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Wykonano badania poziomu manganu w zebach i Zuchwie szczuréw po chi-
rurgicznym usunieciu jajnikow oraz po zastosowaniu estrogenowej terapii zastep-
czej u operowanych zwierzqt. Niedobor estrogenow u samic po owariektomii
spowodowat obnizenie si¢ zawartosci manganu w analizowanych probkach, a po-
dawanie 17B-estradiolu szczurom z usunietymi jajnikami zapobiegalo utracie
manganu zaréwno z zebow, jak i z zuchwy.

WSTEP

Podstawowa role w utrzymaniu odpowiedniej masy kostnej i stabilizacji obrotu
kostnego u kobiet petnia estrogeny. W okresie menopauzy oraz po operacyjnym usu-
nieciu jajnikéw (owariektomii) obniza si¢ poziom tych hormondéw, dochodzi do zmian
osteoporotycznych w tkance kostnej i do rozwoju osteoporozy inwolucyjnej I typu.
Etiopatogeneza tej choroby metabolicznej zwigzana jest z zaburzeniem réwnowagi
przebudowy kosci — przewaga proceséw resorpcyjnych nad osteogeneza.

Na poziomie komoérkowym przejawia sie to hamowaniem aktywnoSci komorek kos-
ciogubnych (osteoklastow) oraz stymulacji komoérek kosciotworczych (osteoblastow),
ktére sa posrednio odpowiedzialne za ograniczenie sekrecji cytokin wplywajacych na
wzrost obrotu kostnego (interleukin: II-1 alfa, 1I-1 beta, 11-6) oraz TNF [11].

Proces remodelacji tkanki kostnej, ktéry zachodzi w ciagu catego zycia osobniczego
oraz szybko§¢ obrotu kostnego wyjas$nia receptorowy mechanizm dziatania estrogenéw.
Receptory estrogenowe: ERa i ERP uczestnicza réwniez w procesie mineralizacji
nowotworzacych sie komoérek kostnych [17, 19]. Receptory te zidentyfikowano po-
czatkowo u zwierzat doswiadczalnych, pdzniej u ludzi w tkance kostnej i zebach.
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Stwierdzono, Ze znajduja si¢ one w miazdze zebéw lub/i na pograniczu miazgowo-zebi-
nowym [5].

Zmiany osteoporotyczne w koSciach wynikajace z niedoboru estrogenéw maja
réwniez bezposredni wptyw na trwato$¢ zeboéw [2]. Utrata masy kostnej moze stwarzac
ryzyko takich samych zmian w Zuchwie i ma zwiazek z utrata zebéw u kobiet po
menopauzie [6]. Zmiany ztozonego mechanizmu dziatania estrogendw na koSci w tym
okresie, powodujg zaburzenia w ich mineralizacji, ktére z kolei znajduja odzwiercied-
lenie w procesach resorpcja/osteogeneza [20]. Doswiadczenie przeprowadzone z udzia-
tem matp Cynomolgus poddanych zabiegowi owariektomii, pozwala czg§ciowo wyjasnic¢
procesy fizjologiczne zachodzace w koSci z udziatem biopierwiastkéw [20].

Cze$¢ mineralna zebow, stanowiaca 70% ich masy zbudowana jest gléwnie z hyd-
roksyapatytow zawierajacych w swoich zamknietych strukturach jony mikropier-
wiastkéw, m.in.: Mn, Cu, Zn, Fe, B. Sa one magazynowane w przypadku nadmiaru lub
uwalniane do przestrzeni pozakomérkowych w okresie ich niedoboru w organizmie lub
w czasie zaburzen gospodarki mineralnej ustroju [3]. Niektore pierwiastki sladowe (w
tym mangan) maja istotne znaczenie w metabolizmie koSci jako kofaktory specyfi-
cznych enzymdw. Sa niezbedne do optymalnego rozwoju macierzy kostnej i prawidto-
wej mineralizacji koSci [16]. Mangan poza tym uczestniczy w syntezie glikoprotein
i proteoglikanéw, waznych dla tworzenia zwartej struktury tkanki zebowej [10].

Celem pracy bylo przeSledzenie, na modelu doSwiadczalnym, zmian zawartoSci
manganu w zebach i Zuchwie szczuréw w stanie niedoboru estrogenéw po owariekto-
mii oraz po zastosowaniu u operowanych samic estradiolowej terapii zastepczej.

MATERIAL I METODYKA

Dos$wiadczenie przeprowadzono na samicach szczurdw rasy Wistar. Szczury uznane zostaly za
najodpowiedniejszy model zwierzecy do obserwacji zmian osteoporotycznych po owariektomii.
Zmiany metaboliczne zachodzace w tkance kostnej w warunkach niedoboru estrogendéw sa
podobne u szczuréw i u ludzi [1].

Samice szczuréw o masie 250-300g poddano 2-tygodniowej adaptacji do warunkéw ekspery-
mentalnych. Zapewniono im stato§¢ warunkéw zewnetrznych i standardowa diete. Zwierzeta
podzielono na 7 grup dos$wiadczalnych liczacych po 10 osobnikéw w kazde;.

1. CL - grupa kontrolna szczuréw, zwierzat zdrowych

2. SH - grupa szczuréw traumatyzowana zabiegiem operacyjnym (sham)

3. OV - grupa szczur6w po usunieciu jajnikéw (owariektomii)

4. OVO - grupa szczuréw po usunieciu jajnikéw, ktérym podawano oleum pro iniectione, w

celu zbadania wptywu podtoza oleistego badanego leku
5. OVH; - grupa zwierzat po usunieciu jajnikéw, ktérym podawano 17B-estradiol w dawce
1,25 pg (dawka dla jednego osobnika) dwa razy w tygodniu

6. OVH; — grupa szczuréw po usunieciu jajnikow, ktérym podawano 17B-estradiol w dawce
12,5 pg (dawka dla jednego osobnika) dwa razy w tygodniu

7. OVH3 — grupa szczuréw po usunigciu jajnikow, ktérym podawano 17B-estradiol w dawce
125,0 pg (dawka dla jednego osobnika) dwa razy w tygodniu.

Samicom szczuréw, u ktérych wykonano zabieg usunigcia jajnikéw, zastosowano przedopera-
cyjng ostone antybiotykowg. Czas trwania eksperymentu wynosil 7 tygodni. Po zakonczeniu
doswiadczenia zwierzeta usypiano, dekapitowano i preparowano kosci zuchwy, a nastepnie zeby
sieczne. Zeby te uznano za najlepszy material doswiadczalny, gdyz zachodzi w nich stata odnowa
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tkanek twardych, posiadajg one szeroki kanat korzeniowy i duza mase miazgi, co zapewnia dobra
wymian¢ jonowa. Miazga bowiem bierze udzial w odzywianiu twardych tkanek zgba [7].

Kosci zuchwy i zgby po doktadnym umyciu w wodzie destylowanej, wysuszeniu i zwazeniu
z doktadnoscia do 0,0001 g, poddano mineralizacji ,,na sucho” w temp. 450°C. Proces spopielania
przyspieszono za pomoca stezonego kwasu azotowego (HNO3 65% — Suprapur, firmy Merck),
a popioly rozpuszczono w 15% wodnym roztworze kwasu chlorowodorowego (roztwér wykonano
z 30% HCI - Suprapur, firmy Merck) i przeniesiono ilosciowo do kolb miarowych o poj. 15 cm
przy uzyciu wody dejonizowane;j.

Oznaczenie zawartoSci manganu wykonano metoda ptomieniowa absorpcyjnej spektrometrii
atomowej w aparacie firmy Pye Unicam, typ SP 192, stosujac nastgpujace parametry (14):

— dhugos¢ fali analitycznej 279,5 nm

— prad lampy 10 mA

— szeroko$¢ szczeliny 0,4 nm

— przeplyw acetylenu 0,8 dm® min’

— przeplyw powietrza 5,0 dm® min’

— wysokos¢ palnika 10 cm.

1
1

Wyniki poddano analizie statystycznej. Istotno$¢ réznic pomiedzy grupami wyznaczono na
podstawie przedzialéw ufnosci (NIR) wyznaczonych z analizy wariancji (ANOVA). Zawarto$¢
manganu w analizowanym materiale przedstawiono w tabelach, gdzie podano $rednie arytme-
tyczne (M) i odchylenia standardowe (SD) dla poszczegdlnych grup doswiadczalnych szczurdw.
Istotno$¢ réznic miedzy grupami oznaczono kolejnymi literami alfabetu. Srednie réznia sie
istotnie statystycznie je§li nie sa oznaczone tg sama litera.

WYNIKI

Poziom manganu w zebach i Zuchwie szczurdéw przedstawiono w tabeli I i II.

W zebach zwierzat grupy kontrolnej (CL) stwierdzono $rednio 36,95 pg manganu
w 1 g tkanki, a w grupie (SH) zwierzat traumatyzowanych zabiegiem chirurgicznym
34,54 pg/g. Po owariektomii (OV) poziom manganu w siekaczach obnizyt si¢ do 28,49
pg/g a w grupie (OVO) wynidst 29,78 pg/g. W obydwu przypadkach, w stosunku do
grupy CL i SH, rdznice byly statystycznie istotne. W grupach doswiadczalnych (OVH;-
OVHs) gdzie szczurom po owariektomii podawano 17B-estradiol w dawkach kolejno:
1,25 pg, 12,5 pg, 125,0 pg (dawki na jednego osobnika) 2 razy w tygodniu, zawarto$¢
manganu w zebach zwierzat tych grup wahata si¢ od 31,77 pg do 33,0 pg/g tkanki
(wartosci §rednie). W poréwnaniu do poziomu tego mikroelementu w zgbach szczuréw
po owariektomii, byly to rdznice statystycznie istotne.

Poziom manganu w koSci zuchwy szczuréw grupy kontrolnej (CL) wynosit Srednio
21,22 pg/g tkanki, a w grupie zwierzat traumatyzowanych zabiegiem chirurgicznym
(SH) — srednio 20,13 pg. Zawartosci te nie roznily si¢ istotnie. Po owariektomii (OV)
zawarto§¢ manganu w zuchwie obnizyta sie do 14,78 pg/g i do 15,98 pg/g w grupie
(OVO).

Po zastosowaniu tzw. hormonalnej terapii zastepczej w grupach OVH;-OVH3; po-
ziomy manganu w kosci zuchwy byly nizsze od zawartosci tego mikropierwiastka
w grupie kontrolnej (CL) i wynosily kolejno 17,01 pg/g, 18,83 pg/g i 19,12 pg/g tkanki
(warto$ci Srednie). W stosunku do grupy po owariektomii (OV), réznice byly sta-
tystycznie istotne.
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Tabela I.  Poziom manganu w zebach szczuréw w badanych grupach (Lg/g).
The level of manganese in rat teeth of the examined groups (Hg/g).

Badana grupa Liczba zwierzat Srednia M Odch. Stand. SD p*
CL 10 36,95 1,59 d

SH 10 34,54 1,17 c

ov 10 28,49 2,34 a

OVO 10 29,78 1,08 a

OVH; 10 31,77 2,62 b

OVH, 10 32,73 1,16 b

OVH3; 10 33,00 1,27 b

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

Tabela II. Poziom manganu w zuchwie szczuréw w badanych grupach (Lg/g).
The level of manganese in rat mandible of the examined groups (Hg/g).

Badana grupa Liczba zwierzat Srednia M Odch. Stand. SD p*
CL 10 21,22 1,78 e

SH 10 20,13 0,68 de

ov 10 14,78 1,79 a
OVO 10 15,98 1,55 b
OVH; 10 17,01 0,47 b
OVH, 10 18,83 1,72 c
OVH3 10 19,12 0,16 cd

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

DYSKUSJA

Pierwiastki Sladowe, w tym réwniez mangan, sg niezbedne do prawidtowego rozwoju
tkanki kostnej. Chociaz nie sa gtéwnymi skladnikami budulcowymi koSci i zebéw, to
jednak odgrywaja wazng role w ich metabolizmie. Stwierdzono, ze znaczenie manganu
w tym procesie jest duze, ale do konca nie wyjasnione.

Mangan wchodzi w sktad ztozonych struktur krysztatow hydroksyapatytéw [3]. Obec-
no$¢ tego mikroelementu stwierdzono w probkach zgbiny otrzymanych z zebow statych,
w ktérych jego zawarto$¢ korelowata (dodatnio) z jonami Cu, Co i Ni [8]. Mangan
wywiera rowniez wplyw na biosynteze proteoglikanéw, ktére dzigki swojemu ujemnemu
fadunkowi elektrycznemu, wiaza krysztaly hydroksyapatytu z kolagenem. Obnizony
poziom tego pierwiastka powoduje jakoSciowe zmiany w czasteczkach biatkowo-cuk-
rowych [10].

Podobnie do jonéw cynku, mangan moze by¢ modulatorem fosfatazy alkalicznej
w oSrodkach przebudowy kostnej. W obecnosci jonéw Mg moze przejmowac ich sty-
mulujacg role na ten enzym lub facznie z jonami cynku wywiera¢ podobne dziatanie
zastepujac w tym procesie jony magnezu. Nie moze jednak zastgpowac funkcji cynku
i magnezu jednocze$nie [9].
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Niska zawarto§¢ manganu i miedzi (dieta z niedoborom tych mikroelementéw)
stosowana przez dluzszy czas, moze powodowac takze wolniejsza osteogeneze oraz
spadek aktywnosci osteoklastow [17].

Wyniki z przeprowadzonego do§wiadczenia pozwalaja stwierdzié, ze niedobor estro-
gendw po owariektomii, powodujacy obnizenie si¢ poziomu manganu w zebach i zuch-
wie, moze przyczynia€ si¢ do ich demineralizacji. Zwiazek niedoboru manganu w tkan-
ce kostnej z osteoporoza u ludzi potwierdzity réwniez badania Okano [13].

Suplementacja manganu szczurom po owariektomii efektywnie hamowata utrate ich
masy kostnej [15]. Oprécz wplywu na gospodarke mineralng ustroju, brak estrogenéw
moze zaburza¢ w badanych tkankach twardych narzadu zZucia réwniez inne procesy
metabolizmu kostnego.

Zastosowanie estrogenowej terapii zastgpczej przez Goldsteina i wsp. [4] zapobiegato
demineralizacji z¢béw i ich utracie, a w przeprowadzonym dos$wiadczeniu podawanie
17B-estradiolu szczurom po owariektomii ograniczyto utrat¢ manganu zaréwno z zebow
jak 1 z zuchwy. Udowodniony korzystny wpltyw hormonalnej terapii zastepczej na
proces przebudowy kosci [18], mozna wigc rozszerzy¢ i powiaza¢ z narzadem zucia.

WNIOSKI

1. Niedobor estrogendéw wystepujacy po usunieciu jajnikow powoduje obnizenie si¢
poziomu manganu w zebach i Zuchwie samic szczurdw.

2. Zastosowanie 17B-estradiolu w hormonalnej terapii zastepczej u zwierzat po
owariektomii, zapobiega utracie badanego pierwiastka z zgbdw oraz Zuchwy
i tym samym zmniejsza mozliwo§¢ demineralizacji analizowanych struktur.

M. Rahnama, J. Btoniarz, S. Zargba, W. Swiqtkowski

STUDY ON THE INFLUENCE OF ESTROGENS DEFICIENCY ON
THE MANGANESE LEVEL IN THE TEETH AND MANDIBLE OF THE RATS
AFTER OVARIECTOMY

Summary

Deficiency of the estrogens occurring after menopause or ovariectomy leads to osteopenia
and osteoporosis. It was confirmed by noninvasion examinations of bones — skeleton, maxilla
mandible and teeth. Demineralization of the hard tissues were connected with loss of calcium
and phosphorus, however the role of microelements is not completely known (for example role
of Mn).

The aim of the study was an attempt of explanation of manganese behave in the structure
of hard tissues of masticatory system when the level of estrogens was decreased. Experiment
was realized on Wistar female rats. They were divided into seven following groups: CL — control,
SH - sham operated, OV — after ovariectomy, OVO - ovariectomized which administered “oleum
pro injectione”, OVH1 — OVH3 - ovariectomized which administered 17(3-estradiol in three
doses: 1.25 pg, 12.5 pg, 125.0 pg (dose on the rat) twice a week.

After ovariectomy the level of manganese in teeth as well as in mandible decreased in
compared with control group. Differences were statistically significant. Administration of 17p3-
estradiol of ovariectomized female rats caused increase of manganese content inconsiderable.
These results may suggest that ovarian estrogens play an important role in mineralization of
bones and teeth and in prophylaxis of postmenopausal osteoporosis.
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