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Summary

HMB, or ,,beta-hydroxy beta-methylbutyrate”, is a metabolite of the Leucine amino acid and is produced
naturally by the human body. HMB is produced from ketoisocaproate (KIC) — a metabolite of leucine — by the

KIC-dioxygenase enzyme.

The aim of the study was to determine the effect of beta-hydroxy beta-methylbutyrate (HMB) on the
structural strength of bones and the mineral density (BMD) of femur and lumbar vertebrae bones (LL.2-L4) in
rats with established osteopenia. The experiment was conducted on 30 female Wistar rats, aged 3 months with
an initial body weight of approximately 250 g. The femur was isolated on day 60 of the experiment and the
three point bending test and BMD were performed. The lumbar vertebrae (12-L4) were also investigated.

The study revealed that beta-hydroxy and beta-methylbutyrate added to drinking water has a positive
effect on BMD in femur, lumbar vertebrae and bone strength in ovariectomized Wistar rats.
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Wspoiczesne badania udowodnily, ze stany streso-
we, pooperacyjne, niedozywienie, a takze nieprawidto-
wo dobrana lub Zle zbilansowana dieta prowadza do
ujemnego bilansu azotu w organizmie z rownoczesnym
zahamowaniem wzrostu catego organizmu, za$ odpo-
wiednio podawana glutamina i jej pochodne przeciw-
dziataja takim konsekwencjom (3, 7-10, 12, 13, 20, 22).

Uwzgledniajac systemowe dzialanie glutaminy i jej
pochodnych metabolitow, ktore stymuluja procesy
wzrostowe, mozna przypuszczac, ze dzialanie to moze
by¢ skierowane posrednio lub bezposrednio na rozwoj
uktadu kostnego. Z dotychczas przeprowadzonych ba-
dan wynika, ze stosowanie kwasu a-ketoglutarowego
w istotny sposob poprawia gestos¢ mineralna tkanki
kostnej (BMD) oraz parametry wytrzymatosciowe kos-
ci samic szczurow w warunkach osteopenii i osteopo-
rozy, wywolywanych brakiem hormonow jajnikowych
(1, 3, 19).

Oproécz glutaminy 1 jej pochodnych wazna, zlozona
rolg w regulacji procesow kalcyfikacji petnia rowniez
proteoglikany. Jest to heterogenna grupa biatek wiel-
koczasteczkowych, sktadajacych si¢ z rdzenia biatko-
wego 1 siarczandw glikozoaminoglikanow oraz oligo-
sacharydow o krotszej czasteczce. Proteoglikany sa biat-

kami macierzy zewnatrzkomorkowej, syntetyzowanej
przez osteoblasty, badz tez sa absorbowane z osocza
1 deponowane w macierzy kosci. Zaliczamy do nich:
agrekan (gtowny proteoglikan chrzastki), biglikan, de-
koryng, bogata w leucyng — fibromoduling oraz stosun-
kowo niedawno wyizolowany z kosci dtugich bydta
proteoglikan — osteoadcheryng. Biatka te uczestnicza
roOwniez w utrzymaniu struktury i1 funkcji chrzastki sta-
wowej. Jednym z interesujacych zwiazkow jest beta-
-hydroksy-beta-metylomaslan (HMB), naturalnie produ-
kowany metabolit leucyny i1 kwasu 2-ketoizokaprono-
wego (KIC). Beta-hydroksy-beta-metylomaslan uzywa-
ny jest przez sportowcow i osoby obciazone wysitkiem
fizycznym. HMB wzmacnia system immunologiczny
oraz wydatnie obniza poziom cholesterolu. Podczas in-
tensywnego treningu HMB przeciwdziata zniszczeniom
mig$ni, minimalizuje redukcjg biatek oraz pomaga w na-
prawie tkanki migsniowej. Podobne efekty jego dziata-
nia obserwowano roOwniez w badaniach na zwierzetach
(17). HMB skutecznie wspomaga przyrost sity i masy
migsni przy jednoczesnej redukcji tkanki ttuszczowe;.
Wykazuje takze silne wlasciwosci anaboliczne, dzigki
czemu moze stac si¢ prawdziwa alternatywa dla niedo-
zwolonych $rodkow dopingujacych (12, 21).
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Celem przeprowadzonych badan bylo okreslenie
dziatania beta-hydroksy-beta-metylomaslanu na uktad
kostny w warunkach osteopenii.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono na 30 samicach szczurow rasy
Wistar w wieku ok. 2-3 miesigcy i Sredniej masie ciata okoto
250 g, utrzymywanych w standardowych warunkach labora-
toryjnych ze stalym dost¢gpem do wody i karmy. Pasza poda-
wana podczas doswiadczenia byta standardowa pasza byto-
wa, produkowana przez mieszalni¢ pasz Agropol Motycz
k. Lublina, stosowang w zywieniu zwierzat laboratoryjnych.

Przez okres 14 dni zwierzgta poddawane byty aklimatyza-
¢ji do warunkow zwierzetarni (temperatura 22°C £2°C, 12 h/
12 h cykl dziefi/noc, wilgotnos¢ 55% = 5%). Po tym czasie
wykonane zostaty zabiegi operacji rzekomych (SHO; n=10)
i owariektomii (OVX; n = 20). Zabiegi chirurgiczne przepro-
wadzono w znieczuleniu ogélnym, uzyskanym po podaniu
Rometaru (Leciva, Czechy), Ketaminy (Biowet-Putawy, Pol-
ska) oraz Atropiny (Polfa-Warszawa, Polska) w dawkach, od-
powiednio, 2, 10 oraz 0,05 mg/kg m.c. Bezposrednio po za-
biegach chirurgicznych, na czas rekonwalescencji, zwierzgta
umieszczono pojedynczo w oddzielnych klatkach na okres
7 dni. Po tym czasie zwierzgta przeniesiono z klatek poope-
racyjnych do klatek hodowlanych i przez 60 dni czekano na
rozwo0j osteopenii. Nastepnie przez 60 dni podawano grupie
doswiadczalnej (OVX + HMB, n = 10) ad libitum roztwor
beta-hydroksy-beta-metylomaslanu (HMB) (EAS Inc. Golden
CO, USA) w wodzie do picia w iloéci 1900 mg/1 dm?. Pozo-
state grupy zwierzat (OVX, n=10; SHO, n = 10) otrzymywa-
ty wodg czysta, bez dodatku HMB. Wodg codziennie wymie-
niano na $wieza, kontrolujac jednoczesnie jej spozycie. Sred-
nia dzienna dawka HMB na jednego szczura wynosita 55 mg.

Po 120 dniach doswiadczenia zwierzgta usmiercano przez
dekapitacje po wczesniejszym uspieniu w dwutlenku wegla.
Do dalszych analiz pobrano kosci udowe, ktére poddano ba-
daniu w zakresie ggstosci mineralnej kosci (BMD) oraz para-
metrow wytrzymatosciowych.

Koéci szczurow poddawano dziataniu obcigzen dynamicz-
nych z zastosowaniem aparatu Instron 4302 (Instron Corpo-
ration, Norwood MA, USA) potaczonego z komputerem re-
jestrujacym w postaci wykresu zaleznos¢ migdzy sita dziata-
jaca prostopadle do dlugiej osi kosci a odksztatceniem, wy-
korzystujac tzw. 3-punktowy test zginania (4-6, 18). Zastoso-
wano glowicg pomiarowa o zakresie dziatania 0-1 kN. Za kry-
terium oceny przyjeta zostala sita obciazenia przy statej pred-
kosci gtowicy pomiarowej V = 10 mm/min. Kosci do badan
umieszczono na podporach o rozstawie odpowiadajacym 40%
dhugosci kosci, celem uniknigcia podparcia w czg$ciach przy-
nasadowych.

Tab. 1. Parametry wytrzymalo$ciowe oraz gesto$¢ mineralna (BMD) trzonu kosci udo-
wej i kregow L2-L4 samic szczuréw grupy kontrolnej i grup do§wiadczalnych (x + SE)
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Kosci charakteryzowane byty nastgpujacymi parametrami
wytrzymato$ciowymi:

— warto$cia Srednia sity maksymalnej, obliczong z warto$-
ci okreslajacych tzw. punkt zlamania, w ktorym nastepuje
dezintegracja struktury kosci (granica wytrzymatosci);

— wartoS$cia Srednig sity w punkcie przekraczania granicy
sprezystosci, obliczona z tzw. punktéw sprezystosci wyzna-
czonych odchyleniem stycznej od linii obrazujacej zalezno$é¢
migdzy sita a odksztatceniem.

Gestos¢ mineralna (BMD — Bone Mineral Density) kosci
udowej oraz kregdéw ledzwiowych (L2-L4) oceniono apara-
tem DEXA firmy Norland model Excell Plus (Fort Atkinson
WI, USA) wykorzystujacym technologi¢ skolimowanej wiazki
promieniowania rentgenowskiego przy uzyciu programu
umozliwiajacego badanie malych zwierzat (Small Subject
Scan). Urzadzenie pomiarowe kalibrowano, za pomoca spe-
cjalnych fantomow, przed kazdorazowa serig pomiarowa (2).

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej z wyko-
rzystaniem testu t-Studenta. Oceniano istotnos$¢ réznic $red-
nich wartos$ci badanych parametréw pomi¢dzy grupami SHO,
OXV oraz OVX + HMB. Podjete badania uzyskaly zgode
Lokalnej Komisji Etyczne;.

Wyniki i oméwienie

Dwumiesigczny okres braku wptywu hormonéw jaj-
nikowych przejawit si¢ w grupie zwierzat poddanych
zabiegom owariektomii (OVX) spadkiem ggstosci mi-
neralnej kosci (BMD) w stosunku do grupy kontrolne;j
(SHO). Zaobserwowano rowniez obnizenie wartosci
wskaznikow wytrzymatosciowych charakteryzujacych
odporno$¢ kosci na dziatanie sit odksztatcajacych
(tab. 1). Gesto$¢ mineralna tkanki kostnej w grupie pod-
danej owariektomii byla o 7,8% nizsza niz w grupie
SHO. Réwniez ggsto$¢ mineralna kregdw byla nizsza
0 5,3% w grupie OVX w stosunku do kontroli. Para-
metry wytrzymalosciowe tkanki kostnej (sita maksy-
malna, granica sprgzystosci) samic w grupie OVX wy-
kazaty istotny spadek wartosci w stosunku do grupy
SHO. Wartos$ci byty nizsze o 11,2% oraz 27,8%.

Podawanie beta-hydroksy-beta-metylomaslanu
(HMB) w wodzie do picia, spowodowato zahamowa-
nie dalszego spadku wartosci BMD 1 czynnikéw wy-
trzymatosciowych. Ggsto$¢ mineralna kosci udowe;j
w grupie OVX + HMB wzrosta 0 6,0% w stosunku do
OVX. Podobna tendencj¢ zaobserwowano w przypad-
ku gestosci mineralnej krggow ledzwiowych. Grupa
zwierzat poddanych owariektomii i otrzymujacych HMB
miala tylko o 0,9% nizsze warto$ci niz grupa kontrol-
na. Wartos$ci sity maksymalne;j
u zwierzat grupy doswiadczalnej
byty wyzsze o 3,3% w stosunku
do zwierzat grupy kontrolnej. Po-

BMD (g/cm?2) BMD (g/cm2) Sita maksymalna | Granica sprezystosei| dawanie beta-hydroksy-beta-me-
kos¢ udowa L2-L4 (N/mm) (N/mm) tylomaslanu w korzystny sposob
SHO (n = 10) 0,254 + 0,00452 | 0,226 +0,00722 | 137,4 + 0,9962 92,2 + 2,38a Wpl}{nfﬂo TGWHIGZ na wartosci
OVX (n = 10) 0,234 £ 0,00900 | 0,214 £ 0,0016° | 121,9 = 1,345 66,5 + 1,280 granicy sprezystosci u zwierzat
, , , . poddanych owariektomii. Zaob-

- a a a a ]
OVX + HMB (n = 10) | 0,249 = 0,0031 0,224 + 0,00402° | 142,1 = 1,021 78,3 1,41 Serwowano wzrost wartosci tego

Objasnienie: a i b roznice istotne statystycznie (p < 0,05) pomigdzy grupa kontrolna a gru-

pami do$wiadczalnymi

parametru o 15,0% w stosunku
do grupy OVX (tab. 1).
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Macierz kostna sktada si¢ z substancji organicznych
1nieorganicznych. Glownym sktadnikiem organicznym
kosci jest kolagen. Rodzina kolagenu sktada si¢ z 15
typow bialek 1 zwykle, z uwagi na budowe molekular-
na, jest dzielona na dwie grupy — kolageny tworzace
wilokna (fibrylarne — kolagen typu I, I1, III, V, XI) i nie
tworzace wilokien (niefibrylarne — pozostate). Obecny
w kosci kolagen typu I jest gtéwnym biatkiem, z ktore-
go zbudowane sa wtokna przenoszace obciazenia me-
chaniczne. Podobna funkcje peilnia widkna kolagenu
typu V. Kolagen znajdujacy si¢ w macierzy kostne;j jest
gtéwnie kolagenem typu I, sktadajacym si¢ z dwoch
tancuchow a1 1 jednego tancucha a2, chociaz spotyka-
ne sa rowniez inne typy — V, VI, VIII i XII. Stanowi on
90% biatek kosci — pozostatymi sa biatka niekolageno-
we: osteokalcyna (kostne biatko Gla), osteonektyna
(SPARC secreted protein acidic and rich in cysteine —
kwasne wydzielnicze biatko bogate w cysteing), sialo-
proteina kostna, proteoglikany — biglikan, dekoryna oraz
osteopontyna (23).

Strukturalna integralnos¢ tkanki kostnej jest wyni-
kiem rownowagi migdzy procesami tworzenia a resorp-
cji kosci. Niedobor estrogendéw w okresie wygasania
czynnosci gonad przesuwa tg rownowage w kierunku
procesow resorpcji, co doprowadza do przyspieszenia
utraty masy kostnej Przeciwdziatanie polegajace na
zwolnieniu procesow tej utraty lub jej catkowite zablo-
kowanie jest niezmiernie wazne, poniewaz utracona
masa kostna jest w duzej mierze niemozliwa do odtwo-
rzenia. Wiadomo, ze u ludzi ponad 50% masy kostne;j
utraconej w okresie pomenopauzalnym przypada na
pierwsze siedem lat jej trwania. Najwigksze znaczenie
ma bezposredni wptyw estrogendw na osteoklasty.
W okresie niedoboru estrogenéw obserwuje si¢ wzrost
liczby 1 aktywnosci osteoklastow, co prowadzi do nasi-
lonej resorpcji beleczek kostnych (15, 16).

Nieznany jest wptyw beta- hydroksy-beta-metylomaé-
lanu (HMB) na uktad kostno-szkieletowy. Mozna jed-
nakze przypuszczac, na podstawie oddziatywania pro-
teoglikanéw, ze niewykluczona jest mozliwos¢ stoso-
wania HMB, w warunkach osteopenii, na poprawienie
wlasciwos$ci wytrzymato$ciowych oraz gestosci mine-
ralnej tkanki kostnej. Drugi prawdopodobny mechanizm
moze by¢ zwiazany z antycholesterolowym dziataniem
beta-hydroksy-beta-metylomaslanu, ktory, podobnie jak
w przypadku statyn, moze mie¢ wptyw na metabolizm
tkanki kostnej. Statyny bowiem, hamujac reduktaze
hydroksymetyloglutarylo-CoA (HMG-CoA) (w tancu-
chu przemian kwasu mewalonowego), przyspieszaja
takze apoptoze osteoklastow, hamuja resorpcje kosci
1 osteoklastogenezg in vitro, a ponadto pobudzaja kos-
ciotworzenie, wzmagajac ekspreSJQ genu dla biatka mor-
fogenetycznego kosci (BMP-2) (11, 14, 16). Ze wzgle-
du na brak pi$miennictwa dotyczacego wptywu beta-
-hydroksy-beta-metylomaslanu (HMB) na uktad kost-
ny, jak rowniez ze wzgledu na charakter wynikow uzys-
kanych we wstgpnym do$wiadczeniu, nalezy kontynu-
owac¢ w przysztosci podjete badania w celu wyjasnie-
nia rodzaju oddziatywania HMB na tkanke kostna oraz

mozliwoS$ci jego ewentualnego wykorzystania w zapo-
bieganiu i leczeniu zaburzeh metabolizmu uktadu kost-
nego u zwierzat i ludzi.
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