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Celem pracy byla ocena aktywnosci fosfatazy zasadowej (Fz) i kwasnej (Fk)
W SuUrowicy szczurow po usunieciu jajnikow oraz po zastosowaniu estrogenowej
terapii zastepczej. Oceniono rowniez zwigzek pomiedzy gestoscig mineralng kosci
(BMD) zuchwy i kregostupa a parametrami metabolizmu kostnego. Stezenie
fosfatazy zasadowej i kwasnej bylo najwyzisze u zwierzqt z niedoborem estro-
genow, a podawanie 17-B estradiolu znamiennie obniZyto poziom badanych
markerow. Stwierdzono rowniez istotng ujemnq korelacje Fz i Fk z BMD zuchwy
i kregostupa.

WSTEP

Tkanka kostna podlega ciaglym zmianom (tzw. bone remodeling) niezaleznie od
wieku organizmu i wykazuje dynamiczny metabolizm pomimo znacznej mineralizacji
istoty miedzykomorkowej [S]. Przemiany te mozna §ledzi¢ poprzez oznaczanie specy-
ficznych markeréw przebudowy kostnej oraz przez badanie gestoSci i architektoniki
koSci. Biochemiczne metody badania przebudowy kostnej umozliwiaja ocen¢ dynamiki
tego procesu [8, 9]. Obejmuja one pomiary aktywnoSci enzyméw specyficznych dla
komorek kosciotwdrczych i koSciogubnych oraz pomiary stezen sktadnikow macierzy
kostnej uwalnianych do krwi podczas jej syntezy i degradacji. Substancje te oznaczane
w surowicy i/lub moczu okresla si¢ mianem wskaznikow obrotu kostnego [9]. Wsrod
nich wyréznia sie¢ dodatkowo markery tworzenia i resorpcji kosci. Do markeréw two-
rzenia koSci zalicza si¢ aktywno$¢ fosfatazy zasadowej, poziom osteokalcyny i stezenie
propeptydéw kolagenu typu I w surowicy krwi. Markery biochemiczne resorpcji kosci
to: hydroksyprolina, hydroksylizyna, pirydynolina, dezoksypirydynolina, waph wydalany
z moczem, fosfataza kwasna odporna na inhibicje winianem sodowym, wolny kwas
gamma-karboksylowo-glutaminowy oraz C-koncowy telopeptyd kolagenu typu I w su-
rowicy krwi [9, 15].
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W prawidlowo funkcjonujacym dojrzalym organizmie, procesy przebudowy kostnej
(synteza macierzy przez osteoblasty, mineralizacja oraz resorpcja kosci) sa w réwno-
wadze. W przypadku osteoporozy réwnowaga ta zostaje zachwiana i dochodzi do
przewagi procesu resorpcji nad osteogeneza. Poczatkowo zmiany te prowadza do
osteopenii, czyli zmniejszenia masy kostnej, ktéra w réwnej mierze dotyczy elementéw
mineralnych, jak i macierzy kosci. Kiedy masa kostna zmniejszy si¢ do tego stopnia,
ze niemozliwe jest utrzymanie prawidlowej struktury szkieletu, wystepuja zlamania
i inne objawy kliniczne [4]. Patologiczne zaburzenia metabolizmu tkanki kostnej
w osteoporozie mozna zobrazowaé wykonujac badania gestosci kosci (bone mineral
density — BMD). Najczeéciej wykonywane sg badanie densytometryczne kosci kregos-
tupa, szyjki kosci udowej oraz kosci pictowej. Pozwalaja one ocenic stan tkanki kostnej
1 stopien zaawansowania osteoporozy. Ostatnio przeprowadzane sa rowniez badania
struktury kosci zuchwy u kobiet z osteoporoza [8, 12]. Zuchwa jako sktadowa narzadu
zucia podlega ciaglym obciazeniom. Nieustanna czynno$¢ tego narzadu i bardzo dobre
ukrwienie pozwalajg zakladaé, ze zaburzenia ogdlnoustrojowe, takie jak osteoporoza,
moga manifestowac si¢ w jej obrebie.

Celem pracy byla ocena aktywnoSci fosfatazy zasadowej (Fz) oraz kwasnej (Fk)
w surowicy krwi szczuréw w przebiegu doswiadczalnej osteoporozy pomenopauzalnej.
Prébowano réwniez oceni¢ jak zmiany poziomu wybranych markeréw przebudowy
kostnej koreluja z gestodcia koSci zuchwy i kregostupa szczura.

MATERIAL I METODY

Badania doswiadczalne przeprowadzono na samicach szczuréw szczepu Wistar. Wszystkim
zwierzgtom zapewniono stato§¢ warunkéw zewnetrznych oraz standardowa diete. Do badaf
zostaly wykorzystane mtode doroste samice szczuréw o masie ciata 250-300g. Po 2 tygodniowe;j
adaptacji do warunkéw eksperymentalnych zwierzeta podzielono losowo na 7 grup doswiadczal-
nych, liczacych po 10 sztuk w kazdej.

CL - grupa kontrolna szczuréw, zwierzat zdrowych

SH - grupa szczuréw traumatyzowana zabiegiem operacyjnym (shame)

OV - grupa szczurOw po usunigciu jajnikéw

OVO - grupa szczuréw po usunieciu jajnikoéw, ktérym podawano oleum pro iniectione, w celu
zbadania wplywu podloza oleistego badanego leku

OVH; - grupa zwierzat po usunigciu jajnikéw, ktérym podawano 17(3-estradiol w dawce 1,25 pg
dwa razy w tygodniu

OVH: — grupa szczuréw po usunieciu jajnikdw, ktérym podawano 17B-estradiol w dawce 12,5 pg
dwa razy w tygodniu

OVH3 - grupa szczuréw po usunigciu jajnikéw, ktérym podawano 17B-estradiol w dawce 125 pg
dwa razy w tygodniu.

Catkowity czas trwania eksperymentu wynosit 7 tygodni. Po zakoficzeniu do$wiadczenia
zwierzeta usypiano, pobierano krew do badan, a nastgpnie dekapitowano.

Aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej w surowicy krwi szczuréw oznaczono metoda spektrofotoche-
miczna przy dhugosci fali 450 nm, oparta na kinetycznych procedurach podanych przez Bowersa
i McComba [3] oraz rekomendowanych przez International Federation of Clinical Chemistry
[11]. Fosfataze kwasng oznaczono metoda kolorymetryczng przy dlugosci fali 405 nm, zmodyfi-
kowana przez Hillmana [10]. Pomiar gestoSci koSci kregostupa i zuchwy przeprowadzono za
pomoca densytometru typu DPX-A wykorzystujac pochtanianie promieni X w materiatach
o rdznej gestosci. Aparat emitowal promieniowanie o dwoch kanatach energii. Do przeprowa-
dzenia pomiaru gestosci koSci zwierzat laboratoryjnych wykorzystano program komputerowy
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Small Animal Software. Analize komputerowa uzyskanego skanu przeprowadzono za pomocg
opcji Manual Analysis, ktéra to opcja pozwolita na uzyskanie wynikow BMD (gestosci kosci)
w g/cem”.

Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan poddano komputerowej analizie statystyczne;j.
Istotno$¢ réznic pomiedzy grupami wyznaczono na podstawie przedziatéw ufnosci (NIR) wyzna-
czonych z analizy wariancji (ANOVA). Istotno$¢ réznic zaznaczono w tabelach w kolumnie p.
Srednie réznia sie istotnie, jesli nie sa oznaczone ta sama litera. Wspélzaleznosé miedzy
wybranymi cechami (poziom fosfatazy zasadowej i kwasnej a gesto§¢ kosci zuchwy i kregostupa)
wyrazono za pomoca wspOlczynnikéw korelacji r-Pearsona. W przypadku stwierdzenia istotnej
korelacji wyznaczono réwnanie regresji.

WYNIKI BADAN

Poziom fosfatazy zasadowej i kwasnej w surowicy krwi w poszczegdlnych grupach
przedstawiono w tabeli I. Analiza Srednich wartos$ci przy zatlozonym poziomie istotnoSci
p<0,05 wykazata statystycznie istotne réznice w poziomie fosfatazy zasadowej i kwas-
nej w surowicy krwi badanych szczuréw. Najwyzszy Sredni poziom Fz byt w grupie
zwierzat po usunieciu jajnikow 132,57 U/L i istotnie roznit si¢ w stosunku do wszystkich
innych eksperymentalnych grup, z wyjatkiem grupy OVO. Najnizsze st¢zenie fosfatazy
zasadowej stwierdzono w surowicy samic szczuréw otrzymujacych 17(3-estradiol-grupy
OVH,, OVH,, OVH3;; odpowiednio 29,50 w/L, 24,74 p/L, 26,22 p/L. Poziom fosfatazy
kwasnej ksztattowal si¢ podobnie. Najwyzszy byt w grupie OV-2,50 p/L i réznit sie
istotnie w stosunku do wszystkich innych badanych grup. Obnizenie stezenia Fk w su-
rowicy szczurOw nastapilto po zastosowaniu estrogendéw —grupy OVH; (0,70 p/L), OVH,
(0,62 w/L), OVH; (0,41 wL).

Tabela I. Poziom fosfatazy zasadowej (Fz) i kwasnej ( Fk) w surowicy krwi w badanych
grupach (U/L).
The level of alkaline and acid phosphatase in the blood serum in examined
groups (U/L).

Grupa Liczba Fz Istotnos¢ Fk Istotnos¢
doéwiadc/zalna zwierzat M = SD) r6znic (p1)* M = SD) réznic (p2)*
szczuréw
C1 10 60,24 = 13,07 b 1,36 = 0,16 a
SH 10 99,48 = 22,16 a 1,46 = 0,24 a
ov 10 132,57 = 42,71 c 2,50 = 0,08 c
OvVO 10 114,35 + 32,94 ac 2,21 = 0,49 d
OVH; 10 29,50 = 0,41 d 0,70 = 0,34 b
OVH; 10 24,74 = 4,07 d 0,62 = 0,15 be
OVHj3 10 26,22 = 2,34 d 0,41 = 0,07 e

* Srednie réznia sie istotnie jesli nie sa oznaczone ta sama litera.

Whyniki $redniej gestosci kosci zuchwy i kregostupa przedstawiono w tab. II. Analiza
Srednich warto$ci w siedmiu badanych grupach i w przyjetym okresie obserwacji 7 ty-
godni wykazata, ze gesto$¢ koSci zuchwy byta najnizsza u zwierzat po usunigciu jajnikéw
(grupa OV) — 0,0627 g/cm’. Warto$¢ ta byta statystycznie istotna w stosunku do grupy
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Tabela II. Gestos¢ kosci zuchwy i kregostupa (BMD) w badanych grupach (g/cmz).
Bone mineral density of mandible and spine (BMD) in examined groups

(glem?).
Grupa Liczba BMD Zuchwy Istotnos¢ BMD Istotnos¢
doSwiadczalna zwierzat (M = SD) réznic (p1)* kregostupa réznic (p2)*
szczurow (M = SD)

C1 10 0,0792+0,0148 be 0,2848=+0,0086 be

SH 10 0,0730+0,081 ab 0,2797+0,0118 b

ov 10 0,0627+0,0109 a 0,2711=+0,0073 a
OoVO 10 0,0653+0,0104 a 0,2792+0,0116 b
OVH; 10 0,0782+0,0147 be 0,2812+0,0073 b
OVH; 10 0,1236%0,0083 d 0,2909=+0,0032 c
OVH3 10 0,0887+0,0102 c 0,2842+0,0076 be

* Srednie r6znia si¢ istotnie jesli nie sa oznaczone ta sama litera.

kontrolnej szczuréw oraz do wszystkich grup zwierzat po usunigciu jajnikow otrzy-
mujacych 17-B estradiol, grupy OVH,;, OVH,, OVH.

Zaobserwowano rowniez, ze po 7 tygodniach do$wiadczenia gesto$¢ kosci kregostu-
pa osiagneta najnizsza warto$¢ w grupie szczuréw po ovariektomii (OV) —0,2711 g/cm”.
Otrzymany wynik byt statystycznie istotnie nizszy w stosunku do wszystkich innych
badanych grup.

Tabela III. Wspoélzaleznos$¢ r-Pearsona pomigdzy badanymi cechami.
Correlation r-Pearsona between examined traits.

Badane cechy n r p Roéwnanie regres;ji

Fz BMD 70 -0,568 < 0,001 BMD Z =
zuchwy -0,0003*Fz+0,10039

Fz BMD 70 -0,438 < 0,001 BMD KR =
kregostupa —-0,0001*Fz+0,28800

Fk BMD 70 -0,562 < 0,001 BMD _Z =
zuchwy -0,0161*Fk +0,10287

Fk BMD 70 -0,439 < 0,001 BMD KR =
kregostupa -0,0055*Fk+0,28893

ZaleznoSci pomiedzy badanymi wskaZnikami metabolizmu kostnego (Fz, Fk)
a gestoScia koSci zuchwy i kregostupa (BMD) przedstawiono w tabeli III oraz na
rycinach 1-4. W catlej badanej populacji stwierdzono wysoce istotng ujemng korelacje
pomiedzy stezeniem Fz i Fk a BMD kregostupa. Réwniez gesto$¢ zuchwy korelowata
ujemnie i istotnie z poziomem fosfatazy zasadowej i kwasnej w surowicy krwi. Oznacza
to, ze wzrostowi Fz i Fk towarzyszy spadek gestoSci mineralnej badanych koci.
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Ryc. 1. Korelacje pomigedzy poziomem fosfatazy zasadowej a gestoScia zuchwy

Ryc. 2. Korelacje pomigdzy poziomem fosfatazy zasadowej a gestoscig kregostupa
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Ryc. 3. Korelacje pomiedzy poziomem fosfatazy kwasnej a gestoScia zuchwy

Ryc. 4. Korelacje pomiedzy poziomem fosfatazy kwasnej a gestoScig kregostupa

OMOWIENIE WYNIKOW

Calkowita fosfataza zasadowa w surowicy krwi, jest mieszaning izoenzyméw pocho-
dzacych z koSci, watroby, jelit, tozyska [1, 7, 9, 14]. Przyjmuje sie, ze zdecydowana
wigkszo$¢ catkowitej aktywnoSci Fz we krwi jest pochodzenia kostnego oraz ze wzrost
jej stezenia w surowicy okreSla wzrost aktywno$ci koSciotworczej osteoblastow [8].
Zwickszenie poziomu Fz w surowicy moze wystepowaé w wielu stanach chorobowych
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m.in. w krzywicy, osteomalacji, chorobie Pageta, hiperfosfatazemii, miesaku koS-
ciotwérczym, podczas gojenia si¢ ran oraz w osteodystrofii nerkowej [2, 13]. Wyk-
luczajac jednostki chorobowe u badanych zwierzat eksperymentalnych, stwierdzono
znaczny wzrost poziomu fosfatazy zasadowej u zwierzat po ovariektomii, w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Tak wyrazna reakcja organizmu po wylaczeniu funkcji jajnikéw
pokazuje, jak duza role w metabolizmie tkanki kostnej odgrywaja naturalne, endogenne
hormony ptciowe. Fz jest markerem odbudowy kostnej, wzrost jej poziomu w surowicy
po ovariektomii §wiadczy¢ moze, ze brak endogennych hormonéw plciowych wywotuje
znaczne zaburzenia w metabolizmie tkanki kostnej — zmniejszenie gestoSci koSci
zuchwy i kregostupa badanych zwierzat. Podobna sytuacja zachodzi u kobiet w bezpos-
rednim okresie po zakofczeniu miesiaczkowania, gdy znacznie przyspiesza si¢ prze-
miana tkanki kostnej [4,6]. Wzrost poziomu catkowitej fosfatazy zasadowej jest od-
zwierciedleniem przyspieszenia tworzenia koSci w nastepstwie jej zwiekszonej resorpcji
[15,16]. Zastosowana suplementacja 17B-estradiolu, spowodowata znaczne obnizenie
si¢ poziomu Fz w surowicy krwi. Poziom oznaczonej fosfatazy, nawet przy najnizszej
dawce estradiolu byl znamiennie nizszy w stosunku do grupy kontrolnej. Réwniez
gestos¢ badanych kosci ulegta normalizacji (wartosci zblizone do grupy kontrolnej).

Fosfataza kwasna (Fk) wystepujaca w surowicy krwi jest mieszaning pigciu izoen-
zymow, ktore wystepuja w wielu tkankach: gruczole krokowym, kosciach, watrobie,
nerkach, erytrocytach, §ledzionie i trombocytach. Charakteryzuje ja optimum dzialania
w zakresie kwasnego pH i obecno$¢ wewnatrz lizosomoéw [1, 9]. Jako marker resorpcji
kosci, jej poziom w surowicy krwi wzrasta podczas wzmozenia proceséw resorpcji
w wielu chorobach koSci. Resorpcja tkanki kostnej w wyniku dzialania osteoklastow
zachodzi wieloetapowo. Poczatkowo osteoklast przylegajacy do kosci wywotuje lokalne
zakwaszenie poprzez wydzielanie protonéw, co prowadzi do rozpuszczenia sktadnikow
nieorganicznych. Odstonieta w ten sposdb cze$¢ organiczna koSci jest czeSciowo tra-
wiona przez wydzielone na zewnatrz enzymy lizosomalne. Nastepnie pofragmentowane
struktury organiczne ulegaja fagocytozie i ostatecznej wewnatrzkomorkowej degradacji
[5]- Aktywnos$¢ resorpcyjna osteoklastéw pobudzana jest m.in. przez parathormon
(PTH). Osteoklasty nie posiadaja jednak receptoréw dla PTH i dlatego stymulowanie
osteoklastow i resorpcji kosci odbywa sie najprawdopodobniej przez osteoblasty, ktore
pod wplywem zwickszonego poziomu PTH uwalniajg interleuking-6, pobudzajaca
dojrzate osteoklasty do procesu resorpcji. Wiadomo, ze jednym z czynnikéw wywie-
rajacych hamujacy wplyw na osteoklasty sg estrogeny [5, 7]. Z przeprowadzonych badan
wynika, ze poziom fosfatazy kwas$nej byl najwyzszy w grupach OV i OVO, co moze
wskazywaé, ze pozbawienie organizmu ,ochronnego” dzialania estrogendéw nasilito
resorpcje koSci. Uwidocznilo to si¢ réwniez w ocenie densytometrycznej badanych
kosci. Masa kostna zuchwy i kregostupa ulegta istotnemu zmniejszeniu. Jednoczesnie
zastosowana suplementacja 17p-estradiolu spowodowata spadek poziomu Fk w gru-
pach OVH,, OVH,, OVHj; i wzrost gestosci tkanki kostnej. Analizujac zmiany stezenia
markeréw przebudowy kostnej w surowicy krwi zwierzat do§wiadczalnych oraz gesto$¢é
kosci zuchwy i kregostupa stwierdzono, ze wystapila istotna korelacja pomigdzy bada-
nymi cechami. Moze wiec to §wiadczy¢ o wzmozonym procesie metabolizmu kostnego
w przeprowadzonym modelu osteoporozy pomenopauzalnej.
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WNIOSKI

1. W przebiegu doswiadczalnej osteoporozy pomenopauzalnej dochodzi do zmian
aktywnoSci fosfatazy zasadowej i kwasnej w surowicy krwi badanych zwierzat.

2. Wzrostowi Fz i Fk towarzyszy spadek gestosci zuchwy i kregostupa (korelacja
ujemna).

3. Oznaczenie markeréw biochemicznych przebudowy kostnej moze by¢ uzupel-
niajaca metoda diagnostyczng oceny zaburzen przemiany tkanki kostnej.

M. Rahnama, W. Swiatkowski, S. Zareba

AN ASSESSMENT OF THE ALKALINE AND ACID PHOSPHATASE ACTIVITY IN
RATS SERUM DURING EXPERIMENTAL POSTMENOPAUSAL OSTEOPOROSIS

Summary

The aim of this study was to evaluate the activity of alkaline (ALP) and acid (ACP)
phosphatase in the blood serum of rats after ovariectomy and with estrogen replacement therapy.
The relationship between mandible and spine bone mineral density (BMD) and parameters of
bone remodeling was also estimated.

The concentration of serum total alkaline and acid phosphatase was higher in the rats with
estrogen deficiency, and statistically lower in rats administering 17p3-estradiol.

ALP and ACP levels were correlaterd significantly negative with mandible and spine BMD.
Carried out examinations confirmed increasing bone resorption during experimental postmeno-
pausal osteoporosis.
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