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Streszczenie

Osteoporoza jest schorzeniem wynikajacym miedzy innymi z niedoboru estrogenéw u ko-
biet w okresie menopauzalnym. Choroba ta charakteryzuje si¢ zmniejszong wytrzymato-
$cig kosci na uszkodzenia mechaniczne. Oslabienie ukladu szkieletowego wynika z zabu-
rzen na poziomie mikroarchitektury tkanki kostnej. Aby zapobiec rozwojowi osteoporozy
pomenopauzalnej, mozna stosowac terapie hormonalna, ktéra jednak niesie za sobg wie-
le dziatan niepozadanych. W zwiazku z tym poszukuje si¢ bezpiecznej alternatywy dla
hormonalnej terapii zastepczej. W tym celu wykorzystywane sg zwiazki pochodzenia ro-
slinnego, w tym substancje o charakterze flawonoidéw, nazywane fitoestrogenami. Celem
pracy byto zbadanie, czy zwigzek o strukturze flawonoidu - chryzyna - moze wykazywac
ochronne dziatanie na tkanke kostng na poziomie mikroarchitektury u szczuréw z ekspe-
rymentalnie wywolang osteoporoza. Badania prowadzono na samicach szczuréw szczepu
Wistar podzielonych na grupy: SHAM - pozornie operowane, OVX - owariektomizowa-
ne i OVX+CHR - owariektomizowane, ktorym podawano doustnie chryzyne w dawce
50 mg/kg przez 4 tygodnie. Po izolacji kosci zanalizowano parametry makrometryczne
oraz wykonano preparaty histologiczne i oznaczono szereg parametréw histomorfome-
trycznych. Uzyskane wyniki wskazuja, ze chryzyna podawana szczurom owariektomizo-
wanym powoduje nieznaczng poprawe badanych parametréw.

Summary
Osteoporosis is a disease caused by many factors, for example by estrogens deficiency in
menopausal women. It is characterized by decreased mechanical strength of the bones re-
sulting from alterations in bone microarchitecture. To prevent postmenopausal osteoporo-
sis development, hormonal replacement therapy can be used. There are however many side
effects of such therapy, thus safe alternative is needed. Scientific reports indicate that plant
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-derived substances, including flavonoids, may be helpful in postmenopausal osteoporosis
prevention or treatment. These substances are called ‘phytoestrogens. The aim of the study
was to examine if chrysin - a plant-derived flavonoid - reveals protective effect on bone
tissue microarchitecture in rats with experimental osteoporosis. The study was conducted
on female Wistar rats divided into groups: SHAM - sham operated, OVX - ovariectomi-
zed rats and OVX+CHR - ovariectomized rats treated with chrysin at a dose of 50 mg/kg.
Tested flavonoid was administered orally for 4 weeks. Obtained bones were weighted and
measured, then histological specimens were prepared and histomorphometric parameters
were analyzed. The results indicate, that chrysin administered to ovariectomized rats leads
to meager improvement of analyzed parameters.

Wstep

Osteoporoza jest schorzeniem szkieletu, ktdre charakteryzuje si¢ zmniej-
szong masg kosci, jak réwniez uszkodzeniem tkanki kostnej na poziomie
mikroarchitektury. Jednym z powazniejszych powiklan osteoporozy jest
obnizona wytrzymatosc¢ kosci, a co za tym idzie, zwiekszona podatno$¢ na
zlamania [1]. Odpowiedz tkanki kostnej na naprezenia mechaniczne zwig-
zana jest z jej budowa, ktéra pozwala na wlasciwg ochrone przed ztamania-
mi przy wykorzystaniu jak najmniejszej ilosci materialu budulcowego. Pro-
ces adaptacji kosci mozliwy jest dzieki obecnosci wyspecjalizowanych ko-
morek, osteocytow, ktdre przeksztalcajg sygnal mechaniczny w odpowiedz
chemiczng. Osteocyty uwalniajg czasteczki sygnatowe inicjujace aktywnos¢
formujacych kosci osteoblastow i/lub resorbujacych kos¢ osteoklastow [2].

Sposrdd wielu przyczyn lezacych u podstaw rozwoju osteoporozy u ko-
biet wymienia si¢ menopauze i zwigzany z nig niedobdr estrogenéw [3].
Dowiedziono, ze obnizony poziom tych hormonoéw plciowych moze pro-
wadzi¢ do wzmozonej apoptozy osteocytow, jak rowniez do zwiekszonej
aktywnosci osteoklastéw. Osteoklasty na swojej powierzchni posiadajg re-
ceptor estrogenowy (RE), poprzez ktdry estrogeny przylaczajg si¢ do komo-
rek, indukujgc ich apoptoze. W zwigzku z powyzszym, niedobor estroge-
néw prowadzi do zaburzen w réwnowadze proceséw zachodzacych w tkan-
ce kostnej, a resorpcja kosci przewaza nad ich tworzeniem [4].

Ze wzgledu na zwigkszone ryzyko wystgpienia osteoporozy i zwigzanych
z nig ztaman u kobiet w okresie pomenopauzalnym, poszukuje si¢ sposobow,
dzieki ktérym mozliwe bedzie zapobieganie lub opoéznienie rozwoju tego
schorzenia. U kobiet z niedoborem estrogenéw jednym ze sposobéw pro-
filaktyki osteoporozy moze by¢ hormonalna terapia zastepcza (HTZ), gdyz
jak dowiedziono, suplementacja estrogendw moze zmniejszy¢ ryzyko wysta-
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pienia ztaman nawet o 30-40% [5, 6]. Istnieje jednak wiele dowodow wska-
zujacych na niekorzystne efekty uboczne zwigzane ze stosowaniem HTZ,
w tym choroby ukladu krazenia, takie jak zakrzepica czy wyzsze prawdopo-
dobienstwo wystgpienia zawalu serca, jak rowniez zwiekszone ryzyko rozwo-
ju nowotwordéw hormonozaleznych [7]. Aby unikng¢ dzialan niepozadanych,
zwigzanych z HTZ, poszukuje si¢ bezpiecznej alternatywy dla zwigzkéw ste-
roidowych. Do zwigzkéw o niesteroidowej budowie, ktédre mogg wplywac
na receptory estrogenowe, sg zaliczane substancje pochodzenia ro$linnego
nazywane ogoélnie fitoestrogenami. Wsrod fitoestrogenéw mozna wymienic
flawonoidy, lignany, kumestany oraz mykoestrogeny. Dzigki strukturalnemu
podobienstwu do 17-p-estradiolu mogg pobudza¢ RE, jednak ich aktywnos¢
jest 102-10~ razy mniejsza niz endogennego estradiolu [8, 9].

Duzg grupe zwigzkow o charakterze fitoestrogenow stanowig flawonoidy;,
a w szczegolnosci izoflawony, takie jak genisteina, formononetyna czy bio-
chanina A [10, 11]. Obok izoflawonéw znajdujg si¢ réwniez inne zwigzki
zaliczane do flawonoidow, ktére mogg wykazywac¢ dziatanie estrogenopo-
dobne - flawonole, flawanony, flawony oraz izoflawany [12, 13].

Chryzyna, zwigzek o strukturze flawonu, wystepuje w wielu naturalnych
zrédlach roslinnych. Zidentyfikowano ja miedzy innymi w meczennicy
cielistej (Passiflora incarnata), meczennicy blekitnej (Passiflora caerulea),
ostropescie plamistym (Silybum marianum) i indyjskiej roélinie z rodzaju
Oroxylum (Oroxylum indicum). Chryzyna obecna jest réwniez w miodach
i propolisie oraz niektorych grzybach jadalnych, takich jak boczniak ostry-
gowaty (Pleurotus ostreatus) [14, 15, 16, 17, 18]. Flawon ten posiada wiele
udokumentowanych korzystnych dziatan farmakologicznych. Wykazuje
dzialanie przeciwlekowe, uspokajajace, przeciwutleniajgce, antyhepatotok-
syczne, jak réwniez przeciwnowotworowe [19, 20, 21]. Istniejg rowniez do-
niesienia, ze chryzyna moze przeciwdziala¢ utracie masy kostnej u szczu-
réw, ktorym podawano kwas retinowy jako czynnik powodujacy osteopo-
roze [22]. Brak jest jednak badan wskazujacych na wplyw tego flawonu na
zmiany w tkance kostnej wynikajgce z niedoboru estrogenow.

Celem niniejszej pracy bylo zbadanie oddzialywania chryzyny na para-
metry histomorfometryczne kosci szczuréw z osteoporoza wywotang po-
przez owariektomie.

Materiat i metody

Eksperyment przeprowadzono na 21 dojrzatych plciowo, 3-miesi¢cznych
samicach szczurow szczepu Wistar. Zwierzeta do badan zostaly dostarczo-
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ne przez Centrum Medycyny Doswiadczalnej SUM w Katowicach-Ligocie.
Zezwolenie na przeprowadzenie do$wiadczenia wydala Lokalna Komisja
Etyczna w Katowicach (numer zgody 74/2011). Zwierzeta do badan podzie-
lono na 3 grupy (n=7):

— SHAM - grupa kontrolna, u ktorej przeprowadzono zabieg pozorny,

— OVX - grupa owariektomizowana, poddana zabiegowi obustronnego

wyciecia jajnikdw,

— OVX+CHR - grupa owariektomizowana, ktérej podawano chryzyne

w dawce 50 mg/kg.

Grupy SHAM i OVX stanowity réwniez grupy kontrolne dla ekspery-
mentu prowadzonego nad badaniami wptywu naryngeniny na uklad kost-
ny w warunkach niedoboru estrogenow [23].

Podczas trwania catego eksperymentu szczury byly karmione pelnowar-
tosciowg granulowang pasza laboratoryjng Labofeed B bez zawartosci soi
i mialy nieograniczony dostep do wody pitne;.

24 godziny przed rozpoczeciem podawania wody i chryzyny oraz 24 godzi-
ny przed zakonczeniem eksperymentu, szczurom zaaplikowano dootrzewno-
wo tetracykline w dawce 20 mg/kg w objetosci 1 ml/kg masy ciata zwierzecia.

Chryzyne do podawania zwierzetom przygotowano w mozdzierzu poprzez
zawieszenie zwigzku w wodzie w proporcji 50 mg na kazde 2 ml wody bez
dodatkéw innych rozpuszczalnikow lub emulgatoréw. Zwierzetom podawano
zawiesing raz dzienne o tej samej porze dnia, przez 28 dni doustnie za pomoca
sondy dozotagdkowej (per os — p.o.) w objetosci zaleznej od masy ciata — na kaz-
dy 1 kg masy ciata szczura podawano 2 ml zawiesiny, dzigki czemu podawana
dawka wynosila dokladnie 50 mg chryzyny/kg masy ciata. Przed pobraniem
do sondy zawiesine kazdorazowo dokladnie mieszano, aby uzyskac jej homo-
genicznos¢. Szczury z grup SHAM i OVX dostawaly wode destylowana p.o. Po-
dawanie chryzyny rozpoczeto tydzien po zabiegu owariektomii.

W trakcie trwania podawania wody i badanego zwigzku kontrolowano
przyrost masy ciala szczuréw za pomocg wagi Radwag WLY 0,6/1,2/D2
z dokfadnoscig do 0,1 g.

Po 28 dniach podawania owariektomizowanym szczurom chryzyny zwie-
rzeta usmiercono (zgodnie z wytycznymi Lokalnej Komisji Etyki w Katowi-
cach) poprzez jednokrotne podanie dootrzewnowo mieszaniny ketaminy
z ksylazyng. Po stwierdzeniu zgonu zwierzecia dokonano izolacji narzadéw
wewnetrznych: macicy, grasicy i watroby, a takze kosci: udowej, piszczelo-
wej oraz kregu L-4. Po wyizolowaniu narzady i kosci zwazono na wadze
A&D HR-200 o dokladnosci do 0,1 mg. Dodatkowo dokonano pomiaru
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parametréw makrometrycznych kosci, takich jak dlugos¢ kosci udowej
i piszczelowej oraz $rednica kosci udowej i piszczelowej (pomiaru doko-
nywano w potowie dlugosci kosci w plaszczyznie czolowej i strzatkowe;j).
Wyznaczono takze stosunek masy kosci do masy ciala szczurow okreslonej
po 4 tygodniach do$wiadczenia tuz przed usmierceniem. Stosunek masy
kos$ci do masy ciata zwierzat wyrazono w gramach na 100 gram masy ciala.

Z prawej kosci udowej przygotowano preparaty histologiczne wedlug wcze-
$niej opisywanych procedur [24, 25]. Z kosci udowej sporzadzono skrawek prze-
kroju poprzecznego poprzez cigcie tej kosci w polowie dtugosci przy uzyciu pity
diamentowej. Z tej kosci przygotowano takze skrawek przekroju podtuznego
nasady dalszej poprzez ciecie w plaszczyznie strzatkowej. Otrzymane skrawki
plukano w wodzie destylowanej, a nast¢pnie utrwalono w alkoholu etylowym
absolutnym. Preparaty przekroju podluznego kosci udowej wybarwiono me-
todg Trippa i Mackaya [26], ktore nastepnie postuzyly do badania szerokosci
beleczek kostnych oraz chrzastki nasadowej. Niewybarwione skrawki przekro-
jow poprzecznych wykorzystano do pomiaréw pola powierzchni korowej trzo-
nu, powierzchni jamy szpikowej kosci oraz calej powierzchni trzonu wedlug
metody Baylinka z wykorzystaniem lanametru [27]. W preparatach przekroju
poprzecznego z kosci udowej oznaczono takze przyrost kosci na grubos¢ ze-
wnetrzny (od strony periosteum) i wewnetrzny (od strony endosteum) z wyko-
rzystaniem metody tetracyklinowej [28]. Analizy parametréw histomorfome-
trycznych dokonano uzywajac mikroskopu Optiphot 2 polgczonego z kamera
RBG oraz oprogramowania Lucia 4.51 (Laboratory Imaging).

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, wykorzystujac test t-Stu-
denta. Za wyniki istotne statystycznie uznano te, ktérych p<0,05. Wyniki
przedstawiono w postaci srednich arytmetycznych + SEM. Do analizy staty-
stycznej uzyto oprogramowania Microsoft Excel 2010.

Wyniki

Konsekwencje niedoboru estrogenow u szczuréw

U szczuréw owariektomizowanych (OVX) po 4 tygodniach eksperymentu wy-
stapilo statystycznie istotne zwickszenie przyrostu masy ciata o 127,5% (p<0,001),
zmniejszenie masy macicy o 83,9% (p<0,001) oraz zwigkszenie masy grasicy
0 62,4% (p<0,01) w poréwnaniu z grupg kontrolng szczuréw operowanych po-
zornie (SHAM) (Tabela 1). Niedobdr estrogenéw nie wpltynal na mase watro-
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by, ale spowodowal wzrost masy ciala zwierzat (o 6,9%) w poréwnaniu z grupa
SHAM.

Tabela 1. Wplyw chryzyny na mase ciala, przyrost masy ciala i mas¢ macicy, grasicy oraz watroby
u szczuréw owariektomizowanych

Parametr/Grupa SHAM ovX OVX+CHR
Masa ciala po 4 tygodniach [g] 235,8+4,9 252,1+4,7 245,1+ 3,8
Przyrost masy ciata po 4 tygodniach [g] 13,5£0,8 30,742,3444 31,9+2,8
Masa macicy [g] 0,64310,096 0,104+0,004 444 0,103+0,004
Masa grasicy [g] 0,313+0,021 0,508+0,051 A4 0,515+0,038
Masa watroby [g] 6,270%0,225 5,965+0,163 6,186+0,195

Wyniki zostaty przedstawione jako $rednia arytmetyczna + SEM (n=7). #*- p<0,01, #**- p<0,001 -
réznice istotne statystycznie miedzy grupg OVX a grupg SHAM.

W grupie OVX zmniejszyla sie: masa kosci udowej (o 3,7%), kosci pisz-
czelowej (o 6,8%) i kregu L-4 (o 5,4%) w pordéwnaniu do grupy SHAM.
Zmniejszeniu ulegta masa wszystkich badanych kosci w przeliczeniu na
mase¢ ciala szczuréw, przy czym masa uda i masa piszczeli istotnie staty-
stycznie (odpowiednio o 10% i 12,8%; p<0,01), natomiast masa kregu nie-
istotnie statystycznie o 11,4%. Dlugo$¢ i srednica kosci udowej i piszczelo-
wej nie ulegly zmianom w poréwnaniu do grupy SHAM (Tabela 2).

Tabela 2. Wplyw chryzyny na parametry makrometryczne kosci u szczuréw owariektomizowanych

Parametr/Grupa ‘ SHAM ‘ ovX ‘ OVX+CHR
UDO
Masa uda [g] 0,668+0,013 0,643+0,016 0,650+0,010
Masa uda/masa ciala [g/100g] 0,327+0,008 0,267+0,004"4 0,278+0,004
Diugo$¢ [mm] 33,37+0,31 33,97+0,51 33,5+0,21
Srednica [mm] 3,25+0,02 3,25+0,04 3,25+0,03
PISZCZEL
Masa piszczeli [g] 0,521+0,008 0,485%0,015 0,488+0,010
Masa piszczeli/masa ciata [g/100g] 0,221+0,005 0,193+0,004 44 0,199+0,002
Dlugo$¢ [mm] 37,31+0,29 37,94+0,49 37,0+0,40
Srednica [mm] 2,63+0,06 2,58+0,04 3,15+0,08
KREG L-4
Masa kregu L-4 [g] 0,172+0,005 0,162+0,007 0,159+0,006
Masa kregu L-4/masa ciala 0,076:£0,004 0,067+0,003 0,070+0,007
(g/100g]

Wyniki zostaty przedstawione jako $rednia arytmetyczna + SEM (n=7). #*- p<0,01 - réznice istotne
statystycznie miedzy grupa OVX a grupag SHAM.
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W grupie OVX istotnie statystycznie zmniejszyta si¢ szerokos¢ beleczek
kostnych nasadyi przynasady kosci udowej odpowiednio o 15,2% (p<0,001)
i 5,7% (p<0,05), a nie zmienita si¢ szeroko$¢ chrzastki nasadowej w poréw-
naniu do grupy SHAM. Pole powierzchni przekroju poprzecznego czgsci
korowej trzonu kosci udowej ulegto zmniejszeniu (o 5%), zas wzrosto pole
powierzchni przekroju poprzecznego jamy szpikowej (o0 15,4%) i stosunek
pola powierzchni jamy szpikowej do pola powierzchni calego trzonu ko-
$ci udowej (istotnie statystycznie o 14,5%, p<0,05). Zaréwno przyrost kosci
udowej na grubosc¢ od strony okostnej, jak i od strony jamy szpikowej ulegt
zwiekszeniu, odpowiednio o 34,8% (istotnie statystycznie, p<0,05) i 0 9,8%
w poréwnaniu do grupy szczurdw operowanych pozornie (Tabela 3).

Tabela 3. Wplyw chryzyny na parametry histomorfometryczne w kosci udowej u owariektomizo-
wanych szczuréw

Parametr/Grupa SHAM ovX OVX+CHR
Szeroko$¢ belecz.ek nasady kosci 63,3612 53,70+0,7744 57,07+0,84"
udowej [um]
Szerokosc’ l.)eleczek.przynasady 41,7820,76 39,40£0,34" 41,09+0,5
kosci udowej[um]
Szerokos¢ chrzastki nasadowej 55,2142.76 53,8242,59 52,60+2,02

[um]

Pole powierzchni przekroju po-
przecznego czeéci korowej trzonu 6,514+0,127 6,185+0,172 6,240+0,190
ko$ci udowej [mm?]

Pole powierzchni przekroju po-
przecznego jamy szpikowej kosci 2,821+0,191 3,256+0,128 3,004+0,100
udowej [mm?]

Stosunek pola powierzchni jamy
szpikowej do pola powierzchni 0,301+0,015 0,345+0,0074 0,325+0,009
cafego trzonu kosci udowej

Przyrost kosci udowej na grubos¢

. 33,08+3,87 44,61+1,994 47,24+0,75
od strony okostnej [pm]

Przyrost kosci udowej na grubos¢

. . - 31,14+0,92 34,20+2,34 37,60+1,72
od strony jamy szpikowej [pm)]

Wyniki zostaly przedstawione jako $rednia arytmetyczna £ SEM (n=7). #- p<0,05, #44- p<0,001 -
réznice istotne statystycznie miedzy grupg OVX a grupg SHAM; ® - p<0,05 - réznice istotne staty-
stycznie miedzy grupg OVX+ CHR a grupg OVX.

Efekty dziatania chryzyny u owariektomizowanych szczurow
Stosowanie chryzyny nie wywolalo istotnych zmian w masie, macicy, grasicy,
watroby oraz w przyro$cie masy ciala w poréwnaniu do grupy OVX (Tabela 1).

Nie zaobserwowano istotnych zmian w masie kosci udowej, kosci pisz-
czelowej i kregu L-4, jak réwniez w dlugosci i szerokosci badanych kosci
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w poréwnaniu z grupg OVX. Natomiast masa badanych kosci w przelicze-
niu na mase ciala ulegta zwiekszeniu: uda o 4,3%, piszczeli o 3,2% i kregu
0 3,7% (Tabela 2).

U szczurow, ktérym podawano chryzyne zwigkszyla sie istotnie staty-
stycznie szeroko$¢ beleczek kostnych zaréwno nasady, jak i przynasady
ko$ci udowej odpowiednio o 6,3% (p<0,05) i 4,3% (p<0,05), a szerokos¢
chrzastki nasadowej pozostala bez istotnych zmian w poréwnaniu z grupa
OVX.

Stosowanie chryzyny nie spowodowato zmian pola powierzchni przekro-
ju poprzecznego czesci korowej trzonu kosci udowej, ale nastgpito zmniej-
szenie pola powierzchni jamy szpikowej (o 7,7%) oraz stosunku pola po-
wierzchni jamy szpikowej do pola powierzchni calego trzonu kosci udowe;j
(0 5,6%) w poréwnaniu do grupy OVX. Przyrost kosci udowej na grubos¢
od strony okostnej oraz od strony jamy szpikowej ulegl zwickszeniu (odpo-
wiednio 0 5,9% i 9,9% (Tabela 3.).

Dyskusja

Osteoporoza pomenopauzalna jest chorobg zanikowg ukladu szkieletowego,
w ktérej dochodzi do stopniowego zmniejszania masy kostnej w wyniku za-
burzen w procesach przebudowy kosci. Prowadzg one do nieprawidlowosci
w mikroarchitekturze tkanki kostnej i w efekcie do zwigkszonego narazenia
na urazy i ztamania. Bezposrednig przyczyng osteoporozy pomenopauzal-
nej jest niedobdr estrogendéw. Podobne zmiany w tkance kostnej, jakie ob-
serwuje si¢ u kobiet z niedostatecznym stezeniem hormondw plciowych,
wystepuja u dojrzalych samic zwierzat laboratoryjnych po usunieciu jaj-
nikéw. W niniejszej pracy osteoporoze wywotano u 3-miesiecznych samic
szczurow szczepu Wistar poprzez wykonanie zabiegu owariektomii [29].

Szczury owariektomizowane charakteryzowaty si¢ zwiekszonym przyro-
stem masy ciala i masy grasicy oraz bardzo znacznym zmniejszeniem masy
macicy w poréwnaniu ze szczurami operowanymi pozornie. Zaobserwo-
wane zmiany ogélnoustrojowe spowodowane s3 niedoborem estrogenow
i sSwiadczg o prawidlowo przeprowadzonym zabiegu wyciecia jajnikow. Po-
wyzsze spostrzezenia sg zgodne z danymi literaturowymi [10, 11, 13].

Niedobdr estrogenéw ma réwniez negatywny wplyw na uklad kostny
i prowadzi do nasilenia proceséw przebudowy kosci z przesunigciem row-
nowagi w kierunku resorpcji. U szczuréw owariektomizowanych obnizony
poziom estrogendéw doprowadzil do nieznacznego zmniejszenia masy kosci

48



Wptyw chryzyny na parametry histomorfometryczne kosci...

piszczelowej, udowej i kregu L-4 oraz znaczacego zmniejszenia masy ba-
danych kosci w przeliczeniu na mase ciata. Spowodowalo to pogorszenie
funkcji podporowej kosci, gdyz ze wzgledu na przyrost masy ciala byly one
poddawane wiekszym obcigzeniom.

U szczuréw z niedoborem estrogendéw zaobserwowano takze zmiany
w parametrach histomorfometrycznych zaréwno kosci zbitej (przyrost
trzonu kosci udowej na grubos¢, powierzchnia przekroju poprzecznego
czesci korowej i jamy szpikowej kosci udowej), jak i beleczkowatej (szero-
kos¢ beleczek kostnych, nasady i przynasady kosci udowej) w poréwnaniu
do szczuréw operowanych pozornie.

Tkanka kostna zbita zlokalizowana jest w trzonach kosci dtugich, w tym
ko$ci udowej i piszczelowej, natomiast nasady i przynasady tych kosci wy-
pelnione sg tkankg kostng beleczkowatg. Oba typy tkanki kostnej r6znig sie
nie tylko rozmieszczeniem w uktadzie kostnym, ale réwniez uktadem prze-
strzennym i pelniong funkcjg. W ukladzie szkieletowym dominuje tkanka
kostna zbita, stanowi 80% catkowitej masy kosci. Jest ona silnie uwapniona
i dlatego warunkuje odporno$¢ mechaniczng. Pozostata czes$¢ uktadu kost-
nego zbudowana jest z tkanki kostnej beleczkowatej o nieregularnej budo-
wie przestrzennej. Powierzchnia kosci beleczkowatej jest 4 razy wigksza od
powierzchni kosci zbitej [30]. Procesy przebudowy tkanki kostnej najszyb-
ciej przebiegaja na powierzchni kosci, dlatego kos¢ beleczkowatg charakte-
ryzuje wigksza aktywnos$¢ metaboliczna.

Niedobor estrogendéw doprowadzil w kosci o utkaniu zbitym do powiek-
szenia jamy szpikowej ko$ci udowej oraz towarzyszacemu temu zwigksze-
niu stosunku powierzchni jamy szpikowej do powierzchni calego trzonu,
co $wiadczy o nasilonych procesach resorpcji. Natomiast zaobserwowany
istotny wzrost przyrostu kosci na grubos¢ od strony okostnej kosci udowe;
$wiadczy o nasileniu proceséw kosciotworzenia. Podobne obserwacje po-
czyniono wczesniej w wielu publikacjach naukowych [31, 32].

W kosci o strukturze beleczkowatej pod wpltywem niedoboru estrogendw
doszlo do istotnego statystycznie zmniejszenia szerokosci beleczek kostnych.
Takie zmiany mogg swiadczy¢ o nasileniu proceséw resorpcji lub zahamowa-
niu procesu kosciotworzenia. Zmniejszenie szerokosci beleczek kostnych od-
notowano réwniez w innych badaniach prowadzonych nad ukladem kostnym
szczuréw owariektomizowanych, co potwierdza negatywny wplyw niedosta-
tecznej ilosci zenskich hormondéw plciowych na uktad szkieletowy [13, 31, 32].

Wiele doniesienn naukowych wskazuje na estrogenopodobne dzialanie
zwigzkéw rodlinnych, w tym flawonoidéw. Ze wzgledu na strukturalne
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podobienstwo do endogennego estradiolu flawonoidy majg zdolno$¢ od-
dzialywania z receptorami estrogenowymi, dzieki czemu moga wywotywac
w organizmie odpowiedz podobng do tego hormonu [33]. Jednym z najle-
piej poznanych fitoestrogenéw jest wystepujaca w soi genisteina. Izoflawon
ten ma dobrze udokumentowane dziatanie antyosteoporotyczne oraz za-
pobiegajace wystepowaniu zwigzanych z menopauzg symptoméow. W ba-
daniach dowiedziono, ze genisteina hamuje rozwoj osteoporozy pomeno-
pauzalnej u kobiet i zapobiega utracie mineralu kostnego, jak réwniez po-
woduje wzrost gestosci mineralnej kosci (ang. bone mineral density, BMD)
w kosci udowej i kregach ledzwiowych, co potwierdzono analizg markerow
metabolizmu kostnego [34, 35]. Udowodniono réwniez, ze nie tylko izo-
flawony moga wykazywac korzystne dzialanie na tkanke kostng zmieniong
osteoporotycznie. Duzg grupa zwigzkéow o dzialaniu estrogenopodobnym
s3 rdwniez flawony, do ktérych zaliczana jest chryzyna.

W przedstawianej pracy chryzyna podawana w dawce 50 mg/kg szczurom
po zabiegu owariektomii spowodowata poprawe niektdrych analizowanych
parametréow - nastapito zwigkszenie $rednicy beleczek kostnych nasady
i przynasady kosci udowej. Ponadto zaobserwowano réwniez zmniejszenie
pola powierzchni przekroju poprzecznego jamy szpikowej oraz zmniejszenie
stosunku pola powierzchni jamy szpikowej do pola powierzchni calego trzo-
nu. Zastosowanie tego flawonu zapobieglo réwniez poglebieniu si¢ zmian
osteoporotycznych, gdyz nie zaobserwowano pogorszenia zadnego z pozo-
stalych parametrdéw w porédwnaniu do szczuréw z grupy owariektomizowa-
nej. Do tej pory nie przedstawiono w literaturze naukowej wynikéw badan
nad wplywem chryzyny na uklad szkieletowy szczuréw owariektomizowa-
nych, jednak istnieja doniesienia wskazujace, ze flawon ten moze mie¢ ko-
rzystne dziatanie na tkanke kostng zwierzat laboratoryjnych. W innych bada-
niach udowodniono, ze chryzyna podawana w dawce 100 mg/kg przez 14 dni
szczurom przed wywolaniem zmian osteoporotycznych za pomocg kwasu
retinowego zadzialala ochronnie na tkanke kostna, zapobiegajac wystgpie-
niu stresu oksydacyjnego w badanej tkance. Protekcyjne dzialanie chryzyny
przejawialo si¢ zwiekszeniem zawarto$ci wapnia i fosforu w tkance kostnej
oraz wigkszg warto$cig parametru BMD niz u szczuréw kontrolnych z oste-
oporoza wywolang kwasem retinowym [22]. Badania in vitro wykazaly, ze
chryzyna moze wplywa¢ na réznicowanie si¢ komdrek kostnych poprzez
estrogeno-zalezng aktywacje szlaku sygnatowego kinaz aktywowanych mi-
togenem (ERK/MAPK), dzigki czemu moze mie¢ zastosowanie w zapobie-
ganiu rozwoju osteoporozy [36].
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Mimo iz brak jest doniesien dotyczacych wptywu chryzyny na tkanke ko-
stng w modelu zwierzecym z niedoborem estrogenéw wywotanym usunig-
ciem jajnikow, istniejg prace traktujgce o dziataniu innych flawonéw na ukfad
szkieletowy zwierzat owariektomizowanych. Badania wykazujg, ze luteolina,
flawon wystepujacy w wielu roslinach, takich jak seler, zielona papryka, ru-
mianek czy pietruszka, wykazuje ochronne dzialanie na kosci. Kim i wspdt-
pracownicy wykazali, ze luteolina podawana w dawce 20 mg/kg myszom
owariektomizowanym zapobiegala niekorzystnym zmianom osteoporo-
tycznym - nastapito zwiekszenie parametru BMD, jak réwniez zawartosci
mineralow kostnych oraz objetosci frakeji kostnej w poréwnaniu do kosci
zwierzat owariektomizowanych kontrolnych [37]. Innym flawonem, kto-
ry ma udowodnione ochronne dzialanie na tkanke kostng u owariekto-
mizowanych zwierzat jest apigenina, zwigzek wystepujacy miedzy innymi
w owocach, warzywach, kietkach i surowcach zielarskich. Apigenina poda-
wana szczurom po zabiegu owariektomii w dawce 10 mg/kg powodowata
poprawe parametréw histomorfometrycznych kosci, w tym zwiekszenie
szerokosci beleczek kostnych, jak rowniez wplyneta korzystnie na wartosci
parametréw makrometrycznych badanych kosci [38].

W niniejszym badaniu nie zaobserwowano silnego korzystnego dzialania
chryzyny na tkanke kostng szczuréw owariektomizowanych. Nieznaczne
poprawienie pogorszonych niedoborem estrogenéw parametréw histo-
morfometrycznych, w poréwnaniu do danych literaturowych dla innych
flawonow mozna ttumaczy¢ miedzy innymi stabszym powinowactwem ba-
danego zwigzku do receptorow estrogenowych niz izoflawonow czy chocby
apigeniny [12]. Jednak mniejsze powinowactwo do receptoréw estrogeno-
wych moze by¢ kompensowane poprzez wlasciwosci antyoksydacyjne tego
flawonu, co - jak sugeruje Orsoli¢ i wsp. — réwniez ma duze znaczenie w za-
pobieganiu rozwoju osteoporozy [22].

Podsumowanie
Pomimo jedynie delikatnej poprawy wybranych parametréw histomorfome-
trycznych kosci zmienionych osteoporotycznie w wyniku niedoboru estroge-
ndéw, mozna wnioskowac, ze chryzyna podawana w dawce 50 mg/kg wykazuje
dzialanie ochronne na tkanke kostng badanych zwierzat, przez co moze przy-
czynic si¢ do prewencji osteoporozy. Jednak, aby potwierdzi¢ korzystne dziala-
nie tego flawonu na oslabiony uklad szkieletowy konieczne s3 dalsze testy obej-
mujace analize sktadu chemicznego kosci oraz ich wlasciwosci mechanicznych.

51



Herbalism nr 1(3)/2017

Badania zostaly sfinansowane ze srodkow przeznaczonych na utrzymanie potencjatu
badawczego - numer umowy KNW-1-038/K/5/0.
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