing u potowy zwierzat

Rycina 1. Schemat doswiadczenia. OS czasu przedstawiajgca okres trwania doswiadczenia,

tygodniowy schemat podan iryzyny lub placebo, terminy podwojnego znakowania kalceing oraz

punkt zakonczenia do§wiadczenia i pobrania materiatu.
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6.2. Pobranie materialu

Pobieranie materiatu biologicznego rozpoczeto po potwierdzeniu ustania czynnosci
zyciowych zwierzecia. Zuchwe, kosci udowe oraz kregi ledzwiowe preparowano
zzachowaniem cigglosci tkanek twardych. Kazda ko$¢ umieszczano osobno w opisanej
probowce kriogenicznej (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), odktadano na

wktady chtodzace, a nastepnie transportowano do laboratorium i przechowywano w —80 °C.

Migsnie szkieletowe (zwacz, jezyk oraz migsien trojgtowy tydki) wyizolowano w
catosci, odcinajac je na ich anatomicznych przyczepach Sciggnistych. Bezposrednio po
wyjeciu kazdy migsien poddawano szybkiemu schtodzeniu przez zanurzenie na 12 sekund
w izopentanie (2-Methylbutane, ReagentPlus®, >99%; Sigma-Aldrich/Merck KGaA,
Darmstadt, Niemcy; nr kat. M32631; CAS: 78-78-4) uprzednio schtodzonym w cieklym
azocie (snap-freezing). Nastepnie probki umieszczano w szczelnych krioprobdwkach,
odktadano na suchy 16d i transportowano do laboratorium, gdzie przechowywano je w —80

°C do czasu dalszego opracowania.

6.3. Analiza koSci

6.3.1. Przygotowanie materialu do analiz

Po pobraniu materialu kostnego ko$ci oczyszczano z przylegajacych tkanek
miegkkich, z zachowaniem ostroznos$ci, aby nie uszkodzi¢ powierzchni okostnowej. Kazda
probke oznaczano indywidualnie, zgodnie z numerem zwierzegcia, grupg doswiadczalng
1 plcig. Material kostny podzielono wedlug strony anatomicznej i rodzaju planowanej
analizy. Lewe kosci udowe oraz lewe czg$ci zuchwy przeznaczono do analizy micro-CT,
a nastepnie do testu trojpunktowego zginania. Prawe kosci udowe oraz prawe czesci zuchwy
u zwierzat wybranych do podwdjnego znakowania kalceing przeznaczono do dynamiczne;j
histomorfometrii  kosci. Kregi ledzwiowe wykorzystano wylacznie do oceny

densytometrycznej i mikroarchitektonicznej metodg micro-CT.

Materiat przeznaczony do analizy micro-CT rozmrazano w temperaturze pokojowej,
anastepnie utrzymywano w stanie uwodnionym, aby ograniczy¢ wysychanie tkanki kostne;j.
Kosci zawijano w gaze nasgczong jalowym roztworem NaCl 0.9% 1 umieszczano
w eppendorfach w sposob ograniczajacy ich przemieszczanie podczas akwizycji obrazu.
Probki ustawiano w powtarzalnej orientacji anatomicznej, zgodnej z pdzniejszym sposobem

wyznaczania objetosci zainteresowania. W pomiarach BMD w pojemniku pomiarowym
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umieszczano rowniez fantom kalibracyjny. Po zakonczeniu skanowania lewe kosci udowe
ilewe czgéci zuchwy utrzymywano w stanie uwodnionym do czasu wykonania testow
mechanicznych. Do analizy mechanicznej wykorzystano te same lewe kosci udowe i lewe
czesci zuchwy, ktore wczesniej poddano skanowaniu micro-CT. Przed testem probki

doprowadzano do temperatury pokojowej i zabezpieczano przed wysychaniem.

Kregi ledzwiowe nie byly poddawane testom mechanicznym. Decyzj¢ t¢ podjeto ze
wzgledu na odmienny charakter badan biomechanicznych kregéw w porownaniu z kos¢mi
dhlugimi i zZuchwa. Kosci udowe oraz czesSci zuchwy oceniano w tescie trojpunktowego
zginania, ktéry pozwala analizowa¢ odpowiedz wydtuzonej struktury kostnej na obcigzenie
zginajace. W przypadku kregdw typowa metoda oceny wiasciwosci mechanicznych jest
natomiast test kompresyjny trzonu kregu lub catego segmentu krggostupa, a uzyskiwane
parametry odnoszg si¢ do odpornosci na $ciskanie, nie do zginania. Wyniki takich testow nie
bylyby bezposrednio poréwnywalne z parametrami uzyskanymi dla ko$ci udowe;j i zuchwy
w tescie trojpunktowego zginania. Z tego wzgledu analiz¢ krggow ograniczono do oceny
BMD i mikroarchitektury metoda micro-CT, ktéra jest standardowa metoda iloSciowe;j

oceny struktury kosci beleczkowej w modelach gryzoni (Bouxsein i in., 2010).

Material przeznaczony do oceny linii kalceinowych przygotowywano bez
dekalcyfikacji. Prawe kosci udowe 1 prawe czgsci zuchwy utrwalano w 10% obojetnie
buforowanej formalinie, a nastgpnie przenoszono do 70% etanolu. Probki umieszczano
w kasetkach histologicznych 1 krotko plukano w wodzie destylowanej. Nastepnie
inkubowano je w 5% wodnym roztworze KOH przez 96 godzin w temperaturze pokojowe;j,
przy tagodnym mieszaniu. Po zakonczeniu inkubacji materiat ptukano pod biezaca woda
przez 2 godziny 1 przechowywano w 50% etanolu do czasu dalszego procesowania.
Nastepnie probki przeprowadzano przez kolejne roztwory odwadniajace 1 przeswietlajace:
60% etanol przez 6 godzin 30 minut, 70% etanol przez 30 minut, 80% etanol przez 30 minut,
95% etanol przez 30 minut, cztery zmiany 100% etanolu po 22 minuty, dwie zmiany ksylenu
po 30 minut oraz cztery zmiany parafiny infiltracyjnej przez 20, 20, 20 1 30 minut (Porter 1

in., 2017).

Po zakonczeniu infiltracji fragmenty kostne wycinano przy uzyciu przecinarki z ta§ma
diamentowa MBS 240/E (Proxxon GmbH, Fohren, Niemcy), a nastgpnie probki zatapiano
w parafinie w orientacji umozliwiajacej uzyskanie przekrojow przez analizowane regiony

kos$ci udowej 1 zZuchwy. Ko$¢ udowa orientowano tak, aby mozliwa byta ocena powierzchni
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korowej trzonu oraz czg$ci beleczkowej dalszej przynasady, natomiast zuchwe tak, aby
przekroje obejmowaty trzon zuchwy w obszarze polozonym dystalnie od pierwszego zeba

trzonowego (M1).
6.3.2. Pomiary morfometryczne zuchwy

Pomiary morfometryczne zuchwy wykonano na podstawie metody opisanej przez
Bienko i in. (2018), z modyfikacja dostosowana do zakresu analizowanych parametrow w

niniejszym badaniu (Bienko i in., 2018).

Przed wykonaniem pomiaréw na kazdej zuchwie wyznaczano pig¢ statych punktow
orientacyjnych. Punkt A lokalizowano na szczycie wyrostka dziobiastego (processus
coronoideus), punkt B na szczycie wyrostka ktykciowego (processus condylaris), punkt C
na szczycie kata zuchwy (angulus mandibulae), punkt D w $rodkowej czesci kata zZuchwy,

a punkt E w najnizszym punkcie spojenia zuchwy (symphysis mandibulae).

Na podstawie tak wyznaczonych punktéow wykonano trzy pomiary liniowe.
Wysokos$¢ zuchwy okreslano jako odlegto$¢ pomiedzy punktem A i punktem D. Dhugosé
podstawy zuchwy mierzono jako odleglos¢ pomiedzy punktem C i punktem E. Catkowita
dlugos¢ zuchwy okreslano jako odleglos¢ pomiedzy punktem B i punktem E. Wszystkie
pomiary wykonywano w tej samej orientacji anatomicznej ko$ci, z zachowaniem
jednakowych  kryteriow identyfikacji punktow orientacyjnych dla wszystkich
analizowanych probek (Ryc. 2).
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Rycina 2. Pomiar morfometryczny i biomechaniczny. W goérnym panelu przedstawiono schemat
pomiaréow liniowych zuchwy wykonywanych przed analizag biomechaniczna: A-D, wysoko$é
zuchwy; B-E, dlugos¢ zuchwy; C-E, dlugo$¢ podstawy zuchwy. Dolny panel przedstawia utozenie

kosci udowej w uktadzie trojpunktowego zginania.
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6.3.3. Ocena gestosci mineralnej i mikroarchitektury kosci

Gesto$¢ mineralng kosci (BMD, bone mineral density) oraz parametry
mikroarchitektury kosci oceniano metoda micro-CT. Skanowanie wykonano z uzyciem
skanera SkyScan 1273 (Bruker, Kontich, Belgia). Probki przed skanowaniem rozmrazano
w temperaturze pokojowej. Probki ustawiano w powtarzalnej orientacji anatomicznej,
zgodnej z przyjetym sposobem wyznaczania objgtosci zainteresowania (VOI, volume of
interest). W pomiarach BMD stosowano dwa fantomy kalibracyjne o znanej gestos$ci

hydroksyapatytu wapnia (CaHA): 0,3 g/cm? oraz 1,25 g/cm?® CaHA.

Skanowanie przeprowadzono przy napi¢ciu lampy rentgenowskiej 100 kV, nat¢zeniu
80 pnA, czasie ekspozycji 1194 ms i izotropowym rozmiarze voxela wynoszacym 10 pum.
Zastosowano filtr Al 1 mm + Cu 0.038 mm. Obrazy zapisywano w formacie TIFF, przy gtebi
16 bitow. Skanowanie wykonano w zakresie 360°, z krokiem rotacji 0.600°. Rekonstrukcje
obrazoéw wykonano w programie NRecon v2.2.0.6 (Bruker, Kontich, Belgia). Zastosowano
korekcje artefaktow pierscieniowych na poziomie 5 oraz korekcje utwardzania wigzki 10%.
Wygladzanie ustawiono na 0. Obrazy rekonstruowano z uzyciem filtra Hamming

1 zapisywano jako przekroje BMP w skali szaro$ci.

Analizg 1loSciowg wykonano w programie CT Analyser v1.23.0.2 (Bruker, Kontich,
Belgia). VOI wyznaczano rgcznie w kolejnych przekrojach, oddzielnie dla kazdej
analizowanej lokalizacji kostnej (Ryc. 3). Segmentacj¢ tkanki kostnej wykonywano metoda
progowania globalnego. Dla kosci udowej stosowano zakres progowania 70-255, natomiast
dla zZuchwy 1 krggow 85-255. Zakresy progowania utrzymywano bez zmian w obrgbie
wszystkich probek danego typu kosci. Po segmentacji stosowano funkcj¢ Despeckle w celu
usunigcia drobnych, niepotaczonych obiektow powstatych po binaryzacji obrazu. W kosci
udowej analiz¢ kosci beleczkowej prowadzono w dalszej przynasadzie. Punktem odniesienia
byta ptytka wzrostowa nasady dalszej. Poczatek VOI wyznaczano 0.5 mm proksymalnie od
ptytki wzrostowej, a analizowany obszar obejmowatl 1.0 mm wysokos$ci, co przy
izotropowym rozmiarze voxela 10 pm odpowiadato 100 kolejnym przekrojom. W kosci
udowej wykonano réwniez analize czesci korowej w $rodkowej czesci trzonu. VOI
wyznaczano w potowie dlugosci kosci udowej 1 obeyjmowat 1.0 mm wysokosci, czyli 100
kolejnych przekrojow. W tym regionie oznaczano parametry geometryczne przekroju
poprzecznego, obejmujace pole powierzchni przekroju kosci, $rednig wzgledna grubos¢

sciany korowej, indeks korowy oraz osiowy moment bezwtadnosci przekroju poprzecznego.
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W zuchwie VOI wyznaczano rgcznie w obrgbie trzonu, w regionie polozonym za pierwszym
zgbem trzonowym. Analizowany obszar obejmowat cze$¢ beleczkowa trzonu zuchwy, z
wytaczeniem tkanek zg¢ba, ozebnej, jam zebowych oraz warstwy korowej. Analize kregow
przeprowadzono w obrebie trzonu pigtego kregu ledzwiowego. VOI wyznaczano recznie w
centralnej czesci beleczkowej trzonu kregu, z wylaczeniem warstwy korowej, blaszek
granicznych, tuku kregu i wyrostkow (Ahmed & Farook, 2025; Chavez i in., 2021; Demes i
in., 1991; Hansson & Ekestubbe, 2004; Hsu i in., 2016; Jiang i in., 2008; Muszynski i in.,
2017). W analizie uwzgledniono objgtosciowg gestos¢ mineralng kosci beleczkowej (BMD),
objetos¢ kosci odniesiong do objetosci catkowitej (BV/TV, bone volume/tissue volume),
liczbe beleczek kostnych (Tb.N, trabecular number), grubos$¢ beleczek kostnych (Tb.Th,
trabecular thickness), separacj¢ beleczek kostnych (Tb.Sp, trabecular separation) oraz

wymiar fraktalny (FD, fractal dimension) (Y. Kim i in., 2021; Lewis i in., 2025).
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Rycina 3. Reprezentatywne przekroje rekonstrukcji micro-CT badanych kosci. (A) Zuchwa w
regionie trzonu, dystalnie od pierwszego zeba trzonowego, (B) dalsza przynasada kosci udowe;j, (C)
trzon kregu ledzwiowego. Obrazy przedstawiaja lokalizacje wykorzystywane do wyznaczania VOI
i ilosciowej oceny objetosciowej gestosci mineralnej kosci beleczkowej oraz parametréw

mikroarchitektury kosci beleczkowe;j.
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6.3.4. Analiza mechaniczna kosci

Bezposrednio po izolacji kosci oczyszczono z przylegajacych tkanek migkkich,
a nastepnie wykonano pomiary dlugosci i masy. Na tej podstawie obliczono wzgledng mase

kosci wedtug wzoru: RBW = masa ko$ci / masa ciata x 100.

Ocen¢ wlasciwo$ci  mechanicznych wykonano na uniwersalnej maszynie
wytrzymato$ciowej Zwick Z010 (Zwick-Roell GmbH & Co., Ulm, Niemcy) w ukladzie
trojpunktowego zginania. Przed testem probki doprowadzano do temperatury pokojowej
1utrzymywano w stanie uwodnionym. Obcigzenie przyktadano ze stalg predkoscia
przesuwu glowicy wynoszacg 5 mm/min, do momentu zniszczenia probki. Kosci udowe
uktadano poziomo na dwoch podporach, z trzonem ustawionym w osi podpor oraz kiykciami
skierowanymi ku dotowi. Obcigzenie przykladano centralnie miedzy podporami, do
srodkowej czedci trzonu kosci udowej. Rozstaw podpor wynosit 12 mm. Zuchwy badano
jako potowki zuchwy, bez usuwania z¢bow. Probki ukladano na dwoch podporach
w powtarzalnym polozeniu anatomicznym, z powierzchnig przysrodkowa skierowang ku
dotowi (Rycina 2). Trzon zuchwy ustawiano w osi podpér, a obcigzenie przyktadano
poprzecznie do dtugiej osi ko$ci w regionie trzonu, za pierwszym zebem trzonowym.
Rozstaw podpor wynosit 10 mm. W trakcie proby w sposéb ciagly rejestrowano krzywe sita-
przemieszczenie, ktore stanowily podstawe do wyznaczenia parametrow strukturalnych
kosci, obejmujacych sile przy granicy sprezysto$ci (Fyiela), sile maksymalng (Fmax),
sztywno$¢, prace do granicy sprezystosci (Wyield) oraz prace do osiggnigcia maksymalnego
obcigzenia (Wmax). Opracowanie danych mechanicznych przeprowadzono w programie

Origin 2022 (OriginLab, Northampton, MA, USA).

Na podstawie warto$ci uzyskanych z testu trojpunktowego zginania oraz parametrow
geometrii obliczono nastgpnie pozorne wilasciwosci materiatowe kosci z wykorzystaniem
klasycznych rownan teorii belek. Wyznaczono odksztalcenie przy granicy sprezystosci
(&yield), odksztatlcenie maksymalne (emax), modul Younga, naprezenie przy granicy
sprezystosci (Oyield) oraz naprezenie maksymalne (omax). Ze wzgledu na niejednorodny
ksztalt oraz brak idealnie pryzmatycznej budowy kosci wartosci te traktowano jako
przyblizone zalezne od geometrii catej kosci 1 warunkOw obcigzenia, a nie jako rzeczywiste
wlasciwos$ci materiatlowe w sensie fizycznym. Z tego wzgledu parametry te interpretowano
jako pozorne wlasciwosci materiatowe, zachowujac klasyczne oznaczenia odksztalcenia (¢),

naprezenia (o) oraz pozornego modutu Younga (E) (Osiak-Wicha i in., 2023).
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6.3.5. Ocena linii kalceinowych

Skrawki nieodwapnionej kosci oceniano w mikroskopie fluorescencyjnym z uzyciem
filtra FITC. Obrazowanie prowadzono przy zakresie wzbudzenia 465—495 nm i zakresie
emisji 515-555 nm. Analiz¢ wykonywano przy powigkszeniu 20X w wyznaczonych
regionach kosci korowej i beleczkowej. Obrazy cyfrowe zapisywano w jednakowych

warunkach ekspozycji dla wszystkich analizowanych probek.

W kosci udowej oceniano kos$¢ korowg oraz kos$¢ beleczkowa w oddzielnie
zdefiniowanych regionach zainteresowania (ROI, regions of interest). Analiz¢ kosci korowe;j
prowadzono na przekrojach poprzecznych wykonanych w potowie wysokosci trzonu. W tym
obszarze oceniano powierzchni¢ okostnowa kosci korowej. Kos$¢ beleczkowa oceniano
w nasadzie dalszej kosci udowej, w powtarzalnym ROI wyznaczanym w obrgbie struktury
beleczkowej. W zuchwie analiz¢ prowadzono na przekrojach wykonanych dystalnie za
pierwszym trzonowcem. Oceniano dwa oddzielne ROI. Pierwszy ROI obejmowat
powierzchni¢ okostnowa kory zuchwy po stronie policzkowej. Drugi ROI obejmowat kos¢
beleczkowg potozong w centralnej czesci trzonu zuchwy, pomiedzy korzeniem pierwszego

trzonowca a korzeniem kla.

Obserwacje prowadzono z uzyciem mikroskopu fluorescencyjnego BX-51 DSU light
microscope (Olympus, Tokio, Japonia) wyposazonego w kamere¢ cyfrowa DP-70 (Olympus,
Tokio, Japonia). Preparaty oceniano w kanale zielonej fluorescencji, przy zastosowaniu
ustawien odpowiednich dla sygnatu kalceiny. Dokumentacje¢ obrazowg wykonywano przy
powigkszeniach 100x 1 200x%, przy statych ustawieniach ekspozycji, o$wietlenia
ipowigkszenia dla wszystkich analizowanych preparatow. Obrazy rejestrowano
z wykorzystaniem oprogramowania cellSens Standard software v1.18, Build 18686

(Olympus, Tokio, Japonia).

Analize iloSciowa przeprowadzano w programie ImageJ v1.54s (National Institutes of
Health, Bethesda, MD, USA), po wczesniejszej kalibracji obrazu wzgledem skali
mikrometrycznej. ROI wyznaczano na podstawie statych kryteriow anatomicznych, a nie
intensywnos$ci fluorescencji (Ryc. 4 1 5). Z analizy wykluczano obszary zawierajace
pekniecia preparatu, ubytki tkanki, artefakty techniczne, rozlany sygnat fluorescencyjny lub
linie znakowania niemozliwe do jednoznacznej interpretacji. Dla kazdego ROI wyznaczano
catkowitg dtugos¢ ocenianej powierzchni kostnej, okreslang jako BS (bone surface). Na tej

samej powierzchni identyfikowano odcinki z obecnoscig dwoch wyraznie rozdzielonych
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linii kalceiny, okres$lane jako dLS (double-labeled surface), oraz odcinki z obecnoscia

pojedynczej linii kalceiny, okreslane jako sLS (single-labeled surface).

Powierzchni¢ mineralizujaca odniesiong do catkowitej powierzchni kostnej obliczano

jako MS/BS (mineralizing surface/bone surface) wedtug wzoru:
MS/BS = (dLS + 0,5 x sLS) /BS x 100

Wynik wyrazano w procentach. W przypadkach, w ktorych nie stwierdzano powierzchni
pojedynczo znakowanej, warto$¢ MS/BS obliczano na podstawie powierzchni podwdjnie

znakowanej wedtug wzoru:
MS/BS = dLS/BS % 100

Szybko$¢ apozycji mineralnej, okreslang jako MAR (mineral apposition rate),
wyznaczano na podstawie odlegtosci pomigedzy dwiema liniami kalceiny. Odlegto$¢ migdzy
liniami mierzono prostopadle do ich przebiegu, pomiedzy S$rodkami obu pasm
fluorescencyjnych. Dla kazdego ROI wykonywano seri¢ pomiarow w reprezentatywnych
punktach, a nastgpnie obliczano $rednig odleglos¢ pomigdzy liniami. MAR obliczano

wedtug wzoru:

MAR = Srednia odlegtos¢ pomiedzy liniami kalceiny / liczba dni pomiedzy podaniami

znacznika
Wynik wyrazano w pm/dzien.

Tempo tworzenia kosci odniesione do powierzchni kostnej, okreslane jako BFR/BS

(bone formation rate/bone surface), obliczano jako iloczyn MAR oraz MS/BS:
BFR/BS = MAR x MS/BS

Do obliczen BFR/BS warto§¢ MS/BS stosowano jako utamek, a nie jako wartos¢
procentowa. Wynik wyrazano jako pm?®/um?/dzien. Parametr ten uwzglednial zar6wno
tempo odkladania nowej zmineralizowanej macierzy, jak i zakres powierzchni objetej

aktywng mineralizacjg.
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A

Rycina 4. Reprezentatywne obrazy fluorescencyjne zuchwy znakowanej kalceing. (A) przekroj
zuchwy, (B) kora zuchwy, (C) ko$¢ beleczkowa zuchwy. Zielony sygnat fluorescencyjny odpowiada
liniom znakowania kalceing w mineralizujgcej tkance kostnej. Obrazy wykorzystano do oceny

dynamicznych wskaznikdéw formowania kosci. Skala: (A) 1 mm, (B-C) 200 pum.
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A

Rycina 5. Reprezentatywne obrazy fluorescencyjne kosci udowej znakowanej kalceing. (A)
przekroj kosci udowej, (B) kos¢ beleczkowa kosci udowej, (C) kora kosci udowej. Zielony sygnat
fluorescencyjny odpowiada liniom znakowania kalceing w mineralizujacej tkance kostnej. Obrazy
wykorzystano do oceny dynamicznych wskaznikéw formowania kosci. Skala: (A) 2 mm, (B-C) 200

pm.
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6.4. Analiza mie¢Sni

6.4.1. Przygotowanie materialu do analiz

Materiat z mig$ni przeznaczony do analiz histologicznych i immunohistochemicznych
przygotowywano z wykorzystaniem kriostatu. Przed rozpoczeciem cigcia probki migsni
umieszczono w komorze kriostatu i pozostawiono przez 30 minut w temperaturze —25 °C
w celu wyrdwnania temperatury catej probki z warunkami panujgcymi wewnatrz aparatu.
Po wyréwnaniu temperatury probki doktadnie otoczono medium do zatapiania Tissue-Tek
O.C.T. Compound (Sakura Finetek USA Inc., Torrance, CA, USA). Preparaty ustawiono w
taki sposob, aby uzyskac przekroje poprzeczne widkien migsniowych mozliwie najbardziej
prostopadte do ich dtugiej osi. W przypadku jezyka cigciu poddawano caly narzad, natomiast
do dalszych analiz wybierano obszar odpowiadajacy migsniowi podluznemu goérnemu.
Z mig$nia trojgtowego tydki do oceny pobierano brzusiec boczny migénia brzuchatego
tydki, natomiast z mig$nia zwacza analizowano jego cze$¢ powierzchowng. Nastepnie
material krojono w kriostacie na skrawki o grubosci 10 pm. Cigcie prowadzono stopniowo
az do osiggniecia $rodkowej czeg$ci brzusca migsnia, co identyfikowano na podstawie
uzyskania maksymalnej powierzchni przekroju poprzecznego probki, dalsze zmniejszanie
si¢ wielkosci skrawka interpretowano jako przejScie poza centralny obszar brzusca.
Uzyskane skrawki przenoszono bezposrednio na szkietka mikroskopowe. Po zakonczeniu
cigcia preparaty pozostawiono na 5 minut w temperaturze pokojowej do wyschnigcia.
Bezposrednio po tym etapie przystepowano do wykonywania odpowiednich barwien

histochemicznych 1 immunohistochemicznych.
6.4.2. Barwienie z zastosowaniem reakcji NADH-TR

W celu oceny profilu metabolicznego wtokien mieéniowych zastosowano barwienie
histochemiczne z wykorzystaniem reakcji reduktazy tetrazoliowej NADH (NADH-TR).
Metoda ta umozliwia uwidocznienie aktywnos$ci enzymow oksydoredukcyjnych
zwigzanych gléwnie z aparatem mitochondrialnym, a tym samym ocen¢ potencjatu
oksydacyjnego wtokien migsniowych (Tomaszewska i in., 2024; Wojtysiak & Kaczor, 2011;
Wojtysiak & Pottowicz, 2014). Barwienie wykonywano na $§wiezych, nieutrwalonych

skrawkach migsniowych uzyskanych w kriostacie.

Roztwoér inkubacyjny do reakcji NADH-TR przygotowywano bezposrednio przed
uzyciem. W tym celu sporzadzano bufor Tris o stg¢zeniu 0.05 M 1 pH 7.6. Nastgpnie
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przygotowywano roztwor roboczy zawierajacy P-nikotynoamidoadeninodinukleotyd
zredukowany (NADH; B-Nicotinamide adenine dinucleotide, reduced disodium salt hydrate;
Sigma-Aldrich/Merck KGaA, Darmstadt, Niemcy; nr kat. N8129; CAS: 606-68-8), btekit
nitrotetrazoliowy (NBT; Nitrotetrazolium Blue chloride; Sigma-Aldrich/Merck KGaA,
Darmstadt, Niemcy; nr kat. N6876; CAS: 298-83-9), bufor Tris oraz wode¢ destylowana.
Catos$¢ mieszano bezposrednio przed zastosowaniem, chronigc roztwor przed §wiatlem. Tak

przygotowany roztwor nanoszono na skrawki w objetosci zapewniajgcej catkowite pokrycie

preparatu.

Preparaty inkubowano poziomo w komorze wilgotnej przez 30 minut w temperaturze 37
°C. Po zakonczeniu inkubacji skrawki delikatnie ptukano trzykrotnie w wodzie destylowanej
przez 1 minut¢ w temperaturze pokojowej. Na tym etapie nie stosowano utrwalania ani
zamykania preparatow w medium wodnym, poniewaz skrawki przeznaczano do dalszego

etapu podwdjnego barwienia immunohistochemicznego na tym samym preparacie.

Oceny obrazu po reakcji NADH-TR dokonywano na podstawie intensywnosci
ziarnistego zabarwienia sarkoplazmy. Widkna o wysokim potencjale oksydacyjnym
wykazywaty ciemnoniebieskie do niebieskofioletowych ziarnisto$ci, wtokna o posrednim
profilu metabolicznym przyjmowaly umiarkowanie nasilone niebieskie zabarwienie,
natomiast widkna o niskiej aktywnosci oksydacyjnej pozostawaty blade lub niemal
niebarwiace si¢. Barwienie to pozwalato na réznicowanie wtokien bardziej oksydacyjnych
od bardziej glikolitycznych, jednak nie umozliwialo jednoznacznego wyodrebnienia

wszystkich podtypow witokien szybkokurczliwych.

W celu lepszego uwidocznienia wtdkien typu I na tych samych skrawkach wykonywano
dodatkowo barwienie immunohistochemiczne przeciwko wolnej izoformie cig¢zkiego
fancucha miozyny (MYH7). Po zakonczeniu ptlukania po reakcji NADH-TR blokowano
aktywno$¢ endogennej peroksydazy za pomoca 3% nadtlenku wodoru przez 10 minut
w temperaturze pokojowej. Nastepnie, w celu ograniczenia nieswoistego wigzania bialek,
preparaty inkubowano z odczynnikiem UltraVision Protein Block (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA) zgodnie z zaleceniami producenta (7 minut).

Po etapie blokowania nanoszono przeciwciato pierwotne skierowane przeciwko MYH7
1 inkubowano preparaty przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie skrawki
inkubowano przez 30 minut z odczynnikiem BrightVision Poly-HRP anti-mouse/rabbit IgG,

biotin-free, one-component, ready-to-use reagent (ImmunoLogic, Duiven, Holandia).
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Reakcje peroksydazowa rozwijano przy uzyciu 3,3'-diaminobenzydyny (DAB; UltraVision
Plus Detection System RTU, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) przez 5 minut

w temperaturze pokojowej. Po zakonczeniu reakcji preparaty ptukano.

Po zakonczeniu barwienia immunohistochemicznego preparaty odwadniano w szeregu
alkoholowym, przeprowadzajac kolejno przez 75% etanol przez 2 minuty, 96% etanol przez
2 minuty oraz 100% etanol w dwoch zmianach po 2 minuty. Nastgpnie preparaty
przeswietlono w ksylenie w dwoch zmianach po 2 minuty i zamykano w medium DPX pod

szkietkiem nakrywkowym.

Interpretacje¢ obrazu opierano na lacznej analizie odczynu immunohistochemicznego dla
MYH?7 oraz reakcji histoenzymatycznej NADH-TR. Odczyn MYH7 wykorzystano do
identyfikacji wlokien typu I. Widkna MYH7-dodatnie klasyfikowano jako widkna typu I,
niezaleznie od intensywnos$ci reakcji NADH-TR. W obrazie mikroskopowym witdkna te
wykazywaty brunatny odczyn immunohistochemiczny oraz zwykle silng reakcje NADH-
TR, co nadawalo im brunatno-niebieskie, ziarniste zabarwienie. Widkna MYH7-ujemne
klasyfikowano nastgpnie wedlug intensywnosci reakcji NADH-TR, traktowanej jako
wskaznik potencjatu oksydacyjnego witokna. Widkna MYH7-ujemne o posredniej
aktywnosci oksydacyjnej klasyfikowano jako wtokna typu Ila. W obrazie mikroskopowym
mialy one niebieskie, ziarniste zabarwienie o posrednim nasileniu. Widkna MYH7-ujemne
o niskiej aktywnosci oksydacyjnej klasyfikowano jako witokna typu IIb. W obrazie
mikroskopowym wykazywaty one stabg reakcj¢ NADH-TR lub jej brak, dlatego

pozostawaty blade albo barwily si¢ jedynie nieznacznie (Ryc. 6).

Zastosowany panel barwien nie obejmowal przeciwciat swoistych dla izoform MyHC-
ITa, MyHC-IIb ani MyHC-IIx/IId. Z tego wzgledu klasyfikacja wtdkien szybkich miata
charakter operacyjny 1 opierala si¢ na polaczeniu ujemnego odczynu MYH7
z intensywnoscig reakcji NADH-TR. Metoda ta nie pozwalala na jednoznaczne
wyodrebnienie wiokien typu IIx/Ild ani wiokien hybrydowych, dlatego czes¢ wiokien
o fenotypie posrednim mogta zosta¢ zaklasyfikowana do widkien typu Ila lub IIb zaleznie

od nasilenia reakcji histochemiczne;.

Dla reakcji immunohistochemicznej MYH7 wykonywano kontrole ujemna przez
pominigcie przeciwciata pierwotnego 1 przeprowadzenie dalszych etapow procedury w
identycznych warunkach jak dla skrawkow badanych. Brak swoistego odczynu w kontroli

ujemnej traktowano jako potwierdzenie ograniczenia nieswoistego tla reakcji. Kontrole
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dodatnig stanowity widékna MYH7-dodatnie obecne w badanych przekrojach migsni,

ktérych obraz morfologiczny i rozmieszczenie odpowiadaly widknom wolnokurczliwym

typu .

Tabela 1. Pierwotne i wtdrne przeciwciala wykorzystane w badaniu.

Gatunek Numer
Antygen docelowy Producent (kraj) Rozcienczenie
gospodarza katalogowy

Przeciwcialo pierwotne

Affinity Biosciences

Anti-MYH7 Krolik _ DF12122 1:200
(Chiny)
) Proteintech
Dystrofina Krolik 83609-5-RR 1:400
(USA)
Przeciwcialo wtérne
ImmunoLogic
Anti-mouse/Anti-rabbit Koza ) DPVB-HRP RTU'!
(Holandia)
Alexa Fluor 594 Thermo Fisher
) ) Koza A-11012 1:800
anti-rabbit (USA)

'RTU = Gotowe do uzycia (Ready To Use).
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Rycina 6. Reprezentatywne obrazy badanych mie$ni po reakcji NADH-TR i
immunohistochemicznym oznaczeniu MYH?7. (A) migsien zwacz, (B) migsien brzuchaty tydki,
(C) migsien podluzny goérny jezyka. Brunatny odczyn oznacza wiokna MYH7-dodatnie,
klasyfikowane jako typ I. Niebieskie, ziarniste zabarwienie NADH-TR wskazuje aktywno$¢
oksydacyjna: wtokna MYH7-ujemne o posrednim nasileniu reakcji klasyfikowano jako typ Ila, a
wiokna blade lub stabo wybarwione jako typ IIb. Skala: 200 pm.
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6.4.3. Analiza morfometryczna wlokien mi¢sniowych

Analize morfometryczng wiokien migsniowych przeprowadzono na cyfrowych obrazach
przekrojow poprzecznych badanych migs$ni. Do oceny wybierano pola, w ktérych wtokna
miegsniowe byly przeciete mozliwie prostopadle do ich dtugiej osi, zachowana byta cigglos¢
struktury tkanki, a granice wtokien byly jednoznacznie widoczne. Z analizy wykluczano
obszary zawierajace faldy preparatu, uszkodzenia mechaniczne, artefakty mrozeniowe,

rozerwanie wiokien lub niejednoznaczny przebieg granic komérkowych.

Pomiary wykonywano w programie Imagel v1.54s (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA), po wczedniejszej kalibracji obrazu wzglgdem skali mikrometryczne;j.
Wszystkie analizy prowadzono przy statych ustawieniach powigkszenia i kalibracji dla danej
serii preparatow. Dla kazdego zwierzecia i kazdego analizowanego mig$nia oceniano losowo
wybrane, nienaktadajace si¢ pola widzenia obejmujace reprezentatywne obszary przekroju

migsnia.

Wielko$¢ widkien migsniowych oceniano na podstawie minimalnej $rednicy Fereta.
Parametr ten odpowiada najmniejszej odlegtosci pomigdzy dwiema roéwnolegtymi
stycznymi poprowadzonymi do obrysu widkna i jest stosowany jako stabilny wskaznik
kalibru wiokien migsniowych w przekrojach poprzecznych. Dla kazdego zwierzecia,
kazdego migs$nia i kazdej klasy wtokien mierzono do 300 losowo wybranych, prawidlowo
przecigtych profili wtokien mig$niowych. Jezeli w analizowanych polach nie uzyskano 300
profili danej klasy, mierzono wszystkie jednoznacznie sklasyfikowane profile widkien tej
klasy spelniajace kryteria jakoSciowe. Liczbe zmierzonych profili odnotowywano dla

kazdego zwierzecia i kazdej klasy wtokien.

Dodatkowo oceniano organizacj¢ wiokien w obrebie peczkow migsniowych. Dla
kazdego mig$nia analizowano 10 losowo wybranych peczkéw mig$niowych widocznych
w przekroju poprzecznym. Granice pgczkéw wyznaczano na podstawie przebiegu omigsnej
oddzielajacej sasiednie peczki wiokien. Dla kazdego peczka mierzono jego powierzchnie

przekroju poprzecznego, wyrazong w mm?,

W obrebie kazdego analizowanego pegczka liczono catkowita liczbe widkien
mieg$niowych oraz liczbe wtokien nalezacych do poszczegoélnych typdéw. Nastepnie dla
kazdego pegczka obliczano procentowy udzial poszczegélnych typoéw wiokien wedlug

wzoru:
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udziat danego typu witokien [%] = liczba wlokien danego typu / catkowita liczba witdkien
w peczku % 100

Na podstawie catkowitej liczby wtokien w peczku oraz powierzchni peczka obliczano
zageszczenie widkien migsniowych, wyrazone jako liczba widkien na 1 mm? powierzchni

peczka:
liczba wiokien/mm? = catkowita liczba wiokien w peczku / powierzchnia peczka [mm?]

Parametr ten wykorzystywano jako wskaznik upakowania wtokien w obrgbie peczka
mieg$niowego. Dla kazdego analizowanego mi¢$nia raportowano minimalng srednice Fereta
wlokien migsniowych [pum], procentowy udziat poszczegélnych typoéw widkien [%] oraz
liczbe widkien przypadajacg na 1 mm? powierzchni pgczka. Do dalszej analizy statystycznej
wprowadzano wytacznie warto$ci usrednione na poziomie osobnika, poniewaz jednostka

eksperymentalng byto pojedyncze zwierze.
6.4.4. Immunofluorescencyjne wykrywanie dystrofiny

Aby oceni¢ integralnosci sarkolemy wildkien migsniowych w badanych migéniach
wykonano immunofluorescencyjne znakowanie dystrofiny. Celem tej analizy byto
sprawdzenie czy podanie iryzyny nie wigzalo si¢ z widocznymi zaburzeniami
rozmieszczenia dystrofiny, ktére mogltyby wskazywaé na uszkodzenie btony wiokien
migsniowych lub zmiany o charakterze dystroficznym. Ocena ta miata charakter jakosciowy
1 nie obejmowata pomiaru intensywnosci fluorescencji ani iloSciowej analizy ekspresji

dystrofiny.

Immunofluorescencyjne wykrywanie dystrofiny przeprowadzono na kriostatowych
przekrojach migs$ni szkieletowych o grubosci 10 pm. Analize¢ wykonano w celu
uwidocznienia obwodowego przebiegu dystrofiny w obrebie sarkolemy wiokien
mig$niowych, co umozliwialo oceng¢ ciaglosci. Preparaty nanoszono na szkietka
mikroskopowe Superfrost Plus, pozostawiano do wyschnigcia w temperaturze pokojowej,

a nastgpnie ptukano w buforze PBS.

Skrawki inkubowano z przeciwcialem pierwotnym skierowanym przeciwko
dystrofinie (Tabela 1). Inkubacj¢ prowadzono przez noc w temperaturze 4°C w komorze
wilgotnej. Po zakonczeniu inkubacji preparaty ptukano trzykrotnie w PBS, po 10 minut
kazde plukanie, w celu usunigcia niezwigzanego przeciwciala pierwotnego. Nastepnie

skrawki inkubowano z odpowiednim przeciwciatem wtérnym sprzezonym z fluorochromem
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Alexa Fluor 594 (Tabela 1). Inkubacj¢ prowadzono przez 1 godzing w temperaturze
pokojowej, w warunkach ograniczonego dostepu swiatta. Po inkubacji preparaty ponownie
ptukano trzykrotnie w PBS, kazde ptukanie po 10 minut, a nastgpnie zamykano w medium
na bazie glicerolu buforowanego fosforanami o pH 8,2 1 przechowywano w temperaturze

4°C do czasu analizy.

Preparaty oceniano w mikroskopie fluorescencyjnym Olympus BX-51 DSU
(Olympus, Tokio, Japonia) z zastosowaniem zestawu filtrow U-MWIY?2 odpowiedniego do
detekcji Alexa Fluor 594, obejmujacego filtr wzbudzajacy 545-580 nm, zwierciadto
dichroiczne 600 nm oraz filtr emisyjny 610IF. Obrazy rejestrowano za pomoca kamery
cyfrowej C11440-36U (Hamamatsu Photonics, Shizuoka, Japonia). Analiz¢ wykonywano
przy stalych ustawieniach ekspozycji, powigkszenia i o§wietlenia dla wszystkich preparatow

(Ryc. 7).
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Rycina 7. Reprezentatywne obrazy immunofluorescencyjnego oznaczenia dystrofiny w
badanych miesniach. (A) migsien zwacz, (B) migsien brzuchaty tydki, (C) migsien podluzny gérmy
jezyka. Czerwony sygnat fluorescencyjny wskazuje obecno$¢ dystrofiny w obrgbie sarkolemy
wlokien mig$niowych. Ciagly, obwodowy przebieg sygnatu wokoét wiokien wykorzystano do oceny

integralnosci btony komoérkowej i wykluczenia zmian o charakterze dystroficznym. Skala: 100 pm.
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6.5. Analizy statystyczne

Analize statystyczng Analizg statystyczng wykonano w programie GraphPad Prism
v. 11.0.1 (GraphPad Software, Boston, MA, USA). Dane przedstawiono jako $rednia +
SEM. Za jednostk¢ eksperymentalng uznano pojedyncze zwierze. W przypadku analiz
opartych na wielu pomiarach technicznych w obrebie tego samego osobnika, takich jak
pomiary wtokien mig¢sniowych, pgczkéw migsniowych, pdl histologicznych lub regionow
pomiarowych, wartosci najpierw usredniano na poziomie osobnika. Do analizy statystyczne;j
wprowadzano wytacznie wartosci osobnicze. Normalno$¢ rozktadu oceniano testem
Shapiro-Wilka, a jednorodno$¢ wariancji testem Levene’a. W przypadku danych
niespetniajacych zatozen analizy parametrycznej stosowano transformacje logarytmiczna.
Analize statystyczng wykonywano w takim przypadku na danych transformowanych,
natomiast warto$ci przedstawione na rycinach i w tabelach pozostawiano w jednostkach

oryginalnych.

Dane analizowano z uzyciem dwuczynnikowej ANOVA, z plcia i grupg
doswiadczalng jako czynnikami gtownymi. Model obejmowal efekt pici, efekt podania
iryzyny oraz interakcje pte¢ x grupa do$wiadczalna. Zalozenia modelu oceniano na
podstawie wykreséw kwantyl-kwantyl (Q-Q) reszt oraz wykresow reszt wzgledem wartosci
dopasowanych. Po dopasowaniu modelu wykonywano zaplanowane pordwnania
wielokrotne wynikajace z ukladu doswiadczenia i hipotez badawczych. Pordwnania te
podzielono na dwie rodziny poréwnan: pierwsza obejmowala wpltyw iryzyny w obrebie
kazdej pftci, czyli KON vs IRY osobno u samcow 1 samic, a druga obejmowala rdznice
miedzy ptciami w obrgbie tej samej grupy doswiadczalnej, czyli samce vs samice osobno w
grupie KON i1 IRY. W obrgbie kazdej rodziny stosowano korekte¢ Holma-Bonferroniego. Nie
wykonywano eksploracyjnych poréwnan wszystkich mozliwych par grup poza wcze$niej
zdefiniowanymi rodzinami poroéwnan (Bender & Lange, 2001; Holm, 1979). Dane
dotyczace masy ciala analizowano oddzielnie dla samcow 1 samic, poniewaz pomiary
wykonywano wielokrotnie u tych samych zwierzat w kolejnych tygodniach do$wiadczenia.
W tym celu zastosowano model dla powtarzanych pomiaréw, z czasem jako czynnikiem
wewnatrzosobniczym 1 grupg doswiadczalng jako czynnikiem miedzyosobniczym. Model
obejmowat efekt czasu, efekt grupy doswiadczalnej oraz interakcje czas X grupa

doswiadczalna. Poréwnania KON vs IRY w poszczegdlnych punktach czasowych
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wykonywano jako zaplanowane poréwnania wielokrotne i korygowano metoda

Bonferroniego w obrebie analizowanej pici.

Wyniki modelu ANOVA interpretowano tacznie z zaplanowanymi poréwnaniami
efektow prostych. Efekt interakcji pte¢ x grupa doswiadczalna traktowano jako bezposredni
test zaleznosci odpowiedzi na iryzyne od pici. Analogicznie, w analizie masy ciala interakcje
czas x grupa doswiadczalna traktowano jako test zalezno$ci wplywu iryzyny od czasu

trwania do§wiadczenia. Za istotne statystycznie uznawano roznice przy p < 0.05.
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7. WYNIKI

7.1. Masa ciala

Analiza masy ciata w kolejnych tygodniach do$wiadczenia nie wykazata istotnych
roznic miedzy grupami KON i IRY, z wyjatkiem 4. tygodnia u samcoéw. W tym punkcie
czasowym masa ciala samcow byta wieksza w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.016;
Ryc. 8). U samic nie stwierdzono istotnych rdéznic migdzy grupami w zadnym

z analizowanych tygodni.

300 .016
250 =
E, Samce kontrola
© 200+ -4 Samce Iryzyna
-g Samice kontrola
7 150 -~ Samice iryzyna
©
=
100 =
50 1 1 || 1 1
0 1 2 3 4
Tydzien

Rycina 8. Wplyw egzogennej iryzyny na zmiany w masie ciala przez okres trwania
doswiadczenia u samcow i samic mlodych szczuréw. Mase ciata monitorowano od rozpoczgcia
doswiadczenia do 4. tygodnia obserwacji. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Pozioma kreska
oznacza istotna roznice migdzy grupa kontrolng i grupa otrzymujaca iryzyne w obrebie tej samej plci

1 tego samego punktu czasowego. Warto$¢ p podano nad kreska.

7.2. KosSci

7.2.1. Morfometria zuchwy

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla morfometrii Zuchwy stwierdzono istotng
interakcj¢ pte¢ x grupa doswiadczalna dla masy kosci (p < 0.001), RBW (p < 0.001) oraz
wszystkich ocenianych wymiaréw liniowych: wysokosci (p < 0.001), dtugosci podstawy (p

<0.001) 1 dlugosci zuchwy (p = 0.041).
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Analiza masy zuchwy wykazata, ze zar6wno w grupie KON, jak i w grupie IRY, masa
zuchwy byta wigksza u samcow niz u samic (p < 0.001; Ryc. 9A). Nie stwierdzono istotnego
wpltywu iryzyny na mas¢ zuchwy ani u samcéw, ani u samic w poroéwnaniu z odpowiednimi

grupami kontrolnymi.

Analiza RBW wykazata, ze iryzyna nie wplyneta istotnie na ten parametr ani u samcow,
ani u samic. W przeciwienstwie do masy bezwzglednej zuchwy, RBW bylo wigksze u samic

niz u samcow zarowno w grupie KON (p = 0.014), jak i w grupie IRY (p = 0.029; Ryc. 9B).

Poréwnanie migdzy piciami w grupie KON wykazato, ze wysoko$¢ zuchwy byta
wigksza u samcoéHw niz u samic (p < 0.001). Podanie iryzyny wywolalo przeciwstawne
zmiany tego parametru u obu ptci. U samcow wysoko$¢ zuchwy byta mniejsza w grupie IRY
niz w grupie KON (p = 0.003), natomiast u samic byla wicksza w grupie IRY niz w grupie
KON (p <0.001). Po podaniu iryzyny réznica mi¢dzy ptciami nie byla istotna statystycznie
(Ryc. 9C).

Podobny wzorzec zmian jak przy wysokosci zuchwy stwierdzono dla dlugosci podstawy
zuchwy. W grupie KON dilugos$¢ podstawy zuchwy byta wigksza u samcow niz u samic (p
<0.001). U samcow podanie iryzyny zmniejszyto dtugo$¢ podstawy zuchwy w poréwnaniu
z grupg KON (p < 0.001), natomiast u samic parametr ten zwickszyt si¢ wzgledem grupy
KON (p <0.001). W grupie IRY zalezno$¢ miedzy ptciami ulegta odwroceniu, a dlugos$é
podstawy zuchwy byta wigksza u samic niz u samcoéw (p = 0.024; Ryc. 9D).

W grupie KON dhugos¢ zuchwy byta poréwnywalna u samcow i samic. Po podaniu
iryzyny dlugo$¢ zuchwy zwigkszyta si¢ u obu pici w poréwnaniu z odpowiednimi grupami
kontrolnymi (p < 0.001 dla obu poréwnan). W grupie IRY dlugos¢ zuchwy byla wigksza

u samic niz u samcow (p < 0.001; Ryc. 9E).
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Rycina 9. Wplyw egzogennej iryzyny na morfometri¢ Zzuchwy u samcow i samic mlodych
szczurow. (A) masa zuchwy, (B) relatywna masa zuchwy, (C) wysokos¢ zuchwy, (D) dtugosc
podstawy zuchwy, (E) dlugos¢ zuchwy. Dane przedstawiono jako $rednia £ SEM. Klamry ciagle
oznaczaja istotne roéznice migdzy grupg kontrolng i grupa otrzymujaca iryzyng w obrgbie tej samej
ptci. Klamry przerywane oznaczajg istotne réznice miedzy samcami i samicami w obrgbie grupy

kontrolnej lub doswiadczalnej. Wartos$ci p podano nad odpowiednimi klamrami.

7.2.2. Wlasciwosci strukturalne i geometryczne zuchwy

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla wlasciwosci  strukturalnych
1 geometrycznych zuchwy stwierdzono istotng interakcje¢ pte¢ x grupa doswiadczalna dla
Fyield (p < 0.001), sztywnosci (p = 0.002), Fimax (p = 0.007), Wax (p < 0.001) oraz Ix (p <
0.001).

Analiza Fyiela wykazata przeciwstawny kierunek zmian u samcow 1 samic po podaniu
iryzyny. W grupie KON Fyielg byta wigksza u samcow niz u samic (p = 0.012). U samcow
Fyicla byta mniejsza w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.018), natomiast u samic byla
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wieksza w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.005). W konsekwencji w grupie IRY Fyieia
byla wigksza u samic niz u samcow (p = 0.008; Ryc. 10A).

Wyield nie réznita si¢ istotnie miedzy grupami KON 1 IRY u samcow. U samic Wyield

byla wigksza w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.032; Ryc. 10B).

Sztywno$¢ zuchwy nie zmienita si¢ istotnie po podaniu iryzyny u samcow, natomiast
u samic byta wigksza w grupie IRY niz w grupie KON (p <0.001). W grupie KON sztywnos¢
byla porownywalna u obu pici, podczas gdy w grupie IRY byta wigksza u samic niz

u samcow (p = 0.001; Ryc. 10C).

Fmax byla porownywalna u samcoéw i samic w grupie KON. U samcOw Fmax byta
wicksza w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.007), natomiast u samic nie stwierdzono
istotnej zmiany tego parametru. W grupie IRY Fmax byta wieksza u samcoéw niz u samic (p =

0.003; Ryc. 10D).

Wmax zmieniata si¢ po podaniu iryzyny w przeciwnych kierunkach u obu ptci. U
samcOw Wmax byta wieksza w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.009), natomiast u samic
byta mniejsza w grupie IRY niz w grupie KON (p =0.016). W grupie IRY Wax byta wigksza

u samcow niz u samic (p < 0.001; Ryc. 10E).

Ix zwigkszyt si¢ po podaniu iryzyny zarowno u samcéw (p = 0.018), jak i u samic (p
= 0.032). W poréwnaniach migdzy ptciami Ix byt wigkszy u samcoé6w niz u samic w grupie

KON (p =0.005) oraz w grupie IRY (p = 0.003; Ryc. 10F).
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Rycina 10. Wplyw egzogennej iryzyny na wlasciwosci strukturalne i geometryczne zuchwy u

samcow i samic mlodych szczuréw. (A) Sita przy granicy sprezystosci, (B) praca do granicy

sprezystosci, (C) sztywno$¢, (D) sita maksymalna, (E) praca do osiggnigcia maksymalnego

obcigzenia, (F) osiowy moment bezwladnosci przekroju poprzecznego. Dane przedstawiono jako

srednia = SEM. Klamry ciaglte oznaczajg istotne réznice miedzy grupa kontrolng i grupg otrzymujaca

iryzyne w obrebie tej samej plci. Klamry przerywane oznaczaja istotne réznice miedzy samcami i

samicami w obrebie grupy kontrolnej lub do§wiadczalnej. Warto$ci p podano nad odpowiednimi

klamrami.

7.2.3. Wlasciwosci materialowe zuchwy

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla pozornych wlasciwosci materiatowych

zuchwy stwierdzono istotng interakcj¢ pte¢ x grupa doswiadczalna dla Oyiela (p = 0.002),

pozornego modutu Younga (p < 0.001), Emax (p = 0.032) oraz Gmax (p < 0.001).
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Analiza &yielq nie wykazala istotnych roznic migdzy grupami KON i IRY ani

u samcoOw, ani u samic (Ryc. 11A).

Oyield Nie zmienito si¢ istotnie po podaniu iryzyny u samcoéw. U samic Gyield byto
wigksze w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.030). W grupie IRY wartosci Oyiela byly
porownywalne migdzy plciami, natomiast w grupie KON oyicld byto wigksze u samcoéw niz

u samic (p = 0.035; Ryc. 11B).

Modut Younga nie r6znit si¢ istotnie migdzy grupami KON i IRY u samcéw. U samic
modut Younga byt wigkszy w grupie IRY niz w grupie KON (p =0.018). W grupie KON nie
stwierdzono istotnych roéznic miedzy ptciami, natomiast w grupie IRY modut Younga byt

wiekszy u samic niz u samcoéw (p <0.001; Ryc. 11C).
€max zWigkszyto sie po podaniu iryzyny u samcow (p = 0.010), natomiast u samic nie

uleglo istotnej zmianie. W grupie KON Emax byto poréwnywalne u obu ptci. W grupie IRY

€max bylo wigksze u samcow niz u samic (p = 0.046; Ryc. 11D).

Omax Zmienialo si¢ po podaniu iryzyny w przeciwnych kierunkach u obu pici.
U samcOwW Omax bylo mniejsze w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.028), natomiast
u samic byto wigksze w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.023). W grupie KON Gmax byto
wigksze u samcodw niz u samic (p = 0.020). Po podaniu iryzyny relacja ta ulegta odwroceniu;

w grupie IRY Gmax byto wigksze u samic niz u samcow (p = 0.031; Ryc. 11E).
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Rycina 11. Wplyw egzogennej iryzyny na whasciwosci materialowe zuchwy u samcéw i samic
mlodych szczuréw. (A) Odksztalcenie przy granicy sprezystosci, (B) naprgzenie przy granicy
sprezystosci, (C) modut Younga, (D) odksztatcenie maksymalne, (E) naprezenie maksymalne. Dane
przedstawiono jako $rednia = SEM. Klamry ciaggle oznaczajg istotne roznice miedzy grupa kontrolng
1 grupa otrzymujacg iryzyne w obrebie tej samej plci. Klamry przerywane oznaczaja istotne roznice
migdzy samcami i samicami w obrebie grupy kontrolnej lub do§wiadczalnej. Wartosci p podano nad

odpowiednimi klamrami.

7.2.4. Mineralizacja i mikroarchitektura zuchwy

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla parametréw mikroarchitektury kosci
beleczkowej zZuchwy stwierdzono istotng interakcje pte¢ x grupa doswiadczalna dla BV/TV

(p < 0.001), Tb.Th (p < 0.001) oraz Tb.Sp (p < 0.001).

Analiza BMD nie wykazata istotnych réznic miedzy grupami KON i1 IRY ani

u samcow, ani u samic (Ryc. 12A).
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BV/TV nie zmienilo si¢ istotnie po podaniu iryzyny u samcoéw. U samic BV/TV byto
mniejsze w grupie IRY niz w grupie KON (p <0.001). W grupie KON wartosci BV/TV byly
porownywalne miedzy pitciami, natomiast w grupie IRY BV/TV byto nizsze u samic niz

u samcow (p = 0.002; Ryc. 12B).

Tb.N nie réznilo si¢ istotnie miedzy grupami KON i IRY u samcow. U samic Tb.N
byto mniejsze w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.017; Ryc. 12C).

Tb.Th zmieniato si¢ po podaniu iryzyny w przeciwnych kierunkach u obu pici.
U samcow Tb.Th byto wigksze w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.028), natomiast
u samic bylo mniejsze w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.002). W grupie KON Tb.Th
bylo mniejsze u samcéw niz u samic (p = 0.005). W grupie IRY relacja ta ulegta odwrédceniu,

Tb.Th bylo wigksze u samcoOw niz u samic (p = 0.011; Ryc. 12D).

Tb.Sp zmieniato si¢ po podaniu iryzyny w przeciwnych kierunkach u obu pici.
U samcoéw Tb.Sp byto mniejsze w grupie IRY niz w grupie KON (p < 0.001), natomiast
u samic byto wieksze w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.002). W grupie KON nie
stwierdzono istotnych réznic mig¢dzy ptciami. W grupie IRY Tb.Sp byto mniejsze u samcow

niz u samic (p < 0.001; Ryc. 12E).

Analiza FD nie wykazata istotnych r6znic migdzy grupami KON 1 IRY ani u samcow,

ani u samic (Ryc. 12F).
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Rycina 12. Wplyw egzogennej iryzyny na mineralizacje i mikroarchitekture zuchwy u samcow
i samic mlodych szczuréw. (A) Gestos¢ mineralna kosci, (B) objeto$¢ kosci odniesiona do objgtosci
catkowitej, (C) liczba beleczek kostnych, (D) grubos¢ beleczek kostnych, (E) separacja beleczek
kostnych, (F) wymiar fraktalny. Dane przedstawiono jako §rednia + SEM. Klamry ciaggle oznaczaja
istotne rdznice migdzy grupa kontrolng i grupg otrzymujaca iryzyne w obrebie tej samej pici. Klamry
przerywane oznaczajg istotne roznice migdzy samcami i samicami w obrebie grupy kontrolnej lub

doswiadczalnej. Wartosci p podano nad odpowiednimi klamrami.

7.2.5. Dynamiczna histomorfometria zuchwy

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla dynamicznej histomorfometrii Zuchwy
stwierdzono istotng interakcj¢ pte¢ x grupa doswiadczalna w czesci korowej dla MS/BS (p

=0.005) oraz BFR/BS (p = 0.007), a takze w czgsci beleczkowej dla MS/BS (p < 0.001).

W korze zuchwy analiza MAR nie wykazata istotnych réznic migdzy grupami KON

1 IRY ani u samcow, ani u samic (Ryc. 13A).
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MS/BS nie zmienit si¢ istotnie po podaniu iryzyny u samic. U samcow MS/BS byt
mniejszy w grupie IRY niz w grupie KON (p < 0.001). W grupie IRY MS/BS byt wigkszy

u samic niz u samcow (p < 0.001; Ryc. 13B).

BFR/BS zmniejszyt si¢ po podaniu iryzyny u samcow (p = 0.024), natomiast u samic
nie ulegt istotnej zmianie. W grupie KON BFR/BS byt wigkszy u samcoéw niz u samic (p =
0.046). Po podaniu iryzyny réznica mi¢dzy ptciami nie byta istotna statystycznie (Ryc. 13C).

W kosci beleczkowej zuchwy analiza MAR nie wykazata istotnych réznic mi¢dzy

grupami KON 1 IRY ani u samcdow, ani u samic (Ryc. 13D).

MS/BS w kosci beleczkowej zmniejszyl si¢ po podaniu iryzyny u obu plci.
U samcéw MS/BS byt mniejszy w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.012), a u samic
roznica ta byla silniej zaznaczona (p < 0.001). W poréwnaniach miedzy ptciami MS/BS byt
wigkszy u samcow niz u samic zarowno w grupie KON (p <0.001), jak 1 w grupie IRY (p =

0.001; Ryc. 13E).

BFR/BS w kosci beleczkowej zuchwy nie rdznil si¢ istotnie migdzy grupami KON

1 IRY ani u samcow, ani u samic (Ryc. 13F).
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Rycina 13. Wplyw egzogennej iryzyny na dynamiczne parametry histomorfometryczne zuchwy
oceniane po znakowaniu kalceing u samcéw i samic mtodych szczurdéw. (A) szybkos¢ apozycji
mineralnej w korze zuchwy, (B) powierzchnia mineralizujaca odniesiona do powierzchni kosci w
korze zuchwy, (C) tempo tworzenia ko$ci odniesione do powierzchni kosci w korze zuchwy, (D)
szybko$¢ apozycji mineralnej w kosci beleczkowej zuchwy, (E) powierzchnia mineralizujgca
odniesiona do powierzchni kosci w kosci beleczkowej zuchwy, oraz (F) tempo tworzenia kosci
odniesione do powierzchni kosci w kosci beleczkowej zuchwy. Dane przedstawiono jako $rednia +
SEM. Klamry ciagle oznaczajg istotne roznice migdzy grupa kontrolna i grupg otrzymujacg iryzyne
w obrebie tej samej pici. Klamry przerywane oznaczaja istotne roznice mi¢dzy samcami i samicami

w obrebie grupy kontrolnej lub doswiadczalnej. Wartosci p podano nad odpowiednimi klamrami.

7.2.6. Morfometria kosci udowej

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla parametrow morfometrycznych kosci
udowej stwierdzono istotng interakcje pte¢ x grupa doswiadczalna dla masy kosci (p <

0.001), RBW (p <0.001) oraz dlugosci kosci (p = 0.006).
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Analiza masy kosci udowej nie wykazata istotnych réznic migdzy grupami KON
1 IRY ani u samcéw, ani u samic. W poréwnaniach miedzy ptciami masa kosci udowej byta
wieksza u samcoOw niz u samic zarowno w grupie KON (p = 0.001), jak i w grupie IRY (p =

0.010; Ryc. 14A).

RBW kosci udowej rowniez nie roznito si¢ istotnie mi¢dzy grupami KON i IRY ani
u samcow, ani u samic. W przeciwienstwie do masy bezwzglednej, RBW byto wigksze
u samic niz u samcow zarowno w grupie KON (p = 0.010), jak 1 w grupie IRY (p < 0.001;
Ryc. 14B).

Dhugos¢ kosci udowej nie zmienila si¢ istotnie po podaniu iryzyny ani u samcow, ani
u samic. W grupie KON dtugos¢ kosci udowej byta wigksza u samcodw niz u samic (p =

0.030), natomiast w grupie IRY nie stwierdzono istotnej réznicy miedzy ptciami (Ryc. 14C).
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Rycina 14. Wplyw egzogennej iryzyny na morfometrie¢ kosci udowej u samcow i samic mlodych
szczur6ow. (A) masa kosci udowej, (B) relatywna masa kosci udowej, (C) Dhugo$¢ kosci udowe;.
Dane przedstawiono jako srednia + SEM. Klamry ciagle oznaczaja istotne rdéznice migdzy grupa
kontrolng i grupg otrzymujaca iryzyne w obrebie tej samej pici. Klamry przerywane oznaczajg istotne
roéznice migdzy samcami i samicami w obrgbie grupy kontrolnej lub do$§wiadczalnej. Wartosci p

podano nad odpowiednimi klamrami.
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7.2.7. Wlasciwosci strukturalne i geometryczne kosci udowej

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla wlasciwosci  strukturalnych
1 geometrycznych ko$ci udowej stwierdzono istotng interakcje pte¢ x grupa doswiadczalna

dla Fyield (p = 0.043), Wyield (p < 0.001), sztywnosci (p = 0.007) oraz Ix (p < 0.001).

Fyiela nie réznita sie istotnie migdzy grupami KON i IRY u samcéw. U samic Fyielq
byla wigksza w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.001). W grupie IRY Fyic1a byta wicksza

u samic niz u samcow (p < 0.001; Ryc. 15A).

Podobny uktad zmian stwierdzono dla Wyiela. Wyield nie roznita si¢ istotnie miedzy
grupami KON i IRY u samcéw. U samic Wyield byta wieksza w grupie IRY niz w grupie KON
(p <0.001). W grupie IRY Wyiela byta wigksza u samic niz u samcéw (p < 0.001; Ryc. 15B).

Sztywnos¢ kosci udowej byta mniejsza w grupie IRY niz w grupie KON zaréwno
u samcow (p = 0.014), jak 1 u samic (p = 0.016). W grupie KON sztywnos$¢ byta wigksza
u samcow niz u samic (p = 0.047), natomiast w grupie IRY nie stwierdzono istotnej rdznicy

migdzy plciami (Ryc. 15C).

Analiza Fmax nie wykazala istotnych roznic miedzy grupami KON i1 IRY ani
u samcoOw, ani u samic. Nie stwierdzono rowniez istotnych réznic miedzy ptciami w grupie
KON ani w grupie IRY (Ryc. 15D). Podobny wynik uzyskano dla Wmax, ktore nie roznito
si¢ istotnie miedzy grupami KON 1 IRY u samcow 1 samic oraz nie wykazywato istotnych

réznic miedzy plciami (Ryc. 15E).

Ix nie zmienil si¢ istotnie po podaniu iryzyny ani u samcow, ani u samic. W grupie
KON Ix byl wigkszy u samcow niz u samic (p = 0.001), natomiast w grupie IRY nie

stwierdzono istotnej roznicy mig¢dzy piciami (Ryc. 15F).
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Rycina 15. Wplyw egzogennej iryzyny na wlasciwo$ci strukturalne i geometryczne koSci

udowej u samcéw i samic mlodych szczuréw. (A) Sita przy granicy sprezystosci, (B) praca do

granicy sprezystosci, (C) sztywnosé, (D) sita maksymalna, (E) praca do osiagnigcia maksymalnego

obciazenia, (F) osiowy moment bezwladnosci przekroju poprzecznego. Dane przedstawiono jako

srednia = SEM. Klamry ciaglte oznaczaja istotne réznice miedzy grupa kontrolng i grupg otrzymujaca

iryzyne w obrebie tej samej plci. Klamry przerywane oznaczaja istotne réznice miedzy samcami i

samicami w obrebie grupy kontrolnej lub do§wiadczalnej. Warto$ci p podano nad odpowiednimi

klamrami.

7.2.8. Wlasciwosci materialowe kosci udowej

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla pozornych wtasciwosci materiatowych

ko$ci udowej stwierdzono istotng interakcje pte¢ x grupa doswiadczalna dla €yielq (p < 0.001)

oraz Oyield (p = 0.008).
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Eyield Nie rdznilo si¢ istotnie miedzy grupami KON i IRY u samcéw. U samic Eyield
bylo wicksze w grupie IRY niz w grupie KON (p < 0.001). W grupie IRY &yicla bylo wicksze

u samic niz u samcow (p < 0.001; Ryc. 16A).

Oyield nie zmienito si¢ istotnie po podaniu iryzyny ani u samcOw, ani u samic.

W grupie IRY Oyield byto wieksze u samic niz u samcoéw (p = 0.004; Ryc. 16B).

Modut Younga byl mniejszy u samcéw w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.029),
natomiast u samic nie stwierdzono istotnej réznicy migdzy grupami. W pordwnaniach
miedzy ptciami nie wykazano istotnych réznic ani w grupie KON, ani w grupie IRY (Ryc.

16C).

€max Nie roznilo si¢ istotnie migdzy grupami KON i1 IRY ani u samcéw, ani u samic.
Nie stwierdzono réwniez istotnych réznic migdzy ptciami w grupie KON ani w grupie IRY

(Ryc. 16D).

Omax Nie réznito si¢ istotnie miedzy grupami KON i IRY ani u samcow, ani u samic.
Nie stwierdzono réwniez istotnych réznic migdzy ptciami w grupie KON ani w grupie IRY

(Ryc. 16E).
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Rycina 16. Wplyw egzogennej iryzyny na wlasciwosci materialowe kosci udowej u samcow i
samic mlodych szczuréow. (A) Odksztalcenie przy granicy sprezystosci, (B) naprezenie przy granicy
sprezystosci, (C) modut Younga, (D) odksztatcenie maksymalne, (E) naprezenie maksymalne. Dane
przedstawiono jako $rednia + SEM. Klamry ciggle oznaczaja istotne roznice migdzy grupa kontrolng
1 grupa otrzymujaca iryzyn¢ w obrebie tej samej ptci. Klamry przerywane oznaczajg istotne réznice
migdzy samcami i samicami w obrebie grupy kontrolnej lub do§wiadczalnej. Warto$ci p podano nad

odpowiednimi klamrami.

7.2.9. Mineralizacja i mikroarchitektura kosci udowe;j

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla mikroarchitektury kosci beleczkowej
dalszej przynasady kosci udowej stwierdzono istotng interakcje pte¢ x grupa doswiadczalna
dla parametrow opisujacych rozdzielenie 1 ztozonos$¢ sieci beleczkowej: Tb.Sp (p < 0.001)

oraz wymiaru fraktalnego (FD; p = 0.028).

BMD byto wigksze w grupie IRY niz w grupie KON zaréwno u samcoéw (p < 0.001),
jak 1u samic (p = 0.018). Nie stwierdzono istotnych r6éznic miedzy ptciami w grupie KON

ani w grupie IRY (Ryc. 17A).
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BV/TV bylo mniejsze u samcow w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.042),
natomiast u samic nie stwierdzono istotnej réznicy miedzy grupami. W pordéwnaniach
miedzy plciami BV/TV nie roznilto si¢ istotnie ani w grupie KON, ani w grupie IRY (Ryc.
17B).

Tb.N bylo mniejsze u samcéw w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.012),

natomiast u samic nie stwierdzono istotnej rdznicy miedzy grupami (Ryc. 17C).

Tb.Th bylo wigksze u samcéw w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.031),

natomiast u samic nie ulegto istotnej zmianie po podaniu iryzyny (Ryc. 17D).

Tb.Sp byto wigksze u samcow w grupie IRY niz w grupie KON (p =0.007). W grupie
KON Tb.Sp byto mniejsze u samcéw niz u samic (p = 0.034), natomiast w grupie IRY nie

stwierdzono istotnej réznicy miedzy piciami (Ryc. 17E).

FD nie roznit si¢ istotnie migdzy grupami KON i IRY ani u samcow, ani u samic.
W grupie KON FD byl mniejszy u samcoOw niz u samic (p = 0.024), natomiast w grupie IRY

nie stwierdzono istotnej r6znicy migdzy ptciami (Ryc. 17F).
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Rycina 17. Wplyw egzogennej iryzyny na mineralizacje¢ i mikroarchitekture kosci udowej u
samcow i samic mlodych szczuréw. (A) Gestos¢ mineralna kosci, (B) objetos¢ kosci odniesiona do
objetosci catkowitej, (C) liczba beleczek kostnych, (D) grubos¢ beleczek kostnych, (E) separacja
beleczek kostnych, (F) wymiar fraktalny. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM. Klamry ciggle
oznaczaja istotne roéznice miedzy grupa kontrolng i grupa otrzymujaca iryzyng w obrgbie tej samej
ptci. Klamry przerywane oznaczaja istotne roznice miedzy samcami i samicami w obrebie grupy

kontrolnej lub do$wiadczalnej. Wartosci p podano nad odpowiednimi klamrami.

7.2.10. Dynamiczna histomorfometria kosci udowej

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla dynamicznej histomorfometrii kosci
udowej stwierdzono istotng interakcj¢ pte¢ x grupa do$wiadczalna dla wszystkich
ocenianych parametréw w czesci korowej: MAR (p = 0.009), MS/BS (p <0.001) i BFR/BS
(p =0.003). W czesci beleczkowej istotng interakcje stwierdzono dla MS/BS (p = 0.001).

W korze kosci udowej analiza MAR wykazata spadek tego parametru po podaniu

iryzyny u obu plci. U samcéw MAR byt mniejszy w grupie IRY niz w grupie KON (p <
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0.001), a u samic rowniez ulegl zmniejszeniu w grupie IRY (p = 0.029). W grupie KON
warto$ci MAR byty poréwnywalne migdzy piciami, natomiast w grupie IRY MAR byt

nizszy u samcoéw niz u samic (p = 0.006; Ryc. 18A).

MS/BS w korze kosci udowej zwigkszyt si¢ po podaniu iryzyny zard6wno u samcow
(p =0.001), jak i u samic (p = 0.018). W poréwnaniach mi¢dzy plciami MS/BS byt wigkszy
u samic niz u samcow w grupie KON (p < 0.001) oraz w grupie IRY (p = 0.012; Ryc. 18B).

BFR/BS w korze kosci udowej zmniejszyt si¢ po podaniu iryzyny u samcow (p =
0.001) oraz u samic (p = 0.048). W grupie IRY BFR/BS byl nizszy u samcow niz u samic
(p =0.005; Ryc. 18C).

W czesci beleczkowej kosci udowej MAR zwigkszyt sie po podaniu iryzyny u obu
ptci. U samcow MAR byl wigkszy w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.023), a u samic
rowniez wzrdst po podaniu iryzyny (p = 0.034; Ryc. 18D).

MS/BS w czesci beleczkowej kosci udowej zmniejszyt si¢ po podaniu iryzyny
zardwno u samcow, jak 1 u samic (p < 0.001 dla obu porownan). W poréwnaniach mi¢dzy
ptciami MS/BS byt wigkszy u samcow niz u samic zarowno w grupie KON, jak i w grupie

IRY (p <0.001 dla obu poréwnan; Ryc. 18E).

BFR/BS w czgsci beleczkowej kosci udowej zwiekszyl si¢ po podaniu iryzyny
u samcow (p = 0.021) oraz u samic (p = 0.045; Ryc. 18F).
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Rycina 18. Wplyw egzogennej iryzyny na dynamiczne parametry histomorfometryczne kosci
udowej oceniane po znakowaniu kalceing u samcéw i samic mlodych szczurow. (A) szybkos¢
apozycji mineralnej w korze kosci udowej, (B) powierzchnia mineralizujaca odniesiona do
powierzchni kosci w korze kosci udowej, (C) tempo tworzenia kosci odniesione do powierzchni
kosci w korze kosci udowej, (D) szybkos¢ apozycji mineralnej w kosci beleczkowej kosci udowej,
(E) powierzchnia mineralizujagca odniesiona do powierzchni kosci w kosci beleczkowej kosci
udowej, oraz (F) tempo tworzenia kosci odniesione do powierzchni kosci w kosci beleczkowej kosci
udowej. Dane przedstawiono jako $rednia = SEM. Klamry ciggle oznaczajg istotne rdznice migdzy
grupa kontrolng i grupg otrzymujacg iryzyng w obrebie tej samej ptci. Klamry przerywane oznaczaja
istotne rdznice migdzy samcami i samicami w obrgbie grupy kontrolnej lub doswiadczalnej. Wartos$ci

p podano nad odpowiednimi klamrami.
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7.2.11. Mineralizacja i mikroarchitektura kregow

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla kregdéw ledzwiowych stwierdzono istotng
interakcje pte¢ x grupa doswiadczalna dla parametrow opisujacych ilos¢ i rozmieszczenie

beleczek kostnych: BV/TV (p = 0.006), Tb.N (p < 0.001) oraz Tb.Sp (p < 0.001).

BMD kregéw byto mniejsze w grupie IRY niz w grupie KON zaréwno u samcoOw

(p <0.001), jak i u samic (p = 0.024; Ryc. 19A).

BV/TV bylo mniejsze w grupie IRY niz w grupie KON u samcéw (p = 0.004) oraz
u samic (p =0.016). W grupie KON BV/TV byto wigksze u samcoé6w niz u samic (p = 0.026),

natomiast w grupie IRY nie stwierdzono istotnej r6znicy mi¢dzy ptciami (Ryc. 19B).

Tb.N bylo mniejsze w grupie IRY niz w grupie KON zaréwno u samcow (p < 0.001),
jak 1 u samic (p = 0.006). W poréwnaniach migdzy ptciami Tb.N bylo wigksze u samcow

niz u samic zarowno w grupie KON (p < 0.001), jak 1 w grupie IRY (p = 0.015; Ryc. 19C).

Tb.Th nie réznito sig¢ istotnie migdzy grupami KON i IRY ani u samcéw, ani u samic

(Ryc. 19D).

Tb.Sp byto wigksze w grupie IRY niz w grupie KON u samcow i1 samic (p < 0.001
dla obu porownan). W poréwnaniach migedzy piciami Tb.Sp bylo wigeksze u samic niz

u samcoOw zarowno w grupie KON (p = 0.003), jak 1 w grupie IRY (p = 0.007; Ryc. 19E).

FD nie r6znit si¢ istotnie migdzy grupami KON 1 IRY ani u samcow, ani u samic

(Ryc. 19F).
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Rycina 19. Wplyw egzogennej iryzyny na mineralizacje i mikroarchitekture kregéw u samcow
i samic mlodych szczuréw. (A) Gestos¢ mineralna kosci, (B) objeto$¢ kosci odniesiona do objgtosci
catkowitej, (C) liczba beleczek kostnych, (D) grubos¢ beleczek kostnych, (E) separacja beleczek
kostnych, (F) wymiar fraktalny. Dane przedstawiono jako §rednia + SEM. Klamry ciaggle oznaczaja
istotne rdznice migdzy grupa kontrolng i grupg otrzymujaca iryzyne w obrebie tej samej pici. Klamry
przerywane oznaczajg istotne roznice migdzy samcami i samicami w obrebie grupy kontrolnej lub

doswiadczalnej. Wartosci p podano nad odpowiednimi klamrami.

7.3. Miesnie szkieletowe

7.3.1. Ocena integralnosci sarkolemy

W migsniu zwaczu, mi¢$niu brzuchatym tydki oraz mig$niu podtuznym goérnym jezyka
stwierdzono regularny, obwodowy sygnat immunofluorescencyjny dystrofiny, zgodny z jej
lokalizacja w obrebie sarkolemy witokien migsniowych. U zwierzat z grupy IRY, zarowno
u samcow, jak i u samic, nie obserwowano ubytkow, przerw, fragmentacji ani nieregularnego

zaniku sygnalu dystrofinowego. Obraz znakowania byl poréwnywalny z odpowiednimi
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grupami KON tej samej pici 1 nie wskazywal na uszkodzenie struktury btony wtokien

mig$niowych.
7.3.2. Migsien zwacz

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla migsnia zwacza stwierdzono istotng interakcje
pte¢ x grupa dos§wiadczalna dla liczby profili widkien/mm? (p = 0.042), minimalnej §rednicy
Fereta wiokien typu I (p=0.014), IIa (p =0.008) i IIb (p = 0.012), a takze dla udziatu widkien
typu IIb (p <0.001).

W migéniu zwaczu liczba wtdkien/mm? byta mniejsza w grupie IRY niz w grupie KON
zardwno u samcow (p < 0.001), jak i u samic (p = 0.003). W poroéwnaniach mi¢dzy ptciami
liczba wiokien/mm? byta wigksza u samic niz u samcoéw w grupie KON (p = 0.015) oraz

w grupie IRY (p <0.001; Ryc. 20A).

Srednica wiokien typu I, Ila i IIb byta wicksza w grupie IRY niz w grupie KON u obu
ptci. U samcoéw wzrost $rednicy osiagnat poziom p < 0.001 dla kazdego z analizowanych
typow wiokien. U samic rowniez obejmowat wszystkie typy wtokien, przy wartosciach p =

0.003 dla typu I, p = 0.014 dla typu Ila oraz p < 0.001 dla typu IIb. (Ryc. 20B-D)

Procent wldkien typu I byl mniejszy u samcoéw w grupie IRY niz w grupie KON (p =
0.007), natomiast u samic nie zmienil si¢ istotnie. Procent widkien typu Ila nie roznitl si¢
istotnie migdzy grupami KON 1 IRY ani u samcoéw, ani u samic; nie stwierdzono réwniez
istotnych réznic migedzy piciami. Procent widkien typu IIb byt wigkszy u samcow w grupie
IRY niz w grupie KON (p < 0.001), natomiast u samic nie uleg} istotnej zmianie. W grupie

IRY udziat wiokien typu IIb byt wiekszy u samcoéw niz u samic (p = 0.041; Ryc. 20E-G).
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Rycina 20. Wplyw egzogennej iryzyny na morfometri¢ wlokien mieSniowych w mieSniu zwaczu
u samcow i samic mlodych szczuréw. (A) liczba widkien miesniowych przypadajacych na 1 mm?
powierzchni peczka mie$niowego, (B) srednica widkien typu I, (C) $rednica widkien typu Ila, (D)
srednica widkien typu Ilb, (E) procentowy udzial wtokien typu I, (F) procentowy udziat widkien
typu Ila, oraz (G) procentowy udzial wtokien typu IIb. Dane przedstawiono jako $rednia + SEM.
Klamry ciagle oznaczajg istotne roznice miedzy grupa kontrolng i grupa otrzymujacg iryzyng w
obrgbie tej samej ptci. Klamry przerywane oznaczaja istotne roznice miedzy samcami i samicami w

obrgbie grupy kontrolnej lub doswiadczalnej. Wartosci p podano nad odpowiednimi klamrami.
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7.3.3. Migsien brzuchaty lydki

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla migs$nia brzuchatego tydki istotna
interakcje pte¢ x grupa doswiadczalna stwierdzono dla minimalnej $rednicy Fereta widkien

typu I (p <0.001) oraz udziatu wtokien typu I (p = 0.029), IIa (p <0.001) 1 IIb (p < 0.001).

W migéniu brzuchatym tydki liczba wldkien/mm? byta mniejsza w grupie IRY niz
w grupie KON zar6wno u samcow (p = 0.028), jak i u samic (p = 0.020). W poréwnaniach
miedzy ptciami nie stwierdzono istotnych réznic w liczbie widkien/mm? ani w grupie KON,

ani w grupie IRY (Ryc. 21A).

Srednica wiokien typu I, Ila i IIb byta wigksza w grupie IRY niz w grupie KON
zarOwno u samcow, jak 1 u samic. U samcow roznice wynosily p < 0.001 dla widkien typu
I, p=0.050 dla typu Ila oraz p = 0.007 dla typu IIb. U samic odpowiednie warto$ci wynosily
p <0.001 dla typu I, p = 0.008 dla typu Ila oraz p = 0.025 dla typu IIb. Srednice wiokien
typu Ila i IIb byly poréwnywalne migdzy ptciami w obu grupach. W przypadku widkien typu
I $rednica byta wigksza u samic niz u samcow zarowno w grupie KON, jak 1 w grupie IRY

(p <0.001 dla obu poréwnan; Ryc. 21B-D).

Procent widkien typu I nie zmienit si¢ istotnie po podaniu iryzyny u samcow. U samic
udziat tych widkien byt wigkszy w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.008; Ryc. 21E).
Udziat widkien typu Ila zmniejszyl si¢ po podaniu iryzyny u obu plci (p < 0.001 dla obu
poréwnan). W grupie KON udziat widkien typu Ila byt wiekszy u samcoé6w niz u samic (p <
0.001), natomiast w grupie IRY roznica migdzy ptciami nie byla istotna statystycznie (Ryc.

21F).

Procent wiokien typu IIb zmieniat si¢ po podaniu iryzyny w przeciwnych kierunkach
u obu pici. U samcow udzial witokien typu IIb byt wigkszy w grupie IRY niz w grupie KON
(p <0.001), natomiast u samic byl mniejszy w grupie IRY niz w grupie KON (p = 0.011).
W grupie KON udziat wtokien typu IIb byt mniejszy u samcoéw niz u samic (p = 0.039).
W grupie IRY relacja ta ulegta odwrdceniu; udziat wiokien typu IIb byt wigkszy u samcow

niz u samic (p <0.001; Ryc. 21G).
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Rycina 21. Wplyw egzogennej iryzyny na morfometri¢ wlékien miesniowych w mieSniu
brzuchatym lydki u samcow i samic mlodych szczuréw. (A) liczba wildkien mie$niowych
przypadajacych na 1 mm? powierzchni pgczka migsniowego, (B) $rednica widkien typu I, (C)
srednica widkien typu Ila, (D) $rednica wtokien typu IIb, (E) procentowy udziat wldkien typu I, (F)
procentowy udzial wiokien typu Ila, oraz (G) procentowy udzial widkien typu IIb. Dane
przedstawiono jako $rednia = SEM. Klamry ciggle oznaczajg istotne roznice migdzy grupg kontrolng
1 grupa otrzymujacg iryzyn¢ w obrebie tej samej ptci. Klamry przerywane oznaczajg istotne roznice
migdzy samcami i samicami w obrebie grupy kontrolnej lub do§wiadczalnej. Wartosci p podano nad

odpowiednimi klamrami.
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7.3.4. Jezyk (mig¢sien podluzny gorny)

W analizie dwuczynnikowej ANOVA dla migénia podtuznego gornego jezyka istotng
interakcje¢ pte¢ x grupa do$wiadczalna stwierdzono dla wszystkich ocenianych parametrow:
liczby profili wtokien/mm? (p < 0.001), minimalnej $rednicy Fereta wtokien typu I (p =
0.003), ITa (p <0.001) 1 IIb (p = 0.009), a takze udziatu widkien typu I (p <0.001), Ila (p =
0.011) i IIb (p = 0.005).

W migsniu podtuznym goérnym jezyka liczba wtokien/mm? byta wicksza u samcow
w grupie IRY niz w grupie KON (p < 0.001). U samic nie stwierdzono istotnej rdznicy
migdzy grupami KON i IRY. W poréwnaniach miedzy ptciami liczba wtokien/mm? byta,
mniejsza u samcow niz u samic zarowno w grupie KON (p <0.001), jak i w grupie IRY (p =

0.007; Ryc. 22A).

Srednica wiokien typu I byta mniejsza u samcoéw w grupie IRY niz w grupie KON
(p < 0.001), natomiast u samic nie ulegla istotnej zmianie. Wtdkna typu I mialy wigksza
$rednic¢ u samcoOw niz u samic zaréwno w grupie KON, jak i w grupie IRY (p < 0.001 dla
obu poroéwnan; Ryc. 22B). Podobny wzorzec zmian stwierdzono dla wiokien typu Ila.
U samcoéw srednica widkien typu Ila byta mniejsza w grupie IRY niz w grupie KON (p <
0.001), podczas gdy u samic nie wykazano istotnej réznicy mi¢dzy grupami. W grupie KON
srednica widkien typu Ila byta wigksza u samcow niz u samic (p < 0.001). Po podaniu

iryzyny réznica mi¢dzy ptciami nie byta istotna statystycznie (Ryc. 22C).

Srednica wiokien typu IIb rowniez zmniejszyta si¢ po podaniu iryzyny u samcow
(p = 0.003), natomiast u samic nie ulegla istotnej zmianie. W grupie KON wtokna typu IIb
miaty wigksza §rednice u samcoé6w niz u samic (p < 0.001). W grupie IRY ro6znica miedzy

plciami byta mniej zaznaczona 1 nie osiagnela istotnosci statystycznej (Ryc. 22D).

Procent wldkien typu I zwigkszyt si¢ po podaniu iryzyny u obu pici (p < 0.001 dla
obu porownan). W pordéwnaniach migdzy pitciami udziat widkien typu I byt mniejszy
u samcOw niz u samic zarowno w grupie KON (p = 0.025), jak i w grupie IRY (p = 0.009;
Ryc. 22E). Procent wtdkien typu Ila zmienial si¢ w podobnym kierunku. W grupie IRY byt
wiekszy niz w grupie KON zarowno u samcow, jak i u samic (p <0.001 dla obu poréwnan).
Réznice miedzy ptciami dla tego typu widkien rowniez osiggnety poziom p < 0.001 (Ryc.
22F). Procent wtokien typu IIb zmniejszyt si¢ po podaniu iryzyny u obu pici. U samcow
pozostawatl jednak wigkszy niz u samic zarowno w grupie KON, jak 1 w grupie IRY (p <

0.001 dla wszystkich analizowanych poréwnan; Ryc. 22G).
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Rycina 22. Wplyw egzogennej iryzyny na morfometri¢ wldokien mi¢Sniowych w mi¢sniu
podluznym gornym jezyka u samcow i samic mlodych szczurdw. (A) liczba widkien
migsniowych przypadajacych na 1 mm? powierzchni peczka mig$niowego, (B) Srednica
widkien typu I, (C) $rednica widkien typu Ila, (D) srednica wtokien typu IIb, (E) procentowy
udziat witokien typu I, (F) procentowy udzial wtokien typu Ila, oraz (G) procentowy udziat
widkien typu IIb. Dane przedstawiono jako $rednia = SEM. Klamry ciggle oznaczajg istotne
réznice miedzy grupa kontrolng i grupa otrzymujaca iryzyng w obrgbie tej samej pici.
Klamry przerywane oznaczajg istotne rdznice mi¢dzy samcami i samicami w obrgbie grupy

kontrolnej lub doswiadczalnej. Wartosci p podano nad odpowiednimi klamrami.
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8. DYSKUSJA

Uktad migsniowy 1 uktad szkieletowy nalezy rozpatrywac¢ jako czynnosciowg catos¢,
w ktorej migsnie i ko$ci pozostaja ze sobg w stalej zalezno$ci mechanicznej i metaboliczne;.
Tkanka kostna reaguje na obcigzenia generowane przez prace¢ mi¢$ni, natomiast migsnie
uczestniczg w regulacji metabolizmu ko$ci réwniez poprzez wydzielane czynniki
humoralne. Do takich czynnikow nalezy iryzyna, opisywana jako miokina zalezna od
aktywno$ci miesni szkieletowych, mogaca wplywac zaréwno na metabolizm migéni, jak i na
przebudowe tkanki kostnej (H. Kim 1 in., 2018; Kornel i in., 2021; Pedersen & Febbraio,
2008; Severinsen & Pedersen, 2020). Znaczenie tego zagadnienia jest szczegdlne w okresie
wzrostu, gdy réwnocze$nie zachodzi dojrzewanie struktury migs$ni szkieletowych,
modelowanie ko$ci oraz ksztattowanie ich wlasciwosci mechanicznych. W tym czasie
odpowiedz na czynnik o dziataniu ogdlnoustrojowym nie musi by¢ jednakowa w calym
uktadzie migsniowo-szkieletowym. Moze zaleze¢ od lokalizacji anatomicznej, pochodzenia
rozwojowego tkanki, udzialu kosci korowej i beleczkowej, typu obcigzen mechanicznych

oraz plci zwierzat.

Uzyskane wyniki wskazuja, Ze egzogenna iryzyna nie wywotlata jednorodnej odpowiedzi
anabolicznej w obrebie uktadu migsniowo-szkieletowego mtodych szczurow. Jej dziatanie
miato charakter zalezny od lokalizacji anatomicznej i plci, obejmujac reorganizacje cech
wiokien mig$niowych oraz zmiany parametrow tkanki kostnej. W migs$niach odpowiedz
dotyczyla liczby profili wldkien przypadajacych na jednostke powierzchni peczka wiokien,
minimalnej $rednicy Fereta oraz udziatu poszczegolnych klas widkien. W kosciach iryzyna
modyfikowala mineralizacj¢, mikroarchitekture, geometri¢, dynamiczne wskazniki
formowania kosci oraz wtasciwo$ci mechaniczne, jednak kierunek tych zmian roznit si¢
migdzy zuchwa, koscig udowa i badanymi kregami. Otrzymane wyniki nie wskazuja wiec
na prosty efekt wzrostowy ani jednolite wzmocnienie wszystkich analizowanych struktur,
lecz na zréznicowang odpowiedz rozwijajacych si¢ migsni 1 kosci na egzogenny sygnat

iryzyno-pochodny.

Podanie iryzyny nie zmienito wyraZnie przebiegu wzrostu masy ciata w okresie objetym
badaniem. Istotng roznicg miedzy grupami KON 1 IRY stwierdzono jedynie u samcow w 4.
tygodniu obserwacji, gdy masa ciata byta wigksza w grupie IRY. W pozostatych punktach
czasowych réznice miedzy grupami nie osiggnely poziomu istotnosci statystycznej, mimo

ze $rednie warto$ci masy ciata byly wyzsze w grupach otrzymujacych iryzyne u obu plci.
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Wynik ten wskazuje, ze wplyw iryzyny na mas¢ ciata byl niewielki i niejednoznaczny
w poréwnaniu ze zmianami obserwowanymi w tkankach docelowych. Interpretacja tego
efektu wymaga ostroznosci, poniewaz w pracy nie oceniano sktadu ciata, pobrania paszy,
wydatku energetycznego ani stezenia hormondéw pitciowych, ktore w okresie dojrzewania

mogty wptywaé na tempo wzrostu i odpowiedz metaboliczng zwierzat.

Nalezy jednak podkresli¢, ze wpltyw iryzyny na mas¢ ciata zalezy od modelu
doswiadczalnego. W pracy Bostrom 1 in. iryzyn¢ opisano przede wszystkim jako czynnik
nasilajacy brunatnienie biatej tkanki tluszczowej, ekspresje UCP1 oraz wydatek
energetyczny (Bostrom i in., 2012). Podobny kierunek zmian obserwowano w modelach
otylosci 1 zaburzen metabolicznych. Alzoughool 1 in. odnotowali zmniejszenie masy ciata
u zwierzat otrzymujacych iryzyne, natomiast El Gheit 1 in. w modelu otylosci
pomenopauzalnej u szczuro6w wykazali zmniejszenie BMI po podaniu iryzyny (Alzoughool
i in., 2022; Gheit i in., 2022). Jednocze$nie w tym drugim badaniu obserwowano wzrost
udziatlu beztluszczowej masy ciata, co wskazuje, ze sama masa ciata lub BMI nie pozwalaja
jednoznacznie okresli¢ kierunku zmian w sktadzie ciata. Wyniki niniejszego doswiadczenia
nie sg sprzeczne z obserwacjami przedstawionymi w przytoczonych badaniach, poniewaz
badanie przeprowadzono u mtodych, intensywnie rosngcych szczuréw, bez indukowanej
otyltosci 1 bez zaburzen metabolicznych. W takim modelu wigksza masa ciata po podaniu
iryzyny moze odzwierciedla¢ nie efekt obesogenny, lecz przesunigcie dynamiki wzrostu,
zwlaszcza w kierunku komponenty migsniowej. Taka interpretacj¢ wspierajag wyniki Reza
1 1n., ktorzy wykazali, ze podawanie rekombinowanej iryzyny mtodym myszom zwigkszato
przyrost masy ciata, mase¢ mie$ni konczyn, site chwytu oraz przekroj poprzeczny wiokien
migsniowych, bez réwnoleglego zwigkszenia pobrania pokarmu (Reza i in., 2017).
W obecnym do$wiadczeniu nie oceniano sktadu ciata, dlatego nie mozna okresli¢, czy
obserwowany trend wyzszej masy ciata wynikat ze zmian w masie migsniowej, tkance
thuszczowej czy innych komponentach wzrostu. Biorac jednak pod uwage zwigkszenie
$rednicy wtokien w zwaczu 1 migéniu brzuchatym tydki, bardziej prawdopodobna wydaje
si¢ interpretacja zwigzana z przebudowg tkanek migsniowo-szkieletowych niz z prostym

wzrostem otluszczenia.

W badanych mig¢$niach iryzyna wplywa na zaré6wno wielko$¢ wildkien, jak i ich
rozmieszczenie w obrgbie peczkow, jednak odpowiedz nie byta jednakowa we wszystkich

lokalizacjach. Najbardziej zblizony obraz stwierdzono w zwaczu 1 mig¢s$niu brzuchatym
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tydki. W obu tych migéniach po podaniu iryzyny $rednica widkien typu I, Ila i IIb zwigkszyta
si¢ u samcoOw i samic. ROwnoczes$nie zmniejszyla si¢ liczba widkien/mm?. Taki uktad zmian
jest spojny morfometrycznie, wicksze wtokna zajmujg wickszg powierzchni¢ przekroju
peczka, dlatego w przeliczeniu na staty obszar analizowany liczba wtokien jest mniejsza.
Nie wskazuje to wigc na utrate wtokien, lecz raczej na zwigkszenie ich rozmiaru. Podobny
kierunek dziatania iryzyny na mig¢$nie opisano w badaniach do§wiadczalnych, w ktoérych
rekombinowana iryzyna nasilata ro6znicowanie mioblastow, fuzje komoérek miesniowych,
aktywacj¢ komorek satelitarnych oraz syntezg biatek migsniowych (J. Lee i in., 2019; Reza
iin., 2017). U myszy podawanie iryzyny prowadzito do zwigkszenia masy mig$ni, wzrostu
przekroju poprzecznego wildkien oraz poprawy sily chwytu, a w modelu odnerwienia
ograniczato zanik mig$niowy (Reza 1 in., 2017). Réwniez w modelach starzenia wykazano,
ze niedobdr iryzyny wigze si¢ z nasileniem cech sarkopenii, natomiast jej podanie poprawia
mas¢ 1 funkcje migsniowa (Guo i in., 2024). Wyniki uzyskane w zwaczu i mi¢$niu
brzuchatym tydki sa wigc zgodne z obserwacjami wskazujagcymi na pro-miogenny

1 przeciwzanikowy potencjal iryzyny.

Mechanizm tych zmian nie moze by¢é w obecnym doswiadczeniu okreslony
bezposrednio, poniewaz nie oceniano ekspresji gendéw miogennych, aktywnosci komorek
satelitarnych ani szlakow syntezy i degradacji biatek. Mozna jednak odnie$¢ uzyskane
wyniki do danych literaturowych. Iryzyna zwigksza aktywno$¢ metaboliczng komorek
migsniowych, wplywa na biogeneze¢ mitochondrialng 1 moze regulowa¢ szlaki zwigzane
z roznicowaniem oraz przebudowa migéni szkieletowych (Vaughan i in., 2014; Zhao 1 in.,
2024). Zwiekszenie $rednicy widkien w zwaczu 1 mig$niu brzuchatym tydki moglo wiec
wynika¢ z nasilenia procesow anabolicznych w obrebie wtdkien migsniowych, ograniczenia
degradacji bialek lub potaczenia obu tych mechanizméw. Hipoteza ta wymaga jednak

potwierdzenia metodami molekularnymi.

Zmiany udzialu poszczegdlnych typow wiokien byty bardziej zroznicowane niz zmiany
ich Srednicy 1 w wigkszym stopniu zalezaly od pici. Ma to znaczenie czynno$ciowe,
poniewaz wtokna typu I, IIa i IIb r6znig si¢ szybkoscig skurczu, metabolizmem 1 odpornos$cia
na zmeczenie. Witokna typu I majg charakter wolnokurczliwy i oksydacyjny, dlatego lepiej
odpowiadajg pracy dtugotrwatej i mniej intensywnej. Wtokna typu Ila sg szybkokurczliwe,
ale zachowujg wigkszy potencjat oksydacyjny niz widkna IIb. Widkna typu Ilb, szczegdlnie

dobrze rozwinigte u gryzoni, majg charakter szybki 1 glikolityczny, generuja duza site i moc

85



Egzogenna iryzyna jako modulator rozwoju uktadu migsniowo-szkieletowego w okresie dojrzewania

w krotkim czasie, ale szybciej ulegaja zmgczeniu (Schiaffino & Reggiani, 2011; Talbot &
Maves, 2016).

W zwaczu zmiany profilu fenotypowego widkien byly zaznaczone gltéwnie u samcow.
Zmniejszenie udziatu widkien typu I i zwigkszenie udziatu widkien typu IIb wskazuje, ze po
podaniu iryzyny profil tego migsnia przesunat si¢ u samcéw w kierunku wickszego udziatu
wilokien szybkich, glikolitycznych. Przy jednoczesnym zwigkszeniu $rednicy wszystkich
typéw wilokien moze to sugerowac adaptacje zwigkszajaca potencjat do generowania
krotkotrwatej, wigkszej sity skurczu. W przypadku zwacza taka interpretacja jest
biologicznie uzasadniona, poniewaz migsien ten pracuje w warunkach cyklicznych,
zmiennych obcigzen zwigzanych z pobieraniem i rozdrabnianiem pokarmu. U samic wzrost
srednicy wiokien nie byt zwigzany z poréwnywalng zmiang udziatu typoéw wiokien, co
sugeruje, ze u tej plci odpowiedz miata gléwnie charakter morfometryczny, a nie
fenotypowy. W migsniu brzuchatym tydki odpowiedz rowniez miata charakter zalezny od
ptci. U samcéw zmiany udzialu wiokien wskazywaly, podobnie jak w Zwaczu, na
przesuni¢cie w kierunku komponenty szybkiej, poniewaz zwigkszyt si¢ udziat wtokien typu
IIb, a udziat widkien typu Ila zmniejszyt sie. U samic kierunek odpowiedzi byt odmienny,
wzrost udziatu wtokien typu I i zmniejszenie udziatu widkien typu IIb wskazuja raczej na
przesunigcie profilu mig$nia w stron¢ wiokien wolniejszych i1 bardziej odpornych na
zmeczenie. Spadek udziatu widkien typu Ila u obu pici moze $wiadczy¢, Ze iryzyna nie
wywotywata prostego przejscia w kierunku wiokien posrednich, lecz modyfikowata

strukture migsnia w sposob zalezny od pfici 1 lokalnego kontekstu funkcjonalnego.

Takie zr6znicowanie odpowiedzi moze wynika¢ z odmiennych warunkéw rozwojowych
1 metabolicznych mig§ni samcoéw 1 samic. Roznice ptciowe w migsniach szkieletowych
dotycza nie tylko masy 1 wielkosci witokien, ale takze sktadu witdkien, kinetyki skurczu,
ekspresji izoform MyHC oraz regulacji przez hormony piciowe (Haizlip i in., 2015).
W badaniach na myszach wykazano réwniez, ze metabolizm wtokien migsniowych ma
charakter zalezny od plci, z przewagg szlakow glikolitycznych u samcow 1 wigkszym
udziatem [B-oksydacji kwaséw tluszczowych u samic (Christianto i in., 2021). Obecne
wyniki dobrze wpisujg si¢ w ten schemat interpretacyjny: u samcoéw odpowiedz na iryzyne
w zwaczu 1 migéniu brzuchatym tydki byta zwigzana ze zwigkszeniem udziatu widkien IIb,
natomiast u samic w mig$niu brzuchatym tydki dominowata zmiana w kierunku wiekszego

udzialu witokien typu I. Nie mozna jednak jednoznacznie wskaza¢ mechanizmu tej
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odmiennosci, poniewaz w niniejszym doswiadczeniu nie oceniano st¢zenia hormonow
ptciowych, ekspresji receptoréw androgenowych 1 estrogenowych ani markerow
metabolizmu oksydacyjnego 1 glikolitycznego. Dlatego roznice miedzy samcami i samicami
nalezy interpretowac jako zalezne od plci biologicznej i lokalnego kontekstu migénia, a nie

jako bezposredni dowdd udziatu konkretnego szlaku hormonalnego.

Odmienny obraz stwierdzono w mig$niu podtuznym goérnym jezyka. U samcow po
podaniu iryzyny zwigkszyla si¢ liczba widkien/mm?, a jednocze$nie zmniejszyta si¢ sSrednica
widkien typu I, IIa i IIb. Jest to kierunek przeciwny do obserwowanego w zwaczu i mi¢$niu
brzuchatym tydki. Réwniez ten wynik jest spdjny morfometrycznie: mniejsze widkna
zajmuja mniejszg powierzchni¢ przekroju, dlatego w tej samej powierzchni peczka moze
znajdowac si¢ ich wigcej. U samic $rednica wldkien mig$nia podtuznego gornego jezyka nie
zmienila si¢ istotnie, co wskazuje na odmienng odpowiedz tego mig$nia u samcOw i samic.
Jednocze$nie w migs$niu podluznym goérnym jezyka u obu pici zwiekszyt si¢ udzial wtokien
typu I 1i1la, a zmniejszyt udzial widkien typu IIb. Oznacza to, Ze mimo zmniejszenia $rednicy
wlokien u samcow, obserwowane zmiany nie odpowiadaja prostemu obrazowi zaniku
migsniowego. Bardziej prawdopodobna jest przebudowa profilu widkien w kierunku
wiekszego udziatu komponentu wolniejszego i1 bardziej odpornego na zmeczenie. Wiokna
typu I i Ila cechuja si¢ wigkszym potencjatlem oksydacyjnym niz widkna typu IIb, dlatego
taki kierunek zmian moze wskazywac na adaptacje zwigzang z utrzymaniem dlugotrwate;j,
precyzyjnej aktywnosci migs$nia, a nie ze zwigkszeniem krotkotrwatej sity skurczu

(Bloemberg & Quadrilatero, 2012; Fogarty & Sieck, 2021; Schiaffino & Reggiani, 2011).

Taka interpretacja jest szczegllnie istotna ze wzglgdu na budowe 1 funkcje
analizowanego mie¢$nia. Migsien podtuzny gorny nalezy do migsni wewnetrznych jezyka.
W przeciwienstwie do zwacza 1 mig¢$nia brzuchatego tydki nie dziata jako typowy migsien
przyczepiony do elementow kostnych i przenoszacy sil¢ przez uktad dzwigni. Jego poczatek
1 koniec znajdujg si¢ w obrebie jezyka, a jego czynno$¢ polega przede wszystkim na zmianie
ksztaltu jezyka, skracaniu go i unoszeniu jego powierzchni (Bailey & Fregosi, 2004;
McClung & Goldberg, 2000). Z tego powodu jezyk jest opisywany jako hydrostat
migsniowy, w ktérym ruch 1 deformacja wynikaja z pracy wzajemnie ulozonych peczkow
migsniowych, bez udzialu sztywnego szkieletowego rusztowania (Gilbert i in., 2007; Kier
& Smith, 1985). Brak bezposredniego przyczepu kostnego moze mie¢ znaczenie dla

interpretacji obecnych wynikéw. W zwaczu 1 mig$niu brzuchatym tydki wzrost minimalne;j
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srednicy Fereta wiokien wskazywal na zwigkszenie ich rozmiaru, co na poziomie
pojedynczego widkna moze by¢ zgodne z wicksza zdolnoscig do generowania sity. Nie
pozwala to jednak wnioskowa¢ o wzroscie sily catego migénia, poniewaz w pracy nie
oceniano catkowitego pola przekroju migsnia, jego architektury ani wiasciwosci
czynno$ciowych. W migsniu podluznym gérnym jezyka znaczenie obserwowanych zmian
nalezy wigc rozpatrywac nie w kategoriach prostego zwigkszenia potencjatu sitowego, lecz
raczej reorganizacji cech wildkien w migsniu odpowiedzialnym za lokalng deformacje
tkanki, koordynacje z innymi mig¢sniami jezyka oraz powtarzalng aktywnos¢ zwigzang
z pobieraniem pokarmu, potykaniem i oddychaniem (Bailey & Fregosi, 2004; Fogarty &
Sieck, 2021). W tym kontekécie zwigkszenie udzialu wildkien typu I i wildkien
sklasyfikowanych jako typ Ila przy réwnoczesnym zmniejszeniu udzialu widkien
sklasyfikowanych jako typ IIb moze wskazywac na przesunigcie profilu mig¢énia w strone
wiekszego udziatu widkien o wyzszym potencjale oksydacyjnym, a nie na przebudowe

ukierunkowang na zwickszenie sity calego mig$nia.

Réznice migdzy migéniami jezyka a mig$niami konczyn sg dobrze widoczne réwniez
w ich organizacji histologicznej. Mig$nie jezyka wykazuja duza heterogennos¢ wiokien,
obecnos¢ wiokien hybrydowych oraz zroéznicowanie regionalne, a ich wlasciwosci
skurczowe 1 odporno$¢ na zmeczenie zalezg od lokalizacji oraz funkcji danego mig$nia
(Cullins & Connor, 2017; Fogarty & Sieck, 2021; Stal i in., 2003). Mig$nie zewnetrzne
jezyka, majace przyczepy kostne 1 wprowadzajace jezyk w ruch jako catos$¢, roznig sie od
mieg$ni wewnetrznych, ktore zmieniajg jego ksztalt i lokalng geometrie (Bailey & Fregosi,
2004; McClung & Goldberg, 2000). Dlatego odpowiedz mig$nia podluznego goérnego na
iryzyne nie musi odpowiada¢ zmianom obserwowanym w zwaczu ani w migs$niu
brzuchatym tydki. W obecnym badaniu jezyk reagowat przede wszystkim zmiang profilu

wilokien, a nie zwigkszeniem ich kalibru.

Nalezy réwniez uwzgledni¢ ograniczenia zastosowanej klasyfikacji wiokien. U gryzoni
w miegs$niach szkieletowych wystepuja witokna typu I, Ila, 1Ix/IId oraz IIb, a widkna
hybrydowe moga wspotwyraza¢ wigcej niz jedng izoform¢ MyHC (Bloemberg &
Quadrilatero, 2012; Pette & Staron, 2000; Schiaffino & Reggiani, 2011). W niniejszym
doswiadczeniu nie wyodrgbniano osobno puli wtdkien typu IIx/IId. Dlatego zmiany udziatu

wilokien Ila 1 IIb nalezy interpretowa¢ jako zmiane profilu histochemicznego
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1 immunohistochemicznego w przyjetym uktadzie klasyfikacji, a nie jako pelny opis

wszystkich izoform MyHC obecnych w analizowanych mig$niach.

Zuchwa stanowi szczegodlny element uktadu kostnego, poniewaz laczy cechy kosci
podporowej, kosci twarzy oraz struktury bezposrednio zwigzanej z narzagdem zucia. Jej
rozw0j, ksztalt i przebudowa zalezg nie tylko od ogoélnoustrojowej regulacji metabolizmu
kostnego, ale rowniez od lokalnych obcigzen mechanicznych przenoszonych przez zeby,
staw skroniowo-zuchwowy oraz mi¢snie zucia. W odréznieniu od kosci dtugich, zuchwa ma
nieregularng geometri¢, zlozony uklad czgéci korowej i beleczkowej, obecno$¢ zgbow
1 przyzgbia oraz wyraznie regionalny charakter obcigzen (Bresin i in., 2000; Buvinic i in.,
2020; Mavropoulos i in., 2010). Z tego wzgledu jej odpowiedZ na egzogenng iryzyne nie

musi by¢ zgodna z reakcja kosci udowe;.

W obecnym badaniu iryzyna nie zmienila masy zuchwy ani RBW u samcow 1 samic, co
wskazuje, ze nie wywolala prostego przyrostu masy tej kosci. Jednoczes$nie zmienity si¢ jej
wymiary liniowe, a kierunek zmian zalezal od ptci. U samcow zmniejszyly si¢ wysokos¢
zuchwy i dlugo$¢ jej podstawy, natomiast u samic oba te parametry wzrosty. Dlugosé
zuchwy zwigkszyta si¢ u obu plci, przy silniej zaznaczonej odpowiedzi u samic. Taki uktad
wynikOw sugeruje, ze iryzyna nie dzialala na Zzuchwe jako czynnik zwigkszajacy ogdlng
mas¢ kostng, lecz modyfikowala wzorzec jej wzrostu i modelowania. W okresie
intensywnego rozwoju nawet niewielka zmiana aktywno$ci modelowania w okreslonych
regionach kosci moze prowadzi¢ do zmiany proporcji zuchwy bez réwnoleglej zmiany jej
masy. Interpretujac te wyniki, nalezy uwzgledni¢ lokalny charakter przebudowy zuchwy.
Badania dotyczace narzadow zaangazowanych w proces zucia wskazuja, ze zmiany
obcigzen mechanicznych, wynikajace na przyktad z modyfikacji konsystencji pokarmu lub
ograniczenia funkcji zucia, wptywaja na strukture kosci zuchwy w sposob regionalny
(Bresin i in., 2000; Mavropoulos i in., 2010, 2014). Odpowiedz ta dotyczy zaréwno czesci
korowej, jak 1 beleczkowej, a jej kierunek zalezy od miejsca analizy i rodzaju zmienionego
obcigzenia. W tym kontekscie odmienne zmiany wysokosci, podstawy 1 dlugosci zuchwy
u samcOw 1 samic mogg odzwierciedla¢ réznice w lokalnym modelowaniu kosci, a nie

jednolity efekt ogdlnoustrojowy.

Wiasciwosci biomechaniczne zuchwy wskazuja, ze iryzyna nie wywotata prostego
zwigkszenia lub zmniejszenia wytrzymatosci kosci, lecz zmienita charakter jej odpowiedzi

na obcigzenie. U samcOw obraz ten sugeruje przesuni¢cie w kierunku wiekszej odpornosci
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na koncowe uszkodzenie, poniewaz mimo wcze$niejszego osiggania granicy sprezystosci
ko$¢ wytrzymywata wigksze obcigzenie maksymalne i pochlaniata wigcej energii przed
zniszczeniem. Oznacza to, ze po podaniu iryzyny zuchwa samcoéw moglta wczesniej
przechodzi¢ poza zakres odpowiedzi sprezystej, ale jednocze$nie zachowywata wigksza
zdolno$¢ do przenoszenia obcigzenia w dalszej fazie proby. U samic efekt mial inny
charakter. Wzrost parametréw zwigzanych 2z granicg sprezystos$ci, sztywno$cig
1 naprezeniem wskazuje na przesuni¢cie wilasciwosci zuchwy w kierunku wigkszej
sztywnosci 1 wigkszej odpornosci na poczatkowe odksztatcenie. Jednoczesne zmniejszenie
zdolnosci do pochlaniania energii przy obcigzeniu maksymalnym sugeruje jednak, Ze nie
byla to poprawa wszystkich aspektow wytrzymatosci. Taki profil moze odpowiadaé¢ kosci
bardziej sztywnej, ale mniej zdolnej do rozpraszania energii w koncowej fazie obcigzenia.
Istotne znaczenie dla interpretacji tych zmian ma wzrost Ix u obu pici. Przy braku zmian
masy zuchwy wskazuje on, ze iryzyna mogta wptywaé przede wszystkim na rozmieszczenie
tkanki kostnej wzgledem osi zginania, a nie na catkowitg ilo$¢ tkanki. W przypadku zuchwy,
ktorej wynik biomechaniczny zalezy silnie od ksztaltu, lokalnej geometrii i miejsca
przytozenia sity, taka zmiana rozmieszczenia materialu kostnego moze istotnie
modyfikowa¢ odpowiedz mechaniczng nawet bez réwnolegtego wzrostu masy lub BMD.
W tym ujeciu obserwowane zmiany biomechaniczne nalezy traktowaé jako efekt
przebudowy strukturalnej i geometrycznej, a nie jako prosty wynik wigkszej mineralizacji

kosci.

Analiza mikroarchitektury zuchwy wykazala, ze wplyw iryzyny dotyczyl przede
wszystkim organizacji kosci beleczkowej, a nie BMD. Brak istotnych zmian BMD sugeruje,
ze mineralizacja analizowanego obszaru pozostawala wzglednie stabilna, natomiast
parametry beleczkowe zmienialy si¢ w sposob zalezny od ptci. U samic wyniki micro-CT
wskazywaly na rozrzedzenie uktadu beleczkowego, natomiast u samcow obserwowano
odmienny kierunek zmian, zwigzany z wigksza gruboscig beleczek 1 mniejsza separacja
mig¢dzy nimi. Taki uktad wynikow potwierdza, ze BMD i parametry mikroarchitektoniczne
opisuja rozne sktadowe jakosci kosci 1 nie muszg zmienia¢ si¢ roOwnolegle (Bouxsein 1 in.,
2010; Faot 1 in., 2015; Watson 1 in., 2018). Wyniki te nalezy interpretowa¢ w kontekscie
specyfiki Zzuchwy jako ko$ci nieregularnej 1 regionalnie obcigzanej. Wlasciwosci
mechaniczne calej zuchwy zalezg od rozmieszczenia tkanki kostnej, udziatu czgéci korowe;,
lokalnej geometrii, miejsca przylozenia sily oraz struktury czesci beleczkowej. Z tego

powodu ostabienie wybranych parametrow beleczkowych nie musi bezposrednio oznaczaé
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pogorszenia calej odpowiedzi biomechanicznej kos$ci. Jest to szczegolnie istotne u samic,
u ktorych mniej korzystny obraz mikroarchitektury beleczkowej wspotwystepowat
z wigksza sztywno$cig 1 wyzszymi parametrami napr¢zeniowymi. W zuchwie zmiana
jednego przedziatu tkanki kostnej moze by¢ czeSciowo réwnowazona przez zmiang
geometrii lub udzialu czegsci korowej, dlatego mechaniczna odpowiedz calej kosci moze
odbiegac od tego, czego oczekiwano by wylacznie na podstawie parametréw beleczkowych
(Bresin 1 in., 1999; Buvinic 1 in., 2020; Faot i in., 2015). Wyniki znakowania kalceing
dodatkowo wskazuja, ze iryzyna nie nasilata jednoznacznie aktywnos$ci kosciotworzenia
w zuchwie. Najbardziej stalym elementem odpowiedzi bylo zmniejszenie MS/BS,
szczegolnie widoczne w kosci beleczkowej, przy braku réwnolegtego wzrostu MAR.
Oznacza to, ze iryzyna nie zwigkszata tempa odktadania nowej tkanki na aktywnych
powierzchniach mineralizacji, lecz raczej ograniczata udziat powierzchni objetej aktywna
mineralizacja. W takim ujeciu zmiany dynamiczne nie wskazuja na pobudzenie formowania

kosci, lecz na przesuniecie zakresu aktywnej przebudowy w obrgbie analizowanego VOLI.

Zestawienie wynikow micro-CT, kalceiny 1 biomechaniki sugeruje wigc, ze odpowiedz
zuchwy na iryzyne miata charakter przebudowy strukturalnej, a nie prostego wzrostu
mineralizacji lub masy kostnej. U samic podawanie iryzyny byto zwigzane z mniej korzystna
organizacja beleczek, ale réwnoczes$nie z wigkszg sztywnos$cig 1 wyzsza odpornoscig na
poczatkowe odksztalcenie. U samcow zmiany mikroarchitektoniczne byly mniej
jednoznaczne 1 mogly czesciowo wspiera¢ wigksza zdolnos¢ kosci do przenoszenia
obcigzenia w koncowej fazie proby. Taki obraz jest biologicznie mozliwy, poniewaz zuchwa
jest koscig czaszkowa o nieregularnej geometrii, jej odpowiedZ mechaniczna zalezy nie
tylko od ilo$ci tkanki kostnej, ale takze od jej rozmieszczenia, ksztattu catej kosci, lokalizacji
obcigzenia oraz regionalnej organizacji cz¢sci korowej 1 beleczkowej (Buvinic 1 in., 2020;
Faot 1 in., 2015; van Eijden, 2000). W praktyce oznacza to, ze pogorszenie wybranych
parametréw beleczkowych nie musi automatycznie prowadzi¢ do proporcjonalnego
pogorszenia wilasciwosci mechanicznych calej zuchwy. Wynik proby biomechanicznej
obejmuje odpowiedz catej struktury, w ktérej udziat biorg rownoczesnie czes$¢ korowa, czgsé
beleczkowa, geometria przekroju, rozmieszczenie materialu kostnego wzgledem osi
zginania oraz miejsce przylozenia sily. Dlatego u samic mniej korzystna organizacja
beleczek mogta wspotwystepowaé z wieksza sztywnos$cia i wyzsza odporno$cig na
poczatkowe odksztatcenie, jezeli rownolegle zmienita si¢ geometria lub udzial przedziatu

korowego. Podobnie u samcoéw wigksza zdolnos¢ kosci do przenoszenia obcigzenia
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w koncowej fazie proby mogta wynika¢ nie tylko ze zmian w kosci beleczkowej, lecz takze
z korzystniejszego rozmieszczenia tkanki kostnej, czego posrednim wskaznikiem byt wzrost
Ix. Takie rozdzielenie migdzy obrazem mikroarchitektury beleczkowej a mechanikg catej
kosci jest szczegolnie prawdopodobne w zuchwie, poniewaz jej sztywnos¢ 1 wytrzymatosé
zaleza od wlasciwosci tkanki, rozmieszczenia ko$ci oraz wielkos$ci i1 ksztaltu calej struktury

(Bouxsein i in., 2010; Faot i in., 2015; van Eijden, 2000).

Kos$¢ udowa stanowi odmienny model odpowiedzi kostnej niz zuchwa. Jest koscig dtuga,
powstajaca na drodze kostnienia §rodchrzestnego, obcigzang przede wszystkim podczas
podporu ciata i lokomocji. Jej wiasciwosci zalezag od wzrostu na dhugos¢, modelowania
trzonu, mikroarchitektury czeSci przynasadowej oraz stopnia mineralizacji tkanki.
W przeciwienstwie do zuchwy, ktorej odpowiedz jest silnie zwigzana z lokalng funkcja
narzadu zucia, ko$¢ udowa pozostaje pod wptywem obcigzen typowych dla konczyn oraz
ogolnoustrojowej regulacji wzrostu i metabolizmu kostnego (Frost, 1987, 2004; Robling &

Turner, 2009).

W obecnym badaniu iryzyna nie zmienita masy, RBW ani dlugosci kosci udowe;.
Oznacza to, ze w zastosowanym czasie doswiadczenia nie obserwowano prostego wplywu
iryzyny na wzrost liniowy ani na calkowita mas¢ tej kosci. Jest to istotne, poniewaz
zwierzgta znajdowaty si¢ w okresie intensywnego wzrostu, w ktorym nawet niewielkie
przesunigcia tempa modelowania moglyby znalez¢ odzwierciedlenie w parametrach
morfometrycznych. Brak takich zmian sugeruje, ze odpowiedZ kosci udowej dotyczyla
raczej jakosci tkanki 1 jej organizacji wewngetrznej niz ogdlnego rozmiaru kosci. Najbardziej
wyraznym elementem odpowiedzi byta zmiana mineralizacji. BMD wzrosto po podaniu
iryzyny u obu pici, co wskazuje, ze iryzyna mogla zwigksza¢ stopien mineralizacji
analizowanego obszaru kosci udowej. Taki wynik jest czesciowo zgodny z wczesniejszymi
badaniami, w ktérych iryzyna byla wigzana z poprawg parametrow mineralizacji
1 aktywnosci osteoblastycznej. Colaianni et al. (2015) wykazali, Ze rekombinowana iryzyna
podawana mtodym samcom myszy zwigkszata mase 1 wytrzymatos$¢ kosci korowej. Kim et
al. (2018) opisali dzialanie iryzyny przez receptory integrynowe aV, a Xue et al. (2022)
wskazali na aktywacje osteogenezy przez szlak BMP/SMAD zalezny od integryny aV.
Wyniki obecnego badania sg wigc zgodne z zalozeniem, ze ko§¢ udowa moze by¢ wrazliwa

na osteotropowe dziatanie iryzyny, cho¢ zakres tej odpowiedzi nie byt jednolity we
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wszystkich ocenianych parametrach (Colaianni i in., 2015; H. Kim 1 in., 2018; Xue i in.,

2022).

Wazrost beleczkowej BMD nie musi oznacza¢ rownolegte] poprawy calej sieci
beleczkowej ani nasilonego tworzenia nowej kosci. U samcéw po podaniu egzogennej
iryzyny obserwowano jednocze$nie wyzsza beleczkowa BMD 1 wigkszg Tb.Th, ale takze
mniejsze BV/TV 1 Tb.N oraz wigksze Tb.Sp. Taki uktad wynikow mozna interpretowac jako
obraz mniej licznych i bardziej oddalonych beleczek, ktore rownoczesnie byly grubsze lub
silniej zmineralizowane. U rosnacych szczurdw jest to szczegélnie istotne, poniewaz
beleczkowa przynasada pozostaje w fazie intensywnego modelowania zwigzanego
z kostnieniem $rodchrzestnym, dojrzewaniem pierwotnych beleczek i ich przemieszczaniem
sie od ptytki wzrostowej w kierunku trzonu (Altman i in., 2015). Takie rozdzielenie mi¢dzy
beleczkowa BMD a parametrami mikroarchitektury nie jest sprzeczne, poniewaz wskazniki
te opisuja rézne cechy tkanki kostnej. BMD odnosi si¢ do gestosci mineralnej w obrebie
analizowanego przedziatu beleczkowego, natomiast BV/TV, Tb.N, Tb.Th i Tb.Sp opisuja
przestrzenng organizacj¢ sieci beleczkowej (Bouxsein i1 in., 2010). Dlatego wyzsza
beleczkowa BMD moze wspotistnie¢ z mniejsza liczbg beleczek, jezeli pozostajace beleczki
sg grubsze lub bardziej zmineralizowane. U samcow uzyskany wynik wskazuje wiec raczej
na zmian¢ relacji migedzy mineralizacja 1 organizacja beleczek niz na prosty efekt
anaboliczny. Nie mozna wykluczy¢, ze czg$¢ obserwowanych zmian byla zwigzana takze
z odmiennym s$rodowiskiem mechanicznym kosci udowej. Zgodnie z teorig mechanostatu
Frosta odpowiedz tkanki kostnej zalezy od lokalnego poziomu odksztalcen mechanicznych
1 przekroczenia progéw prowadzacych do utrzymania, tworzenia lub resorpcji kosci (Frost,
1994, 2004). Poniewaz ko$¢ udowa jest koscig podporowa konczyny miednicznej, rdéznice
masy ciata 1 zwigzane z nimi obcigzenia mogly wptywac na jej modelowanie w okresie
wzrostu. W niniejszej pracy nie oceniano jednak sit dziatajacych na konczyne, aktywnosci
lokomotorycznej ani lokalnych odksztatcen kos$ci, dlatego mechanostat nalezy traktowaé
jako mozliwy kontekst interpretacyjny, a nie bezposrednio potwierdzony mechanizm
obserwowanych zmian. U samic odpowiedz byta stabsza w zakresie mikroarchitektury,
poniewaz wzrost beleczkowej BMD nie wigzal si¢ z poréwnywalng zmiang organizacji sieci
beleczkowej. Moze to wskazywac, ze w tej lokalizacji podanie zwigzku wptywato gtéwnie
na mineralizacj¢ przedziatu beleczkowego, podczas gdy u samcow rownolegle zmieniaty si¢

takze wybrane parametry organizacji beleczek.
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Wiasciwosci biomechaniczne kosci udowej wskazuja, ze podanie egzogennej iryzyny
zmienito charakter odpowiedzi mechanicznej kosci, ale nie prowadzito do jednoznacznego
zwigkszenia jej wytrzymatosci. U samic obserwowano wzrost parametréw zwigzanych
z granicg sprezystosci, co wskazuje, ze kos¢ wymagata wickszego obcigzenia i wigkszej
pracy do osiggnigcia punktu granicznego migdzy zakresem sprezystym a dalszym
odksztatceniem. Jednoczes$nie brak zmian Fmax 1 Wmax 0znacza, ze nie stwierdzono wzrostu
maksymalnej no$nosci kosci ani zdolno$ci do pochtaniania energii w koncowej czesci proby.
Spadek sztywnosci u obu pici wskazuje natomiast na wigkszg podatnos¢ kosci na
odksztalcenie w poczatkowym zakresie obcigzenia. Taki profil wynikéw nie powinien by¢
interpretowany jako prosta poprawa wytrzymaltosci, lecz jako zmiana sposobu przenoszenia
obcigzen przez kos¢ udowa. Interpretacja tych wynikéw wymaga oddzielenia parametrow
uzyskanych dla réznych przedziatow anatomicznych ko$ci. Test trojpunktowego zginania
kosci udowej ocenial odpowiedz mechaniczng catej kosci obcigzanej w srodkowej czesci
trzonu, a wigc w regionie z dominujacym udzialem tkanki korowej. Z kolei objg¢tosciowa
gesto§¢ mineralng kosci beleczkowej oraz parametry mikroarchitektury beleczkowej
oznaczano w dalszej przynasadzie kos$ci udowej, a wigc w obszarze z dominujacym
udzialem kosci beleczkowej. Test trojpunktowego zginania ocenial natomiast gtownie
odpowiedz mechaniczng trzonu kosci udowej, w ktérym zasadnicze znaczenie ma cze$¢
korowa. Z tego wzgledu wynikéw mineralizacji 1 mikroarchitektury kosci beleczkowej nie
mozna traktowac jako bezposredniego wyjasnienia zmian biomechanicznych trzonu kos$ci
udowej. Zmiany mechaniczne kosci udowej nalezy wigc odnosi¢ przede wszystkim do cech
strukturalnych calej kosci oraz geometrii trzonu, w tym do rozmieszczenia tkanki korowej
wzgledem osi zginania. Parametry takie jak naprezenie, odksztalcenie i pozorny modut
Younga obliczano na podstawie modelu geometrycznego przyjetego dla testu zginania,
dlatego nalezy je interpretowac jako pozorne wlasciwos$ci materiatowe, zalezne od ksztattu
przekroju 1 zalozen obliczeniowych. Brak rownolegtego wzrostu Fmax 1 Wmax przy
zmniejszeniu sztywnosci wskazuje, ze podanie egzogennej iryzyny nie zwiekszyto globalnej
odpornosci kosci udowej na zniszczenie, lecz zmienilo relacj¢ miedzy obcigzeniem,
odksztatceniem 1 pracg do granicy sprezystosci. Jest to zgodne z ujeciem, w ktorym
wlasciwos$ci mechaniczne ko$ci dugiej zaleza nie tylko od stopnia mineralizacji tkanki, ale
rowniez od geometrii przekroju, organizacji kosci korowej, porowatosci, jakosci macierzy
kolagenowej i rozmieszczenia materiatu kostnego wzgledem osi obcigzenia (Bouxsein i in.,

2010; Currey, 2003).
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Wyniki znakowania kalceing wskazuja, ze dynamiczna odpowiedz kosci udowej byta
rézna w czesci korowej 1 beleczkowej. W korze iryzyna byta zwigzana ze zmniejszeniem
MAR 1 BFR/BS przy réwnoczesnym wzroscie MS/BS. Oznacza to, ze wigkszy udziat
powierzchni byt objety aktywng mineralizacjg, jednak tempo odkladania nowej
zmineralizowanej macierzy na tych powierzchniach byto mniejsze, co ostatecznie wigzato
si¢ ze zmniejszeniem catkowitego tempa tworzenia kosci odniesionego do powierzchni
kosci. W kosci beleczkowej obserwowano odmienny wzorzec odpowiedzi. MS/BS
zmniejszyt si¢ po podaniu iryzyny, natomiast MAR oraz BFR/BS wzrosty u obu pici.
Wskazuje to, ze mineralizacja obejmowata mniejszy udziat powierzchni beleczkowych, ale
na powierzchniach pozostajacych aktywne apozycja mineralna przebiegata szybciej. Wzrost
BFR/BS mimo zmniejszenia MS/BS wskazuje, ze zwigkszenie MAR przewazato nad
ograniczeniem zakresu powierzchni aktywnie mineralizujacej. Odpowiedz koSci
beleczkowej nie polegata wiec na uogdlnionym nasileniu aktywno$ci mineralizacyjnej
w calym analizowanym obszarze, lecz na zwigkszeniu intensywnos$ci formowania kos$ci
w obrgbie mniejszej puli aktywnych powierzchni. Takie rozdzielenie migdzy BMD,
mikroarchitekturg, biomechanika i dynamicznymi wskaznikami histomorfometrycznymi
jest biologicznie mozliwe. BMD odzwierciedla stan mineralizacji tkanki w momencie
analizy, natomiast znakowanie kalceing opisuje dynamiczny proces odktadania nowej tkanki
w  krotkim przedziale czasu przed zakonczeniem doswiadczenia. Z kolei test
biomechaniczny obejmuje odpowiedz calej kosci jako struktury. Dlatego wzrost BMD moze
wspotistnie¢ ze zmiang organizacji beleczek oraz odmienng aktywnoscig formowania kos$ci

w poszczegdlnych przedziatach tkankowych.

Kregi ledzwiowe stanowia kolejny, odmienny funkcjonalnie element szkieletu.
W przeciwienstwie do zuchwy i1 kosci udowej, w niniejszym doswiadczeniu kregi oceniano
wylacznie pod wzgledem BMD oraz mikroarchitektury kosci beleczkowej, dlatego ich
interpretacja nie moze by¢ bezposrednio odnoszona do wlasciwosci biomechanicznych ani
dynamicznych parametréw kosciotworzenia. Mimo tego uzyskane wyniki sg istotne,
poniewaz pokazuja, ze odpowiedz tkanki kostnej na iryzyne byla zalezna od lokalizacji

anatomicznej.

Obraz micro-CT kregéw wskazywat na mniej korzystng organizacj¢ kosci beleczkowe;j
po podaniu iryzyny. U obu pici stwierdzono zmniejszenie BMD, BV/TV 1 Tb.N oraz
zwigkszenie Tb.Sp, przy braku istotnych zmian Tb.Th. Taki uktad wynikow sugeruje, ze
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iryzyna byla zwigzana przede wszystkim ze zmniejszeniem liczby beleczek i zwigkszeniem
odlegtosci migdzy nimi, bez kompensacyjnego pogrubienia pozostatych struktur
beleczkowych. W praktyce oznacza to rozrzedzenie sieci beleczkowej kregow, a nie jedynie
zmian¢ stopnia mineralizacji pojedynczych beleczek. Parametry te nalezy interpretowac
tacznie, poniewaz BMD, BV/TV, Tb.N, Tb.Th i Tb.Sp opisujg rézne aspekty jakosci kosci
i dopiero ich zestawienie pozwala oceni¢ kierunek przebudowy mikroarchitektury

(Bouxsein i in., 2010).

Taki obraz réznit si¢ od zmian obserwowanych w kosci udowej. W kosci udowej BMD
wzrosto u obu plci, a u samcow wzrostowi temu towarzyszylo zwiekszenie Tb.Th, mimo
pogorszenia czg$ci pozostalych parametrow beleczkowych. W kregach natomiast spadek
BMD wspotwystepowal ze zmniejszeniem BV/TV 1 Tb.N oraz wzrostem Tb.Sp. Oznacza
to, ze w kregach nie obserwowano cech sugerujacych dojrzewanie lub pogrubienie
pozostajacych beleczek. Odpowiedz tej lokalizacji miala raczej charakter utraty elementow
sieci beleczkowej lub ograniczenia ich utrzymania w analizowanym VOI. Réznica migdzy
ko$cig udowa 1 kregami jest biologicznie mozliwa, poniewaz ko$ci te rdznig si¢ funkcja,
geometrig, kierunkiem, wielko$cia i rodzajem dominujacego obcigzenia. Kos¢ udowa jest
koscig dhuga, w ktorej istotne znaczenie maja trzon, cz¢$¢ korowa i obcigzenia zwigzane
z lokomocja. Trzon kregu jest natomiast struktura bogata w kos$¢ beleczkowa,
przystosowang gtownie do przenoszenia obcigzen osiowych i kompresyjnych. W przypadku
kregow architektura beleczkowa ma szczegodlne znaczenie dla wlasciwosci mechanicznych,
poniewaz bierze udziat w przenoszeniu obcigzen dziatajgcych na caty trzon kregu. Badania
biomechaniczne wskazuja, ze zalezno$¢ migdzy mikroarchitektura beleczkowa
a zachowaniem mechanicznym kregu jest silna, ale zalezy réwniez od geometrii catego

trzonu 1 obecnosci cienkiej warstwy korowej (Barak 1 in., 2010; Fields 1 in., 2009).

W tym kontek$cie zmniejszenie BV/TV 1 Tb.N przy wzroscie Tb.Sp w kregach moze
mie¢ wigksze znaczenie funkcjonalne niz podobne zmiany w lokalizacji, w ktorej
dominujacg role odgrywa czgs¢ korowa. Kregi zawierajg stosunkowo duzy udziat kosci
beleczkowej, dlatego utrata liczby beleczek 1 zwigkszenie przestrzeni migdzy nimi mogag
szybciej przektada¢ sie na pogorszenie jako$ci strukturalnej trzonu kregu. Brak zmian FD
wskazuje, ze mimo zmian poszczegdlnych parametréw mikroarchitektury nie stwierdzono
istotnej zmiany globalnego sposobu organizacji 1 wypelniania przestrzeni przez siec

beleczkowy. Bardziej prawdopodobne jest wigc ilosciowe rozrzedzenie sieci beleczkowej

96



Egzogenna iryzyna jako modulator rozwoju uktadu migsniowo-szkieletowego w okresie dojrzewania

niz zasadnicza zmiana jej globalnej organizacji geometrycznej. Bardziej prawdopodobne
jest wiec iloSciowe rozrzedzenie sieci beleczkowej niz zasadnicza zmiana jej globalnej
organizacji geometrycznej. Taki profil mikroarchitektury jest zwykle wigzany z mniejsza
zdolnoscig kosci beleczkowej do przenoszenia obcigzen. Istotne jest rowniez to, ze zwierzeta
znajdowaty si¢ w okresie intensywnego wzrostu. W rosnacym szkielecie ko§¢ beleczkowa
powstaje 1 przeksztalca si¢ dynamicznie w zwigzku z kostnieniem $roédchrzgstnym,
modelowaniem 1 przemieszczaniem nowo utworzonej tkanki od ptytki wzrostowej
w kierunku dalszych czesci kosci (Altman 1 in., 2015). W takim uktadzie spadek Tb.N
i wzrost Tb.Sp moga wynika¢ nie tylko z nasilonej resorpcji, ale rowniez z zaburzenia

réwnowagi miedzy powstawaniem nowych beleczek, ich utrzymaniem i przebudowa.

Uzyskany wynik jest szczegolnie interesujacy w odniesieniu do wcezesniejszych badan
nad iryzyna, w ktorych czesto opisywano jej dziatanie ochronne wobec kos$ci beleczkowe;.
W modelu odcigzenia konczyn u myszy rekombinowana iryzyna zapobiegata utracie masy
kostnej 1 sprzyjata odtworzeniu parametrow beleczkowych w kregach ledzwiowych
(Colaianni i in., 2017). Podobnie w modelach osteoporozy zwigzanej ze starzeniem lub
niedoborem estrogenoéw iryzyna byla opisywana jako czynnik ograniczajacy utrate kosci
1 poprawiajacy wybrane parametry mikroarchitektury (Colaianni i in., 2017; Li i in., 2024).
Wynik niniejszego doswiadczenia nie musi by¢ z tym sprzeczny, poniewaz dotyczy
mtodych, intensywnie rosnacych szczuréw, bez indukowanej osteoporozy, odcigzenia lub
zaburzen metabolicznych. W takim modelu iryzyna mogta wplywa¢ na kos$¢ nie jako
czynnik odtwarzajacy utracong mase kostng, lecz jako modulator przebudowy rozwijajacej
si¢ sieci beleczkowej. Mozliwy jest rowniez udziat r6znej rownowagi migdzy aktywnoscia
osteoblastyczng 1 osteoklastyczng. Iryzyna bywa opisywana jako czynnik wspierajacy
osteogeneze, ale wykazano takze, ze moze bezposrednio pobudza¢ osteoklastogeneze
1 resorpcje kosci, co wskazuje na jej udziat w regulacji remodelingu, a nie wytacznie
w pobudzaniu formowania kosci (Estell i in., 2020; H. Kim i in., 2018). W kregach mtodych
szczurdw przesunigcie tej rownowagi w kierunku szybszej przebudowy lub utraty czesci

beleczek mogloby tlumaczy¢ jednoczesny spadek BMD, BV/TV 1 Tb.N oraz wzrost Tb.Sp.

Wyniki niniejszego do$wiadczenia wskazuja, ze egzogenna iryzyna modyfikowata
rozwijajacy si¢ uklad mig$niowo-szkieletowy mlodych szczurdéw, jednak jej dzialanie nie
miato charakteru jednorodnego. Nie stwierdzono obrazu, w ktérym wszystkie analizowane

migsnie 1 kosci reagowatyby rownolegtym wzrostem masy, mineralizacji, wytrzymatosci lub
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aktywnosci ko$ciotworzenia. Odpowiedz byta zalezna od lokalizacji anatomicznej, plci oraz
rodzaju analizowanej tkanki. Calo$¢ wynikow wskazuje, ze migsnie i koSci nie tworzyty
prostego, rownoleglego wzorca odpowiedzi na iryzyne. W czgsci migsniowej dominowata
przebudowa $rednicy 1 profilu widkien, natomiast w czesci kostnej obserwowano zmiany
zalezne od lokalizacji: w zuchwie zwigzane z geometrig, mikroarchitektura i mechanika,
w ko$ci udowej z mineralizacja 1 przebudowa beleczek, a w kregach z rozrzedzeniem
struktury beleczkowej. Jest to zgodne z koncepcja, ze uktad mig$niowo-szkieletowy
funkcjonuje jako ztozona jednostka mechaniczna i1 endokrynna, w ktérej miesnie 1 kosci
komunikujg si¢ zar6wno przez obcigzenia mechaniczne, jak i przez czynniki humoralne,
w tym miokiny (Buvinic i in., 2020; Dalle Carbonare i in., 2023; Severinsen & Pedersen,
2020). Interpretujac uzyskane wyniki, nalezy podkresli¢, ze w niniejszym doswiadczeniu
oceniano wplyw iryzyny podawanej egzogennie, a nie fizjologicznej iryzyny uwalnianej
w odpowiedzi na aktywno$¢ mig$ni. Ma to istotne znaczenie biologiczne. W warunkach
naturalnych iryzyna jest jednym z wielu sygnalow pojawiajacych si¢ w odpowiedzi na
skurcz migéni, razem z obcigzeniem mechanicznym, zmianami metabolicznymi, aktywacja
innych miokin oraz lokalng odpowiedzig tkanek. Podanie rekombinowanej iryzyny
z zewnatrz tworzy natomiast ogdlnoustrojowy sygnat hormonalny, ktory nie musi odtwarzad
fizjologicznego wzorca wydzielania tej miokiny podczas wysitku (Maak i in., 2021;
Severinsen & Pedersen, 2020). Nie mozna wigc wykluczy¢, ze u miodych, intensywnie
rosngcych szczurow egzogenna iryzyna przesuwata rOwnowage modelowania i remodelingu
poza fizjologiczny zakres typowy dla endogennej odpowiedzi wysitkowej. Nie oznacza to
koniecznie dziatania toksycznego ani prostego ,,nadmiaru” iryzyny, poniewaz w badaniu nie
oznaczano jej stezenia we krwi i nie porownywano kilku dawek. Jednak dane literaturowe
wskazuja, ze wptyw iryzyny zalezy od dawki, czasu ekspozycji i modelu biologicznego, a jej
dzialanie moze obejmowaé zaréwno pobudzenie osteogenezy, jak 1 aktywacje
osteoklastogenezy oraz resorpcji kosci (Alzoughool 1 in., 2020; Colaianni i in., 2015; Estell
1 in., 2020). Dlatego bardziej wlasciwe jest traktowanie iryzyny jako modulatora
przebudowy uktadu mig$niowo-szkieletowego niz jako jednoznacznego czynnika

anabolicznego.

Wyniki niniejszego do§wiadczenia pokazuja, ze taka regulacja w okresie wzrostu moze
prowadzi¢ do efektéw korzystnych w jednych strukturach i mniej korzystnych w innych.
Zwigkszenie $rednicy wiokien zwacza i mig$nia brzuchatego tydki, wzrost BMD kosci

udowej oraz poprawa niektorych parametrow mechanicznych wskazuja na potencjat iryzyny
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do modyfikowania rozwijajacych sie tkanek miesniowo-szkieletowych. Jednoczesnie
rozrzedzenie beleczek w kregach, zmniejszenie MS/BS w zuchwie oraz pogorszenie cz¢$ci
parametrow mikroarchitektury wskazuja, ze efekt ten nie byt jednoznacznie anaboliczny.
Najwazniejszym wnioskiem z badania jest wigc lokalizacyjnie i1 ptciowo zalezny charakter

odpowiedzi rozwijajacego si¢ uktadu migsniowo-szkieletowego na egzogenng iryzyne.
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9. WNIOSKI

Egzogenna iryzyna podawana miodym szczurom Wistar w okresie dojrzewania
moduluje rozw6j ukladu migsniowo-szkieletowego, ale nie wywoluje jednolitej
odpowiedzi anabolicznej. Kierunek i zakres zmian zalezg od badanej struktury, jej
lokalizacji anatomicznej 1 funkcji, a w czesci parametrow takze od pici.

W migéniach egzogenna iryzyna reorganizuje cechy wldokien mig$niowych,
obejmujgce ich $redniceg, upakowanie w obrebie peczkdw oraz profil histochemiczny.
Odmienna odpowiedz zwacza, mig¢snia brzuchatego tydki i mig$nia podtuznego
gornego jezyka wskazuje, ze efekt iryzyny zalezy od funkcji analizowanego mig¢$nia.
Zachowany, obwodowy sygnat dystrofiny wskazuje, ze obserwowane zmiany nie
majg charakteru uszkodzeniowego.

W kos$ciach egzogenna iryzyna modyfikuje mineralizacj¢, mikroarchitekture,
geometri¢, dynamiczne wskazniki formowania tkanki kostnej oraz wlasciwosci
mechaniczne, jednak odpowiedz zuchwy, kosci udowej i kregéw nie ma wspolnego
kierunku. Dziatanie iryzyny dotyczy wigc organizacji i modelowania tkanki kostnej,
a nie prostego zwigkszenia masy, mineralizacji lub wytrzymato$ci wszystkich
analizowanych kosci.

Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze egzogenna iryzyna jest modulatorem
rozwijajacego si¢ uktadu migsniowo-szkieletowego. Jej efekt zalezy od lokalnego
kontekstu biologicznego 1 nie powinien by¢ utozsamiany z jednokierunkowym

dziataniem anabolicznym w obre¢bie catego uktadu migsniowo-szkieletowego.
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