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UVODNIK

ViZené kolegyné a kolegové,

pred Vami je posledni ¢islo Osteologického bulletinu ro-
ku 2011. Nen{ tieba zduraziovat, Ze ziskani kvalitnich ¢lan-
ki pro Ceskojazy¢ny Casopis byva spojeno s nemalou nama-
hou. Naprosta vétSina Ceskych autorii preferuje zasilan{
svych rukopisti do impaktovanych periodik, nebo alespon
do Casopist, které jsou dohledatelné na PubMed/Medline.
Je proto velice pfijemnym zjiSténim, Ze fada ¢eskych a slo-
venskych autori mé naddle zdjem publikovat v domacim
periodiku a Ze jsme dosud dokdzali ziskat i pfispévky od né-
kterych vyznamnych zahrani¢nich odbornikd.

Osteologicky bulletin byl od pocatku zaméfen prevazné
na klinickou obec, a tudiz prinasel prehledné ¢lanky, pt-
vodni prace ¢i kazuistiky, tykajici se kostniho a mineralniho
metabolismu. Mezindrodné uznavané Casopisy s osteologic-
kou tematikou (Journal of Bone and Mineral Research,
Osteoporosis International, Bone, Calcified Tissue Inter-
national, Journal of Bone and Mineral Metabolism) zvefej-
nuji rovnéz fadu zajimavych, leckdy prilomovych praci ze
zdkladniho vyzkumu. Jedna se o experimentdlni prace s tka-
fovymi kulturami ¢i laboratornimi zvitaty, nejcastéji hlo-
davci. S potésenim konstatuji, Ze i Osteologicky bulletin ob-

drzel v roce 2011 nékolik textd tykajicich se zakladniho vy-
zkumu, které po provedeném recenznim fizeni radi publiku-
jeme. Jedna se o ¢lanky Vliv dyslipidemickych diet na kost-
ni metabolismus u samci potkani kmene Wistar, Akutn{
odraz operaéniho z4sahu na metabolismus kost{ u potkand,
Vliv metoprololu na kostnf metabolismus u samct potkant
kmene Wistar po provedené orchidektomii, Vliv opakova-
nych odbért krve a diety obohacené o Zelezo na mechanic-
ké vlastnosti kosti potkand autorského kolektivu z Ustavu
klinické biochemie a diagnostiky, Lékaiské fakulty
a Fakultni nemocnice v Hradci Kralové pod vedenim prof.
MUDr. Vladimira Palicky, CSc. a doc. MUDr. Pavla Zivné-
ho, CSc. Pro Osteologicky bulletin se tedy jednd o prvni
(a budme presvédceni, Ze rozhodné nikoliv posledni) vlas-
tovky z oblasti zdkladniho vyzkumu a experimentdlni medi-
ciny. Pieji ptijemné Ctendrské zaZitky a zejména pak krasny
a uspésny rok 2012.

Doc. MUDr. Stépan Kutilek, CSc.
zastupce $éfredaktora
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PREHLEDOVY CLANEK

Moznosti ur¢eni mechanické odolnosti kosti v experimentu -
souhrn poznatkaii

P. ZIVNY?, K. SVEJKOVSKA?, |. GRADOSOVAL, H. ZIVNA®3, V. PALICKA?

1Osteocentrum, Ustav klinické biochemie a diagnostiky, LF UK a FN v Hradci Krdlové
2Centrum klinickych studii (CCBR, a. s., Czech) v Pardubicich, *Radioizotopové laboratore a vivarium, LF UK v Hradci Krélové

SOURHN

Zivny P, Svejkovské K., Gradosova L., Zivna H., Palicka V.: MoZnosti ur&eni mechanické odolnosti kosti v experimentu

v experimentalni oblasti. V textu je popsana metoda testovani mechanické odolnosti kosti v experimentu. Ucelem testovani biome-
chanické odolnosti kosti v experimentu neni simulovat nebo vysvétlit mechanismus vzniku fraktur u ¢lovéka, ale slouzi vyhradné pro
testovani zmén fragility kosti pokusnych zvifat za riznych experimentalnich podminek.

Klicova slova: fraktury, biomechanické vlastnosti, kost, skeletalni fragilita

SUMMARY
Zivny P, Svejkovska K., Gradosova L., Zivna H., Palicka V.: Assessment of bone biomechanical properties in experimental research
The review summarizes current opinions on biomechanical properties of bone and their study in humans as well as under experi-
mental conditions. The method of experimental testing of bone biomechanical properties is described in this review. The purpose of
experimental testing of bone biomechanical properties is not to explain the mechanisms of bone fractures in patients. It is intended
exclusively for testing bone fragility in rats under various experimental conditions.

Keywords: fractures, biomechanical properties, bone, bone fragility
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Uvod

Soucasné moznosti hodnoceni stavu mechanické odolnos-
ti skeletu v klinickych podminkach jsou znacné omezené.
Na skelet ptisobi béhem aktivity nepfeberné mnozstvi sil
a zatézi, trvalych i necekanych. Pfes zdokonalujici se zo-
brazovaci metody, doplnéné sofistikovanym softwarem je
skute¢nd mechanickd odolnost kosti stdle jen odhadovana,
zejména na zdkladé vysledkt denzitometrickych analyz
(DEXA — dual energy X-ray absorptiometry s fadou do-
pliiyjicich software a matematickych modelii, nebo analyz
zaloZenych na principech CT nebo MR — high-resolution
micro-computed tomography, magnetic resonance ima-
ging). Histologickd analyza kostni tkané ma v tomto smys-
Iu velmi omezenou vypovédni schopnost a vzorek je navic
zpravidla odebiran z mist, kde neni skelet zatéZovan.
Schopnost kosti odoldvat fraktufe (celkovd odolnost kosti)
zavisi na mnozstvi kosti (bone mass), na prostorovém uspo-
fadani kostni hmoty (tvar a mikroarchitektura) [1,2,3] a na
vlastnich fyzikdlnich vlastnostech materidlu, ze kterého je
kost tvorena [4].

Odolnost oblasti proximélniho femuru u ¢lovéka
V humdnnich studiich jsou v oblasti proximalniho femu-
ru predmétem zdjmu predevsim ,,sideways falls®, tedy boc-

ni pady, které vedou k frakturdm v oblasti proximdlniho fe-
muru. Nedostatkem téchto studif je skute¢nost, Ze jen 30 %
dobrovolniki — zdravych muzi bylo schopno ,,upadnout™
primo na bok na mékkou podlozku (zZinénku), bez reflexni-
ho zmirnéni padu rukou nebo jinym svalovym usilim, tak,
aby mohly byt sledovany rychlosti a sily pusobici na proxi-
malni femur. K takovymto pokusiim byvaji uzivany téz ka-
davery nebo crash dummies [5]. Déle byla vyvinuta také fa-
da matematickych modeld a simulaci [6,7].

Odolnost obratlovych tél u ¢lovéka

Studium biomechanickych vlastnosti obratlovych tél in
vivo je jeSté problemati¢téjsi. Jednoznacnd definice verteb-
rdlni fraktury zistdva kontroverzni [8] a také fada fraktur
obratlovych &l zdstdvad klinicky nerozpoznand. Obratlové
fraktury vSak upozoriiuji na zvysujici se riziko dal$ich frak-
tur. Obratlové fraktury vznikaji rovnéz pii padech, zejména
u muzi. BéZzné dennf aktivity vedou k vyznamnému zatézo-
vani patefe a zdsadni otdzkou je odlisit prave aktivity spoje-
né s takovou zatézi obratlovych tél, vedouci k jejich posko-
zeni. Znacnou roli zde vSak hraji i jiné faktory, zvedani
a prendseni tézkych bfemen v nevhodné poloze, napf. na na-
taZenych hornich koncetindch nebo v predklonu. Zna¢nou

74té7Zi na obratlova téla je i zdanlivé nevyznamny pohyb, na-

(132
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PREHLEDOVY CLANEK

pt. zvedani ze Zidle bez pomoci rukou [9]. Méfeni biome- Obr. 1

chanické z4téZze obratlovych tél in vivo neni moZné, k ne- Celkovy pohled na pristroj na tfibodové lamani,
piimému urleni jsou vSak uZivdny kinematické analyzy, v pravo snimaci jednotka
elektromyografickd méfeni a biomechanické matematické - S

modely [10].

Vlastnost kosti, jeji pevnost a elasticita souvisi tedy:
A) s vlastnosti kostntho materidlu — celkovy objem kosti,
stupeni mineralizace, podil kolagennich a nekolagennich
slozek, podil kortikdln{ a trabekularni kosti; B) s geometric-
kymi vlastnostmi — uspofddani krystald a kolagennich vla-
ken, tedy na uspofddani trabekuldrni sité¢ a kortikdlnich la-
mel [11].

Mechanické vlastnosti kosti zahrnuji odolnost vici tlaku,
tahu a torzi, zahrnuji tedy pevnost i elasticitu kosti. Pevnost
kosti je ddna stupném mineralizace kosti, zatimco elasticita
souvisi s organickou slozkou kostni tkanég, jeji kvantitou
a kvalitou.

Testovani biomechanické odolnosti kosti ex vivo

Mechanické vlastnosti kostni hmoty mohou byt testovany,
stejné jako se testuji mechanické vlastnosti materidli vy-
uzivanych v mnoha riznych odvétvich, napf. stavebnim,
strojirenském nebo textilnim primyslu. Zde je vSak nutné
zdlraznit, Ze materidly testované v pramyslu se zpravidla
nevyznacuji heterogenitou, kterou, jak vyplyva z textu vyse,
vykazuje kost (kostn{ tkan). Takovéto testovani materialt je
provadéno také v medicinské oblasti. VyuZiva se jednak pri
sledovani vlastnosti vyrabénych nahrad (kloubd, stentd,
chlopni), ale i pfi sledovani zmén mechanickych vlastnosti
svald, Slach a kosti.

U zvitecich modell, kdy nejcastéji pouzivanym experi-
mentdlnim zvifetem je potkan, se testovani provadi ex vivo
na celé kosti (femur, tibie, humerus, radius), u vétsich zvi-
fat pak lze pouzit napf. také metatarzdlni kiistky, mandibu-
ly nebo na ¢4sti kosti. Vyhodnoceni ¢asti kortikdlni nebo
trabekularn{ kosti, upravené do specifickych geometrickych
tvard, je pouzivano nejen u lidskych vzorkd, kde jiny zpu-
sob testovani neni mozny [12], ale i pro vzorky ziskané z po-
kusnych zvitat [13]. N

K testovani mechanické odolnosti kosti jsou pouZivany o4
komeréné dostupné piistroje, bohuzel s velmi vysokou pofi- _ UL RLERE
zovaci cenou, napf. Instron, MAY 03, USA [14], Shenk-
Trebel model RTP 0.6 [15], Avalon Technologies, USA
[16,17], MZ500D, Maruto Co, Japonsko [18], LR5K
J. Lloyd Instruments, UK [17], 145660 Z020/TND, Obr. 3
Zwick/Roell, Némecko [19]. Tyto pfistroje umoziiuji valida- Femur po zlomeni tiibodovym testem
ci procesu testovani, ur€eni pruznosti kosti a odhad zastou-
peni kompaktni a spongiézni kosti. Rada autorti vyuZivé tzv.
~custom-made material testing machine® [13,21].
Konstrukce vSech té€chto pfistroji vychazeji z prace Penga
a spol. [22]. Tyto ,,na zakazku* vyrobené pristroje nemaji
zpravidla software, ktery by umozioval kalkulovat s para-
metry pruznosti, vzdorovan{ kosti v torzi atd., ale umozuji
urceni sily, pfi které dochdzi k fraktufe testované kosti (jak
bude popsano nize). Témto faktim je nutné prizpusobit de-
sign studif tak, aby byly ziskdny odpovédi na poloZené otdz-
ky. Pfistroj, ktery jsme pouZivali my, byl vyroben firmou {
Martin KoSek & Pavel Trnecka, Hradec Krilové, Ceskd re- ol MMMM'

publika. PO VIS

Obr. 2
Pripraveny femur k tfibodovému lamani

Odolnost kosti v tlaku testujeme vertikdlnim ptisobenim
sily na kost, provadi se kompresni test kré¢ku femuru nebo

Osteologicky bulletin 2011 c. 4 roc. 16 133 |




PREHLEDOVY CLANEK

obratle, ddle metodou tii- aZz ctyfbodovym ohybdnim
u dlouhych kosti, jako je femur, humerus, tibie.

Nejcastéji pouZivand je metoda tfibodového ohybdni kos-
ti (three-point bending). Tuto metodu lze provadét jen na
dlouhé kosti, na kterou je vyvijen bo¢ny tlak. Je mozZné tes-
tovat odolnost stfedni ¢asti diafyzy femuru, ale i distalni
¢asti femuru, nebo proximdlni ¢asti tibie [17]. Testovana
kost se umisti na dvé podpéry vzdalené od sebe na urcitou
vzdalenost, tfeti, vrchni Cepel, pisobi kolmo na stied lama-
né kosti. Piistroj zaznamenava naristajici tlakovou silu.
V momenté zlomeni kosti, kdy na ¢idlo prestane puisobit
tlak, se zobrazi na displeji hodnota maximalni sily, kterd
vedla ke zlomeni kosti. Modernégj$i pristroje zaznamendvaji
kromé& maximalni sily ptsobici na kost pfed zlomenim také
tvrdost a absorpci energie v tzv. kiivce zatéZového posunu-
ti (zatézoveé-deformadni kiivka) [11]. U naseho pfistroje by
bylo mozné jest€ zaznamendavat hodnoty nardstajiciho tlaku
naméfené Cidlem pied zlomenim kosti. Tim bychom se
mohli vyjadfit i k uréitému stupni elasticity ldmané kosti.
Planujeme tuto moznost u naseho pristroje technicky dofe-
Sit.

Ctyfbodové ohybani se 1isi tim, e seshora plisobi misto
jedné cepele dvé. Komplikaci této metody ve srovnani s tii-
bodovym ohybdnim je podminka, aby se obé Cepele dotkly
kosti ve stejny okamzik. Dal§$im méné pouZivanym typem
testovani odolnosti kosti je pouZiti konzoly, kdy se jeden ko-

Obr. 4
Nastaveni pfistroje ke zlomeni kréku femuru

Obr. 5
Kréek femuru po jeho ulomeni

nec kosti zafixuje pomoci pryskyftice a sila piisobi na volny,
nepodepreny konec. Kost je orientovdna tak, aby napodo-
bovala pozici kosti in vivo, timto zptisobem je ¢astené eli-
minovana nutnost exaktntho umisténi a natoceni kosti pfi
tii- nebo Ctyrbodovém ldmani [23]. Pfed samotnym testo-
vanim je nutné kost dikladné odcistit od mékkych tkani.
Odstranovani mékkych tkani je nutné provadét opatrné, aby
nedoslo k poskozeni povrchu kosti, a tim ke zkresleni vy-
sledki testovani. Déle je potieba zabranit vysychani kostn{
tkané po dobu testovani, napf. zabalenim do gazy zvlhcené
fyziologickym roztokem.

Co se tykd samotného pristroje, je potieba zajistit, aby
podpéry byly hladké se zaoblenymi hranami, aby se zabra-
nilo ,hromadéni* tlaku a zafezdvini podpéry do Kkosti.
Dilezitost kontaktu Cepeli s kosti ve stejny ¢as u ¢tyfbodo-
vého lamani byla jiZ zminéna, cozZ je obtizné proveditelné
vzhledem k nepravidelnym tvartim kosti. Céste¢né se tomu
miZeme vyhnout, bude-li vzdédlenost mezi podpérami co
nejmensi. Dal$sim velkym zdrojem chyb je jiz zminény ne-
pravidelny tvar kosti. Néktef{ autofi tvrdi, Ze vzdalenost
spodnich podpér by méla byt pro samice potkani 15 mm
a pro samce 20 mm, aby se zajistilo, Ze z 58-90 % bude de-
formace zptisobena ohybanim. Neni-li splnéna tato podmin-
ka, zapojuje se také smykova deformace. Dal$i moZnosti na-
staveni vzddlenosti spodnich podpér je dle Leppinena
a spolupracovnikt [24] mozné tak, aby jedna podpéra byla
pod velkym trochanterem (trochanter major) a druhd pod
distalnim koncem femuru. Ne&ktefi autofi pouzivali kon-
stantni vzdalenost mezi spodnimi podpérami v zavislosti na
velikosti kosti, které byly testovany, napi. 10 mm [17]
nebol5 mm [18,25].

Dals{ otazkou zistava, v jakém sméru kost testovat. U fe-
muru potkana se z anatomickych a predevsim praktickych
davodi dava prednost testovani v pfedozadnim sméru (an-
tero-posteriornim, AP) [21,26]. Ovsem dle jinych autord
vzhledem k funk¢ni adaptaci kosti na zatéZ, je vhodné&jSim
smérem testovani stfedo-bolni (medio-lateralni, ML).
Femur md v tomto sméru nejvetsi elipticky pramér diafyzy
a predstavuje zfejmé primdrni smér adaptace kosti na zati-
Zeni [24,27]. Pfi testovani v mediolaterdlnim sméru je ale
nutné zabranit otdceni femuru na anatomicky pfijatelnéjsi
anteroposteriorni stranu uchycenim interkondylarn{ ¢asti do
specidlniho fixa¢niho zafizeni. Jiz samotnym uchycenim
kosti mize dojit k ovlivnén{ jejich mechanickych vlastnosti
[24].

Pfed vlastnim ldmédnim je testovand kost zatiZena malym
stabilizujicim tlakem do 10 N, nebo napt. 0,5 N [25], 1 N
[20], 10 N [19]. Stabilizujici tlak se aplikuje na kost zejmé-
na proto, aby se zafixovala a nedoslo k jejimu protdceni.

VEtSina testd probihd za pokojové teploty, ale napf.
Iwamoto a spolupracovnici testovali tiibodové ohybani u fe-
murti potkant Sprague-Dawley po tfech minutiach v solné
lazni pri teploté 37 °C [18].

Ohybaci sila mize byt aplikovdna rtznou rychlosti: 50
mm/s [20], 1 mm/s [24,26], 0,5 mm/s [17], 0,155 mm/s [21],
0,1 mm/s [19], 20 mm/min [25,18], 5 mm/min [28],
2 mm/min [29].

Dalsim zptsobem zlomeni kosti, se kterym se v klinické
praxi Casto setkdvdme, je torzni zlomeni kosti, napf. spirdl-
ni zlomeniny bérce. V experimentu je analogii torzni test,
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ktery dava informaci o smykovém napéti pfed samotnym
zlomenim. Pro tento test se kromé celych kosti mohou také
pouzivat ¢asti kosti upravené do specifickych tvart. Test
muze byt provadén na vSech typech kosti a v riznych ori-
entacich. Konce kosti jsou pied uchycenim upraveny abra-
zivnim materidlem. Tim se zlepSi pfichyceni polymetylme-
takrylatu, do kterého jsou kosti fixovany, a teprve takto
upravené konce jsou sevieny do upevilovactho zafizeni.
Zabrani se tim drceni konci kosti pfi testovani. Je tfeba, aby
délka kosti, kterd je vystavena torzi, byla vzdy konstantni.
Uhlovi rychlost ota¢ent je volitelnd, ale opét vzdy v jednom
experimentu standardni: 4,8 °/s [31], 4 °/s [14], 6 °/s [11],
10 °/min [15]. Zaznamendva se torzni sila potfebnd ke zlo-
meni kosti (Nm), pficemZ nékteré pristroje zaznamendvaji
také uhel zlomeni (rad; °). Dal§i parametry, jako je mezni
torzn{ sila, tuhost, smykovy tlak a smykovy modul se muse-
ji ze zakladnich hodnot vypocitat. Testovani odolnosti kosti
v torzi je metoda pouzivana jiz od 70. let 20. stoleti [32,
33,34].

Dals$im testem, pomérné hojné pouzivanym k hodnoceni
mechanickych vlastnosti kosti u potkant, je kompresn{ test.
Kompresi jsou nejcastéji vystavovany téla obratlt a krcky
femurd. Opét 1ze v experimentu pouZzit jak celé kosti, tak jen
Kromé jiz vySe zminéného dokonalého ocisténi kosti je po-
tfeba testovany vzorek uchytit ve specidlnim fixaénim zafti-
zeni, aby se zabranilo pohybu vzorku. K tomuto ukotveni se
nejcastéji pouzivaji polyakrylamidové pryskyfice. Pfi testo-
vani mechanické odolnosti kr¢ku femuru v tlaku je potfeba
cely femur, nebo jeho proximalni ¢ast (ziskanou po tfibodo-
vém lamanfi), upevnit kolmo k podlozce. Hlavice femuru se
opét zatizi malym stabilizacnim napétim do 10 N, a poté se
zahdji test, kdy sila je aplikovdna na kost v podélné ose.
Vrchni ¢epel tlaci na hlavici femuru az do zlomenf krcku fe-
muru nebo do rozdrceni obratle. Rychlost stlacovani je opét
volitelna: 0,155 mm/s [21,17], 1 mm/s [24,26], 2 mm/min
[29,30], 6 mm/min [35].

Vedle kompresniho testu se pouzivd k hodnoceni mecha-
nickych vlastnosti kosti také tahovy test. Tento test je Casté-
ji pouzivan pii testovani elastickych materiald, jako jsou
svaly a Slachy, ale pouZiva se napf. i u dlouhych kosti. Kost
se zafixuje pomoci polyakrylamidové pryskyfice na obou
koncich a nasledné upevni horizontalné v upeviiovacim za-
fizeni. Vzdalenost mezi konci upeviiovaciho zafizeni je vo-
liteInd, napf. 3 mm. Testované kosti jsou opét vystaveny ma-
lym pocatecnim napétim (5—10 N). Béhem upeviiovani kosti
i béhem samotného testovdni musi byt kost udrzZovina
vlhkd. Rychlost tahové zatéze mize byt 2 mm/min, nebo
1 mm/s [14]. Maximdln{i zatiZeni pfedstavuje maximadlni ta-
hovou sflu vyvinutou tésn€ pfed vznikem zlomeniny.
Hodnoty intenzity tahu pfed zlomenim kosti miZzeme vy-
nést do kiivky. Sklon linedrni ¢asti kfivky zatéZového posu-
nuti definuje tvrdost a plocha pod touto kiivkou definuje
energetickou absorpéni kapacitu. Z kiivky tlak-pevnost je
mozné urcit mezni tlak, mezni pevnost a modul pruznosti
[14].

Popisované typy ohybani a lamani kosti byvaji uzivany
v experimentech vétSinou spolecné (Casto v zdvislosti na
mnozstvi dostupného materidlu), protoZe ¢asto nelze predi-
kovat, jakym zpisobem bude pevnost kosti narusena, nen{

Obr. 6
Fixace femuru se zatavenymi konci v polyakrylamidové
hmoté v torznim pfistroji

Obr. 7
Probihajici test torzniho zlomeni femuru se snimaci
jednotkou v pozadi

Obr. 8
Femur po testu zlomeni torzni silou
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mozné fici, Ze nékterd z metod ma jednoznacné vyhody ne-
bo nevyhody.

Zavér

V ¢lanku jsou shrnuty dosavadni zkuSenosti experimen-
talni skupiny v oblasti biomechanického testovani kosti
v experimentech na potkanech. Jde o stru¢ny popis metod
testovani biomechanické odolnosti kosti v experimentu me-
todami tiibodového nebo ctyibodového ohybani kosti, torz-
niho zlomeni kosti a kompresnim testem. Za pomoci téchto
metod Ize ziskat predstavu o biomechanické odolnosti kosti
a jejich zménach pfi pisobeni zejména 1ékd nebo stopovych
prvki, na jejichZ studium je nyni experimentdlni skupina
zaméfena.

Je zfejmé, Ze bude nutné vypracovat jesté dalSi metodické
postupy na testovdani mechanické odolnosti obratlovych tél.

Ve spoluprdci s tvirci piistroje by bylo vhodné jesté za-
znamendavat jednotlivé hodnoty tlaku, naméfené cidlem
pred definitivnim zlomenim kosti. Tim bychom se mohli vy-
jadrit i k dal§im mechanickym vlastnostem kosti a postupné
doplnit i o matematické zpracovani vysledku, které zatim
vzhledem k omezenému poctu zaznamenavanych tdaji
chybi.

Je nutné zduraznit, Ze ucelem testovani biomechanické
odolnosti kosti v experimentu neni simulovat nebo vysvétlit
mechanismus vzniku fraktur u ¢lovéka. V experimentech
nejsou tedy respektovany tlaky (sily), které pisobi napf. na
obratlovd téla u Clovéka (vertikdln€), zatimco pétet, a tedy
i obratlova téla u potkana, jsou horizontalné. Ziskané vy-
sledky slouzi vyhradné pro testovani zmén biomechanic-
kych vlastnosti kosti, ovlivnénych rtiznymi experimentalni-
mi podminkami, pfedevS§im dlouhodobé podavanymi
dietami nebo 1éky. Do klinické praxe pak mohou byt s pa-
tfi¢nou opatrnosti pfendSeny pouze ziskané poznatky o vli-
vu zkoumanych latek (zejména 1ékd) na kostni tkan a v kli-
nické praxi je moZzné se zaméfit napf. na léky, které
v experimentu prokdzaly negativni vliv na biomechanické
vlastnosti kosti.

Prace byla podpofena vyzkumnym zdmérem MZO
00179906.
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Akutni odraz operacniho zasahu na metabolismus kosti u potkani

H. ZIVNA1, P. ZIVNY2, |. GRADOSOVA?, K. SVEJKOVSKA?, S. HUBENA?,
0. ZIVNYZ, V. PALICKA?

'Radioizotopové laboratore a vivarium, UK Praha, LF v Hradci Kralové,
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SOUHRN
Zivna H., Zivny P., Gradosova I, Svejkovské K., Hubena S., Zivn}’/ O., Palicka V.: Akutni odraz operagniho zasahu na metabolismus
kosti u potkand
Cil: Cilem studie bylo sledovat vliv opera¢niho zdkroku na metabolismus a fyzikalni stav kosti.
Material a metody: Samci potkantt kmene Wistar byli nahodné rozdéleni do dvou skupin po 6 zvifatech s pocatecni hmotnosti
373 + 6 g. Byli Ziveni standardni laboratorni dietou a pitnou vodou ad libitum. Skupina KON: intaktni; skupina OPE: potkani 18 ho-
din po bfisni operaci — ¢aste¢né hepatektomii. Zvifata byla usmrcena odbérem krve z bifurkace bfisni aorty. V séru jsme stanovili tria-
cylglycerol (mmol/l), leptin (pg/ml), glukézy (mmol/l) a inzulin (ng/ml). Poté post mortem jsme zméfili denzitu kostniho mineralu
(BMD; g/cm?). V homogenatu kosti (150 mg tkané/1,5 ml fosfatového pufru) jsme stanovili markery kostniho obratu: osteokalcin (OC),
prokolagen 1 N-terminalni propeptid (PINP) a karboxy-terminalni kolagen crosslinks (CTX) metodikou EIA (ug/1). Femury byly kon-
trolované zlomeny tfibodové ve stiedu diafyzy a v oblasti krcku femuru.
Vysledky: U potkanti nebyly prokazany rozdily mezi kontrolni a experimentalni skupinou v BMD (patef p = 0,623; ocas p = 0,120; fe-
mur p = 0,143), ani v tloustce femuru, ani mezi silami nezbytnymi ke zlomeni diafyzy (p = 0,171) i kr¢ku femuru (p = 0,644). Po ope-
ra¢nim zakroku doglo k poklesu triglyceridémie (p < 0,001) a k vzestupu glykémie (p < 0,001). V homogenatu kosti po operaci byl zvy-
$en osteokalcin (p = 0,033) a naopak snizen PINP (p = 0,031) a CTX (p = 0,010).
Zavéry: Nase vysledky ukazuji, Ze abdominalni chirurgicky zakrok po velmi kratkém ¢ase neni schopen ovlivnit denzitu kostniho mi-
neralu a biomechanické vlastnosti kosti (odolnost k frakture), ale je ovlivnén kostni metabolicky obrat pravdépodobné pooperaéni imo-
bilitou, stresem a zménami v pfijmu potravy.

Klicova slova: kost, minerdlni denzita, metabolicky obrat, fraktura, operacni zdkrok, potkan

SUMMARY
Zivna H., Zivny P., Gradosova L, Svejkovska K., Hubena S., Zivny O., Palicka V.: The influence of abdominal surgery (partial hepa-
tectomy) on bone status in male Wistar rats
Aim: The aim of the study was to assess the influence of abdominal surgery (partial hepatectomy) on bone metabolic turnover and bo-
ne biomechanical properties.
Methods: Male Wistar rats were divided into 2 groups (6 rats in each group, body weight 373 + 6 g). The rats were fed with standard
diet and tap water ad libitum. Intact rats were in the control group (KON). The other group (OPE) comprised rats 18 hours after ab-
dominal surgery (partial hepatectomy). The rats were sacrificed by exsanguination from the abdominal aortic bifurcation.
Concentrations of triglycerides (mmol/L), leptin (pg/mL), glucose (mmol/L) and insulin (ng/mL) were estimated in sera. Then post
mortem bone mineral density (BMD) was measured with dual energy X-ray absorptiometry (DXA, Hologic, Waltham, MA, USA). The
proximal caudal vertebrae and femurs were extracted from the animals and broken in a controlled manner using a biomechanical tes-
ting device (Martin Kosek & Pavel Trnecka, Hradec Kralove, Czech Republic). Bone homogenate was analyzed for osteocalcin, pro-
collagen type I N-terminal propeptide (PINP) and carboxy-terminal collagen crosslinks (CTX) by EIA (pg/mL).
Results: There were no significant differences between the KON and OPE groups in BMD (spine p=0.623; tail p = 0.120; femur
p = 0.143), as well as in femur size (thickness) and strength needed for femur diaphysis (p = 0.171) and neck fracture (p = 0.644).
Triglyceride levels were decreased (p < 0.001) and glucose levels increased (p < 0.001) in the OPE group. Osteocalcin levels (p = 0.033)
in bone homogenate were increased, but PINP and CTX levels were decreased (p = 0.031; p = 0.010) in the OPE group.
Conclusions: The findings suggest that abdominal surgery in extremely short time is not able to influence BMD and bone biomecha-
nical properties. However, bone metabolic turnover is influenced, presumably by immobility, stress and changes in food consumption.

Keywords: bone, mineral density, metabolic turnover, fracture, surgery, rat
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Uvod

V bézné 1ékarské praxi je nutné provadeét chirurgické za-
kroky, po kterych nastava stresovd reakce organismu na
operacni zakrok. Vliv jaternitho poskozeni na vznik osteo-
pordzy a na riziko fraktur je zndm, jedna se ale o chronicky,
dlouho se vyvijejici stav, napiiklad pacienti s primarni bili-
arnf cirh6zou maji zvysené riziko zlomenin [1], dile téZ pa-
cienti s hemochromat6zou nebo alkoholickym poSkozenim
jater [2]. Jaterni osteodystrofie je metabolické kostni one-
mocnéni, vyskytujici se ve spojitosti s chronickym jaternim
onemocnénim. Dochdzi k vyvoji stavu, kdy se jednd o kom-
binaci osteopordzy s osteomalacii.

Zajimalo nds, jestli i jeden akutni zdsah do organismu,
operace s odstranénim ¢asti jaterni tkang, se bude odrazet ve
zménéném metabolismu kostni tkané.

V kostech a zuboviné se naléza nekolagenni bilkovina os-
teokalcin, kterd je produkovana osteoblasty za pritomnosti
vitaminu K. Proto byvaji koncentrace osteokalcinu vyuziva-
ny jako ukazatel, stanovujici intenzitu kostni formace aktiv-
nimi osteoblasty [3]. Bylo dokonce prokdzano, Ze vysoké
sérové koncentrace osteokalcinu relativné velmi dobfe kore-
luji s nardstem denzity kostniho mineralu, tzv. BMD (Bone
Mineral Density), stejné tak s mechanickou stimulaci [4],
kdy v extraceluldrni hmoté pod proliferujicimi butikami se

Graf 1
Sérové hodnoty leptinu (pg/ml), triglyceridd (mmol/I),
inzulinu (ng/ml) a glukézy (mmol/1)

prokazuje osteokalcin, coZ ukazuje na aktivni kostni forma-
ci[5].

N-terminalni propeptid kolagenu typu I (PINP) je ukaza-
telem intenzity metabolismu kolagenu pred jeho zabudova-
nim do kostn{ tkdné, ¢imZ opét vypovida o kostni matrix. C-
termindln{ crosslinking telopeptid kolagenu typu I (CTX) se
naopak uvoliiuje proteolytickymi procesy z kolagenu typu
I pti jeho odbouravani, a je tedy citlivym ukazatelem kostni
resorpce [6].

Polozili jsme si otdzku, jestli na jednordzovy chirurgicky
vykon neodpovidd i kostni tkdn, se kterou jsou spojovany
spiS predstavy velice pomalych odpovédi. Sledovali jsme
jak zmény kostni minerdlni denzity a biomechanickych
vlastnosti kosti, tak i lokdlni ukazatele kostniho metabolic-
kého obratu: osteokalcin, PINP a CTX.

Materidl a metodiky

Potkani byli chovdni ve vivdriu Lékarské fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Krialové (LF UK HK).
Protokol pokusu byl schvdlen Odbornou komisi na ochranu
zvitat proti tyrani LF UK v Hradci Kralové (¢.j. 3545/2006-
30/300 a 8593/2008-30). Byli pouziti dospéli samci potka-
ni kmene Wistar (Biotest, s. r. 0., Konarovice, CR), ktefi
byli rozdéleni do dvou skupin po 6 zvitatech. Potkani byli
umisténi v plastovych klecich a chovédni za standardnich
podminek, Ziveni standardni laboratorni dietou a pitnou vo-
dou ad libitum.

Skupina KON: intaktni; skupina OPE: potkani 18 hodin
po brisni operaci — ¢astecné hepatektomii. Zvitata byla us-
mrcena odbérem krve z bifurkace bfisni aorty v celkové

12 — _ .. - ‘o 1 o
p=0,131 3 KON anestezii parami éteru ve funkéni digestofi.
10 - E4 OPE V séru byly stanoveny koncentrace triacylglycerolu
(mmol/1), dale leptinu (pg/ml), glukézy (mmol/l) a inzulinu
8 —| (ng/ml).
Poté post mortem byla u potkanti zméfena BMD (g/cm?)
6 dvouenergiovou absorpcni spektrofotometrii v Osteocentru
Fakultni nemocnice Hradec Kralové. BMD v oblasti beder-
47 nich a ocasnich obratll a v oblasti femuru byla pocitacové
9 vyhodnocena pomoci pfislu§ného programu (DXA, Holo-
gic, Waltham, MA, USA).
0 Nasledné byly vytiaty z potkanti ocasni obratle a pravé fe-
leptin triglyceridy inzulin glukéza mury. S vyuzitim homogenizaéniho piistroje MagNA Lyser
Graf 2 Graf 3 Graf 4
Koncentrace osteokalcinu Koncentrace prokolagen 1 Koncentrace karboxy-terminalni
v homogenatu kosti (ug/1) N-terminalniho propeptidu kolagen crosslinks
v homogenatu kosti (ug/I) v homogenatu kosti (ug/I)
4 — . 60 — 1,25 —
osteokalcin PINP CTX
50 — _
. 1,00
40 —
0,75 —|
22 &30 4
0,50 —
20 —
1 —
10 - 0,25 —
p=0,057 p=0,031 p=0,010
0 \ 0 \ 0 \
KON OPE KON OPE KON OPE
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instrument (Roche Applied Science, Némecko) jsme ho-
mogenizovali ¢asti ocasnich obratld (150 mg tkdné/1,5 ml
fosfatového pufru). V ziskaném supernatantu kostniho ho-
mogendtu jsme stanovili koncentrace markert kostniho
obratu — osteokalcin (OC), prokolagen 1 N-termindalni pro-
peptid (PINP) a karboxy-termindlni kolagen crosslinks
(CTX) metodikou EIA (ug/l; Uscnlife Sciences & Techno-
logy Co., Ltd., Cfna).

Femury byly kontrolované zlomeny v testovacim piistroji
(Martin KoSek & Pavel Trnecka, Hradec Kralové) tiibodové
ve stfedu diafyzy a v oblasti kr¢ku femuru tlakem na hlavi-
ci. O metodice bylo jiz diive referovano [7].

Statistickd analyza byla provedena s vyuZitim software
“SigmaStat 3.1 Jandel Scientific®, San Rafael, CA, USA.
Metodami One Way Anova, Holm-Sidak Metod. Data jsou
vyjadfena jako primér + stfedni chyba nebo jako medidn
(a percentily 25%—75%), hodnoty statistické vyznamnosti
jsou uvedeny v tabulkach i grafech.

Vysledky

U potkanti nebyly prokdzany statisticky vyznamné rozdi-
ly v BMD mezi sledovanymi skupinami (tab. I).

Rozdily v délce femuru ani jeho tloustce ve stiedu diafy-
zy nebyly statisticky vyznamné. Vyhodnocenim sily nutné
ke zlomeni diafyzy i krcku femuru jsme nenalezli Zddné sta-
tisticky vyznamné rozdily mezi sledovanymi skupinami
(tab. 2).

Sérové koncentrace leptinu pied operaénim zdkrokem
a po ném nebyly statisticky vyznamné.

Po opera¢nim zdkroku doslo za 18 hodin k vyznamnému
poklesu triglyceridémie. Za 18 hodin po provedeni ¢aste¢né
hepatektomie byl zjistén v séru nevyznamny pokles kon-
centraci inzulinu, provdzeny statisticky vyznamnym vzestu-
pem glykémie (graf I).

Ke statisticky vyznamnému vzestupu osteokalcinu v ho-
mogenatu kostni tkdné doslo za 18 hodin po opera¢nim za-
kroku (graf 2).

Za 18 hodin po ¢astecné hepatekto-

mii jsme v homogendtu kostni tkdné
zjistili statisticky vyznamny pokles
koncentraci PINP (graf 3).

V homogenatu kostni tkané ziska-

s Xz

ukazateld kostniho obratu, které jsme stanovili v homoge-
ndtu kostni tkdné: osteokalcin, PINP a CTX. Dali jsme pted-
nost jejich stanoveni v kostni tkdni pfed stanovenim v séru.
Ptedpoklddame, Ze budou ptesnéji odrdZet d&je v kostni tk4-
ni neZ sérové hodnoty.

Po opera¢nim zakroku potkani omezili sviij pohyb, spali
schouleni a zjezeni, spotieba diety klesla priblizné na tieti-
nu (23 g vs. 7 g diety na jednoho potkana a den). Jednd se
tedy o komplexni reakci potkana na stres, jako je bolest,
ztrata Casti jaterni tkdné, omezeny pfijem potravy. Tento
stav netrva déle nez 24 hodin po operaci, potkan se za¢ina
zotavovat, vymizi zjeZeni srsti a antalgické postaveni téla. Je
zahdjeno stadium reparace a potkan se vraci k béZné pohy-
bové aktivité s pfijmem plné davky krmné diety.

Pii sledovani metabolickych ukazateli za 18 hodin po
operaci jsme nalezli statisticky vyznamny vzestup glyké-
mie, coz miZe byt navozeno stresem [8], vyplavenim korti-
koidu, ale téz poklesem hladin inzulinu, i kdyZ v tomto ex-
perimentu statisticky nevyznamnym. Ddle jsme zjistili
vyznamny pokles triglyceridémie, cozZ nejspiSe bylo v di-
sledku zahdjeni jaterni regenerace, kdy jsou tuky z periferie
transportovany do jaterni tkané [9].

Nevyznamné zmény sérového leptinu svédci o faktu, Ze
pooperacni sniZeni piijmu potravy neni zprostfedkovdno
leptinem, piestoZe Udaje z literatury hovoii o jeho vlivu.
Napriklad Patterson-Buckendahl se spoluautory prokézali,
7e chronickd imobilizace vedla k poklesu leptinu [10]. Role
leptinu je ve svém vlivu na kostni tkdn nejednoznacni.
Samotny leptin je schopen stimulovat osteoblasty a inhibo-
vat osteoklasty, ale svymi centrdlnimi ucinky pres sympa-
tické neurony hypothalamu navozuje opacné déje v kostnich
buiikdch [11]. Déje komplikuje antagonista leptinu — neuro-
petid Y, ktery lokdlné tlumi osteoblasty a zdroven sniZuje
koncentrace osteokalcinu [12].

U potkanii 18 hodin po opera¢nim zdkroku jsme neproka-
zali rozdily v BMD mezi sledovanymi skupinami. Je zna-

Tabulka 1

DEXA u potkanl na konci pokusu (g/cm2)

ném za 18 hodin po provedeni ¢astec-

né hepatektomie jsme prokdzali po- R1 — pitef R2 — ocas R3 - femur

kles koncentraci CTX (graf 4). KON 0,207 + 0,006 0,181 + 0,002 0,160 + 0,005

Diskuze OPE 0,193 + 0,003 0,195 £ 0,008 0,175 £ 0,008
V dvodu jsme si poloZili otdzku, zda  Stat. vyzn. P =0,623 P =0,120 P=0,143

na jednordzovy chirurgicky vykon od-

povidd i kostni tkdn, se kterou jsou Tabulka 2

spojovany spiS pfedstavy velice poma-
lych odpovédi.

Délka a pramér pravého femuru (mm). Sily nutné ke zlomeni dialyzy a kréku

femuru (N)
Po akutnim opera¢nim zdsahu do

organismu neo¢ekdvame nékteré zmeé- Délka (mm) Priimér (mm) Sila 3B Sila Zloment
ny, které se nejspise vyvijeji delsi Cas. Zlomenf (N) kreku (N)
Pfesto jsme po operaénim zdkroku
u potkanti sledovali denzitometrické KON 34,24 0,32 3,18 £ 0,04 1497 129 + 8
vySetfeni kosti i zm€ny biomechanic-  OPE 34,43 +0,5 3,16 £ 0,08 152 + 10 134 + 12
?Ch vlastmosti kosti. Spife jsme oCe- g o - P = 0,682 P = 0,266 P=0,171 P = 0,644

avali diskrétni zmény vybranych
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mo, Ze fyzickd aktivita ma pozitivni vliv na BMD [13], ale
v naSem experimentu se jednalo o kratkodobé omezeni po-
hybu po operaci, které se nemohlo na vysledcich BMD od-
razit. Burkovskaya se spoluautory prokdzali vliv na BMD
u mysi teprve po 3 tydnech imobilizace provazené progre-
sivni demineralizaci kosti [14]. Pokles BMD u lidi byl pro-
kazéan t€Z po cévni mozkové piithodé, ale az po roce od za-
¢atku onemocnéni a koreloval s tiZi pocatecniho stupné
parézy [15].

Biomechanické vlastnosti femurti nebyly ovlivnény 18
hodin po opera¢nim zdkroku. Zmény biomechanickych
vlastnosti kosti — stresové fraktury — byly nalézany i u mla-
dych lidi, velmi fyzicky aktivnich. Toto zvySené riziko ke
stresovym frakturdm se tykalo spiSe téch, ktefi po cviceni
méli vySSi pokles télesné hmotnosti, méli nizsi celkové
BMD a byli signifikantné niz§iho vzristu [16].

Z literatury je znamo, Ze vzestup sérového osteokalcinu
ukazuje na aktivitu osteoblastti a kostni novotvorbu [17],
jako jsou napiiklad stavy nékolika dnd po fraktufe kosti
[18]. Ke statisticky vyznamnému vzestupu osteokalcinu
v homogenatu kostn{ tkdné¢ doslo za 18 hodin po operacnim
zakroku, naopak pokles osteokalcinu prokdzali Patterson-
Buckendahl se spoluautory po stresovém podnétu — imobi-
lizaci [10]. Pokles osteokalcinu v poopera¢ni fazi 24 hodin
po biisni operaci u lidi nalezl také Napal se spoluautory
[19]. MuZeme se domnivat, Ze diskrepance vysledkli mize
byt zptisobena mistem, ze kterého byl osteokalcin izolovan.
V naSem experimentu jsme ho ziskali pfimo z kostni tkdnég,
dale mohla byt sniZena jeho clearence ztratou jaterni tkan€.

Je zndmo, Ze s rostouci fyzickou aktivitou roste kostni
metabolismus, tj. osteokalcin, karboxytermindlni propeptid
prokolagenu typu I (PICP) a karboxytermindlni telopeptid
kolagenu typu I (ICTP) [13]. Za 18 hodin po ¢aste¢né hepa-
tektomii jsme v homogendtu kostni tkdné zjistili statisticky
vyznamny pokles koncentraci PINP a CTX. Jestli md na
tomto poklesu CTX podil imobilizace potkant po operaci
nelze fici s jistotou, ale Tomiya se spoluautory potvrdil
u potkand, Ze imobilizace ocasu vede ke zvysSené exkreci
CTX a kyselé fosfatdzy moci, k poklesu sérového prokola-
genu C — peptidu II jiZ v casné fazi pokusu [20].

Zavér

NaSe vysledky ukazuji, Ze abdomindlni chirurgicky za-
krok po velmi kratkém case neni schopen ovlivnit denzitu
kostntho minerdlu a biomechanické vlastnosti kosti, tedy
odolnost k fraktuie, ale je ovlivnén kostni metabolicky obrat
pravdépodobné pooperacni imobilitou, stresem a zménami
v piijmu potravy.

Vsechny prezentované vysledky bude nutné potvrdit na ji-
nych chirurgickych zdkrocich u potkant a vyloudit pfipad-
ny vliv redukované jaterni tkang.

Nekomplikovany chirurgicky zdkrok jisté nezasidhne do
dalsiho Zivota lidi s osteopordzou, ale u vétsich operacnich
zakroku by se nemélo zapominat na moznost zhorSeni stavu
kosti u téchto jiz diive postizenych pacientq.

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem MZO
00179906.
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Vliv opakovanych odbéru krve a diety obohacené o zelezo
na mechanické vlastnosti kosti potkanti

Pilotni studie

K. SVEJKOVSKA?, I. GRADOSOVA?, H. ZIVNA12, K. DOUBKOVAL, P. ZIVNY?,
E. CERMAKOVAS3, V. PALICKA?

1Ustav klinické biochemie a diagnostiky, LF UK a FN Hradec Krdlové
?Radioizotopové laboratore a Vivarium, LF UK a FN Hradec Krélové
30ddéleni vypocetni techniky, UK v Praze, LF v Hradci Krélové

SOUHRN
Svejkovské K., Gradosova 1., Zivna H., Doubkova K., Zivn)'l P, Cermékova E., Palicka V.: Vliv opakovanych odbérii krve a diety obo-
hacené o Zelezo na mechanické vlastnosti kosti potkanii
Cil prace: Cilem této studie bylo sledovat ovlivnéni kostniho metabolismu opakovanymi odbéry krve a podavanim diety obohacené
o zelezo u samci potkanti kmene Wistar.
Materidl a metody: Zvifata byla krmena bud’ standardni laboratorni dietou (SLD), nebo SLD obohacenou o Zelezo: fe (SLD+400 mg
elementarniho Zeleza/1 kg diety), FE+ (SLD+5 g elementarniho Zeleza/1 kg diety). Poloviné zvifat byl jednou tydné provadén odbér
krve (withdrawal = w) z retroorbitalnich sind. Skupiny zvifat: 1. SLD (standardni laboratorni dieta), 2. SLD-w (SLD a opakované od-
béry krve), 3. fe (standardni laboratorni dieta obohacena o Zelezo v davce 400 mg/1 kg diety), 4. fe-w (SLD obohacena o Zelezo v dav-
ce 400 mg/1 kg diety a opakované odbéry krve), 5. FE+ (standardni laboratorni dieta obohacena o Zelezo v davce 5 g/1 kg diety),
6. FE+w (SLD obohacena o Zelezo v davce 5 g/1 kg diety a opakované odbéry krve). Byl vysetfen krevni obraz, koncentrace Zeleza, fe-
ritinu a markery kostniho obratu v séru: osteokalcin, N-termindlni propeptid prokolagenu typu I, C-terminalni telopeptid kolagenu ty-
pu L Byla zméfena hustota kostniho mineralu (BMD), obsah vapniku a Zeleza v kosti a biomechanické vlastnosti femuru (tfibodové
ohybani kosti, odolnost kréku femuru v tlaku).
Vysledky: Vlivem diety, obohacené o Zelezo doglo k nariistu koncentrace hemoglobinu (FE+ vs. fe, p < 0,01; fe vs. SLD, p < 0,05), hla-
diny zeleza v séru (FE+ vs. SLD, fe, < 0,001), obsahu Zeleza a vapniku v kosti (FE+, fe vs. SLD, < 0,001) a k poklesu poctu erytrocytii
(FE+ vs. SLD, p < 0,001; fe vs. SLD, p < 0,05). Vlivem krevnich odbéri klesl u SLD-w pocet erytrocyti (vs. SLD, p < 0,05) a vzrostl ob-
sah vapniku v kosti (vs. SLD, p < 0,01). U FE+w doslo k poklesu poctu leukocytt (vs. FE+, p < 0,05) a koncentrace Zeleza (vs. FE+,
p <0,05). BMD celého femuru poklesla u skupiny fe-w vs. fe (p < 0,05).
Zavér: Z nasich vysledku vyplyva, Ze zvifata dokazala po kratkou dobu trvani experimentu velmi dobfe kompenzovat nejen opakova-
né krevni ztraty, ale také nadbytek Zeleza dodavaného potravou. Nedoslo k ovlivnéni kostniho metabolismu, ani ke zméné biomecha-
nickych vlastnosti kosti.

Klicova slova: Zelezo, odbéry krve, kostni markery, hustota kostniho minerdlu, biomechanické testovani

SUMMARY
Svejkovska K., Gradosova 1., Zivna H., Doubkova K., Zivny P, Cermakova E., Palicka V.: Effect of repeated blood withdrawals and
iron enriched diet on bone mechanical properties in rats
Objective: The study aimed at assessing the effect of repeated blood withdrawals and iron- enriched diet on bone metabolism in ma-
le Wistar rats.
Material and methods: The rats were fed either with standard laboratory diet (SLD) or with iron-enriched diets. Half of the animals
had blood withdrawn (w) from the retro-orbital sinus. The animal groups were as follows: (1) SLD, (2) SLD-w (SLD and repeated blood
withdrawals), (3) fe (SLD enriched with iron at a dose of 400 mg/1 kg of the diet), (4) fe-w (SLD enriched with iron at a dose of
400 mg/1 kg of the diet and repeated blood withdrawals), (5) FE+ (SLD enriched with iron at a dose of 5 g/1 kg of the diet), and (6)
FE+w (SLD enriched with iron at a dose of 5 g/1 kg of the diet and repeated blood withdrawals). Blood was analyzed for blood count,
concentration of iron, ferritin and markers of bone metabolism: osteocalcin, procollagen type I N-terminal propeptide and C-terminal
telopeptide of type I collagen. Subsequently, bone mineral density (BMD), calcium and iron content in bone and biomechanical pro-
perties of the femur (three-point bending, strength of the femoral neck) were measured.
Results: Iron-enriched diet increased the concentration of haemoglobin (FE+ vs. fe, p < 0.01; fe vs. SLD, p < 0.05) and serum iron (FE+
vs. SLD, fe, < 0.001), content of iron and calcium in bone (FE+, fe vs. SLD, < 0.001) and decreased erythrocyte count (FE+ vs. SLD,
p < 0.001; fe vs. SLD, p < 0.05). Repeated blood withdrawals decreased erythrocyte count (SLD-w vs. SLD, p < 0.05) and increased the
content of calcium in bone (SLD-w vs. SLD, p < 0.01). Leukocyte count (p < 0.05) and iron concentration (p < 0.05) were decreased in
FE+w (vs. FE+). Total femoral BMD decreased in fe-w (vs. fe, p < 0.05).
Conclusion: The results suggest that the rats were able to compensate for not only repeated blood withdrawals but also iron-enriched
diet very well. There were no changes in either bone metabolism or mechanical properties.

Keywords: iron, blood withdrawals, bone markers, bone mineral density, biomechanical testing
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Uvod

Zelezo patii mezi mikrobiogenni neboli stopové prvky.
Mikrobiogenni prvky se v organismu vyskytuji v mikromo-
larnich koncentracich a jsou pro organismus esencidlni.
Zelezo je vyznamnou souldsti fady enzymi, napf. prolyl
a lysyl hydroxyldzy, 25-hydroxyvitamin D-1-hydroxylazy,
ribonukleotid-reduktdzy a fady dal$ich.

Nadbytek Zeleza je pro organismus toxicky a nedostatek
naopak muze vést ke vzniku fady onemocnéni.

Nadbytek Zeleza je pro organismus vysoce toxicky z di-
vodu tvorby volnych radikélt Fentonovou reakci [1,2]. Mezi
stavy s nadbytkem Zeleza v organismu patii talasemie, srp-
kovita anémie, africka siderdza, hereditarni hemochromato-
za (HHE), dale koufeni, alkoholismus, HIV infekce a v ne-
posledni fadé také zastava menstruaéniho krviceni. Az
u 50 % téchto pacientd, ktef{ maji v organismu vyssi kon-
centrace Zeleza, byla nalezena osteoporéza [3].

Flebotomie, neboli odbér 250 az 500 ml krve, je velmi
efektivni a jiz pres 50 let pouZzivany piistup v 1€cbé chorob
se zvySenou zat€zi Zelezem, jako je napf. hemochromatéza
[4]. Tato terapie stimuluje erytropoézu a mobilizuje Zelezo
ze z4sobnich mist. SniZen{ koncentrace Zeleza redukuje po-
tencidl pro vznik tkanového poskozeni indukovaného zZele-
zem, jako je jaterni fibréza, cirh6za a karcinom jater.
Vysokd frekvence opakovanych odbért krve (4x ro¢né) ve-
de k poklesu zdsob Zeleza a s tim souvisejictho poklesu oxi-
dacniho stresu [5]. Chronické ztrity krve mohou ale z di-
vodu neustdlé stimulace stromdlniho a hematopoetického
systému vést k jeho vyCerpdni, a stdt se tak primarnim fak-
torem rozvoje osteoporézy [6].

Kromé téchto 1écebnych forem se s flebotomii setkdvame
u dobrovolnych darct krve, ktefi jsou naopak ohroZeni ne-
dostatkem Zeleza v organismu [7], a proto jsou casto, pre-
vazné premenopauzdlni Zeny, Zelezem suplementovani.

Rovnovéha Zeleza v organismu je udrZovana pouze regu-
laci absorpce z traviciho traktu. Organismus nedokaze od-
stranit nadbyte¢né Zelezo jeho vylou¢enim, mize pouze sni-
Zit jeho absorpci ve stfevé. Proto musi byt metabolismus
Zeleza, od jeho transportu pres bunééné membrany, distri-
buci v organismu a uchovavani v intaktni formé, dobie fun-
gujicim mechanismem.

Buriky se 1i8{ svojf citlivosti k Zelezu. Osteoblasty, které
reprezentuji kostni novotvorbu, jsou extrémné citlivé k pii-
tomnosti Zeleza. Zelezo jejich funkci potladuje. Naopak os-
teoklasty resorbujici kostni tkdn, jsou schopné fungovat
spravné 1 v pritomnosti nadbytku Zeleza. Mezi dal$i buriky,
extrémné citlivé k nadbytku Zeleza, patii bunky pfedni hy-
pofyzy, coz vede k nedostatku gonadotropind s naslednym
rozvojem osteoporézy [8].

Kostni metabolismus je hodnocen sledovanim zmén kon-
centrace kostnich markeru: osteokalcinu, N-termindlniho
propeptidu prokolagenu typu I a C-termindlniho telopeptidu

kolagenu typu I. Osteokalcin (OC) je nekolagenni protein
produkovany osteoblasty, osteocyty a odontoblasty. K jeho
tvorbé je zapotiebi kalcitriol a vitamin D. Vznikly intaktni
osteokalcin je absorbovan do kostni matrix vazbou na hy-
droxyapatit pomoci rezidui y-karboxyglutimové kyseliny.
Cist tohoto intaktniho OC miiZe byt uvolnéna do cirkulace.
OC mize také projit intracelularnimi procesy, nebo byt po
sekreci degradovan, proto je mozné v cirkulaci detekovat fa-
du fragmentt: intaktni OC (1-45), C- termindlni fragment
(44-49), N- termindlni fragment (1-19), MID fragment
(20-43) a N-MID OC (1-43). Pro svou malou molekulu
(6 kDa) snadno pronikd glomerulem a m4 velmi kratky bio-
logicky polocas (4 min.).

Karboxy-termindlni telopeptidy kolagenu typu I (CTx)
jsou kratké aminokyselinové fetézce, které pochazeji z C-kon-
ce kolagenu a jsou vzdjemné spojené pyridinolinovymi mo-
lekulami, tzv. cross-linky. Béhem degradace kolagenu se
uvolnuji z kostni hmoty a mohou byt detekovany v krevnim
séru. Maji vSak malou molekulu (9-20 kDa), a jsou tedy
stejné jako OC vylucovany ledvinami.

Amino-termindlni propeptidy prokolagenu typu I (PINP)
se uvoliuji z prokolagenu pii syntéze kolagenu. Vzniklé
propeptidy, jejichZ molekula je bohatd na prolin a hydroxy-
prolin, jsou uvoliiovany do krevniho ob&hu, kde mohou byt
detekovdny. Sérovd koncentrace N-termindlniho propeptidu
prokolagenu typu I nenf ovliviiovana funkci ledvin, jako to-
mu je u CTx a OC, protoZe jeho molekulova hmotnost ¢ini
70 kDa.

Cilem této studie bylo zjistit ovlivnéni kostniho metabo-
lismu po 8 tydnech podavani diety obohacené o Zelezo a po
pravidelnych odbérech krve u samcti potkanti kmene
Wistar. Byly sledovany koncentrace markerti kostniho obra-
tu, byla zméfena hustota kostntho minerdlu a testovdna bio-
mechanicka odolnost femurt. Porovnavali jsme jak vliv jed-
notlivych typu diet, tak vliv opakovanych krevnich odbéra
u zvifat se stejnym typem diety. Ve studii byli pouZiti sam-
ci potkant, abychom se vyhnuli hormondlnim zméndm
v pribéhu experimentu. Zelezo bylo poddvano potkaniim
per os, abychom se co nejvice priblizili béZné klinické pra-
xi suplementace Zelezem.

Materidl a metody

Zvifata:

Experiment byl schvdlen Odbornou komisi Lékatské fa-
kulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (C.j.: 24774/
2006-11020). Samci potkan kmene Wistar (Biotest, s. 1. 0.,
Kondrovice, Ceské republika) byli chovani za standardnich
podminek: ptistup k vodé a potravé ad libitum, cyklus 12
hodin svétlo/tma, standardni pokojovd teplota 22 + 2 °C. Ve
véku 8 tydnl byla zvifata rozdélena do Sesti skupin po os-
mi. Pokus trval 8 tydnl, 2x tydné byla zaznamendvina
hmotnost zvitat, spotfeba diety a vody.
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Dieta:

Zvitata byla krmena bud standardni laboratorni dietou
(SLD, VELAS, a. s., Lysd nad Labem, Cesk4 republika)
nebo standardni laboratorni dietou obohacenou o Zelezo (fe,
FE+). Zelezo bylo ptiddvano do diety ve formé& rozdrcenych
tablet (Sorbifer Durules, 100 mg Fe?+ a 60 mg kyseliny as-
korbové/1 tableta; EGIS Pharmaceuticals Ltd., Budapest,
Madarsko). Prvni typ SLD obohacené o Zelezo (fe) obsaho-
val na 1 kg diety 400 mg elementarntho Zeleza a 240 mg ky-
seliny askorbové. Druhy typ SLD obohacené o Zelezo (FE+)
obsahoval na 1 kg diety 5 g elementarniho Zeleza a 3 g ky-
seliny askorbové.

Skupiny zvifat:

Zvitata byla rozdélena do Sesti skupin po osmi jedincich:
1. kontrolni skupina (SLD); 2. kontrolni skupina s opakova-
nymi odbéry krve (SLD-w); 3. skupina s fe dietou (fe);
4. skupina s fe dietou a opakovanymi odbéry krve (fe-w);
5. skupina s FE+ dietou (FE+); 6. skupina s FE+ dietou
a opakovanymi odbéry krve (FE+w).

Pravidelné odbéry krve:

V éterové narkéze bylo vybranym skupindm zvifat pravi-
delné jednou tydné odebirdno 1,5 ml krve. Krev byla odebi-
rdana pomoci heparinizovanych kapildr z retroorbitdlnich si-
na.

Ukonceni studie:

Po 8 tydnech pokusu byla zvitata usmrcena v éterové nar-
kéze odbérem krve z bifurkace bfi$ni aorty. PInd krev byla
pouzita k vySetfeni krevniho obrazu. Krevni sérum bylo
pouzito ke stanoveni koncentrace feritinu a koncentrace
markeru kostniho metabolismu: CTx, PINP a OC. Zvifatim
byla déle odebrdna jitra, ledviny a slezina. Orgdny byly
zvdzeny a zamraZeny v plastikovych sac¢cich na —20 °C.
Zvitatim byly poté odebrdny oba femury, tibie a ocasni
obratle. Odebrané kosti byly ocistény od mékké tkané, za-
baleny do gazy zvlh¢ené fyziologickym roztokem a uchova-
ny pri —20 °C.

Laboratorni vySetfeni:

V Hematologické laboratofi Lékarské fakulty Univerzity
Karlovy a Fakultni nemocnice v Hradci Krilové (LF UK
a FN v HK), byl vysetfen krevni obraz (Abbott CELL-DYN
3200 SL, Abbott, IL, USA). Koncentrace Zeleza v séru byla
stanovena na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky
(UKBD) LF UK a FN v HK. Obsah Zeleza a vapniku v kost-
ni tkdni (tibie) byl zméfen metodou atomové absorpcni
spektroskopie (UKBD LF UK a FN v HK).

V séru byla metodou enzymové imunoanalyzy (ELISA)
zméfena koncentrace feritinu (RatFerritin, pg/l, Immuno-
logy Consultants Laboratory, Inc., USA), ddle markery
kostniho obratu: osteokalcin, N-termindlni propeptid proko-

Tabulka 1
Koncetrace leukocytl, erytrocytl, hemoglobinu (Hb) a feritinu. Identické symboly predstavuji porovnavané hodnoty
se statisticky vyznamnymi rozdily (p < 0,05). w-opakované odbéry krve, fe- dieta obohacena o 400 mg Fe,
FE+ dieta obohacend o 5 g Fe.

Primér/median Leukocyty (109/1) Erytrocyty (1012/1) Hb (gN) Feritin (ug/l)

SLD 5,0 (3,8-7,1) 8,802 *#p 147,4 £3,5 * 2 066,6 +302,1
SLD-w 3,7 (3,5-3,9) 85+0,1r 146,729 1 863,7 £199,6
fe 7,8 (4,9-8,1) 8,5+0,2* 1449 + 4.8 *# 1811,2 +204,1
fe-w 3,9 (3,7-7,7) 83+03 1454 £ 3,4 1751,4 £352,5
FE+ 6,7 (6,1-8.0) 83+£02# 1521 £3,6 # 1 763,2 +490,9
FE+w 3,9 (3,5-5,0) 8,2+0,3 151, 4 £3.9 1716,5 £ 305,3

Tabulka 2

Obsah Zeleza a vapniku v kosti, koncentrace zeleza. Identické symboly pfedstavuji porovnavané hodnoty
se statisticky vyznamnymi rozdily(p < 0,05). w-opakované odbéry krve, fe- dieta obohacena o 400 mg Fe, FE+ dieta
obohacenad o 5 g Fe.

Medidn (25,-75, percentil) Zelezo v kosti (nmol/kg) Vipnik v kosti (nmol/kg) Zelezo v séru (umol/l)

SLD 2,5 (1,9-2,8) *# 92444 (8556,6-9 484,5) *#» 40,6 (37,3-464) *

SLD-w 1,8 (1,7-2,0) 13 569,8 (10 888,8-14 255,7) » 34,5 (32,9-42,7)

fe+ 44 (32-52)# 12 409,8 (11 275,4-14 873,2) # 44,8 (35,0-60,0) #

fe+w 2,8 (2,0-3.8) 13 632,5 (10 437,7-14 056,7) 41,3 (33,4-43,7)

FE+ 49 (44-64)* 13532,9 (1121217 118,4) *» 75,5 (57,8-85,8) *#r

FE+w 45 (4,0-51) 13 526,7 (11 923,7-14 858,7) » 54,2 (44,6-64,9) ¢
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lagenu typu I a C-termindlni telopeptid kolagenu typu I
(Rat-MID Osteocalcin™, Rat/Mouse PINP, RatLaps™-
CTX-I, nug/l, Immunodiagnostic Systems Ltd, Velkd Brita-
nie).

Hustota kostniho minerélu:

Kostni minerdlni hustota (BMD, g/cm?) byla zméfena
v Osteocentru LF UK a FN v HK pomoci dvouenergiové
rentgenové absorpciometrie (DXA; QDR-4500A Elite;
Hologic, Waltham, MA, USA). BMD byla vyhodnocena na
izolovaném femuru, ociSténém od mékké tkdné, ktery byl
ddle urcen pro testovani mechanické odolnosti. VSechny
analyzy byly zpracovany pomoci vysokorozliSovaciho soft-
waru, navrzeného pro studium malych zvifat.

Biomechanické testovéani:

Testovani biomechanickych vlastnosti kosti bylo provede-
no na specidlnim zafizeni, které bylo vyrobeno na zakazku
(Martin KosSek & Pavel Trnecka, Hradec Kralové, Ceska re-
publika). Femury, které byly uchovavany pii —20 °C, byly
pred testovanim rozmraZeny (jedna hodina pfi pokojové tep-
lot&) a prevezeny na zmé&feni BMD na UKBD LF UK a FN
HK. Abychom zabrénili vysychani kostni tkdné, byly femu-

Tabulka 3

Koncetrace kostnich markerl. w-opakované odbéry krve, fe- dieta obohacena
0 400 mg Fe, FE+ dieta obohacena o 5 g Fe. OC-osteokalcin, PINP-N-terminalni
propetid prokolagenu typu I, CTx-C-terminalni telopeptid typu I.

ry po celou dobu uchovdviny zabalené v gaze zvlhcené fy-
ziologickym roztokem. U kaZdého femuru jsme pfed testo-
vanim zméfili délku femuru, jeho tloustku a oznadili jsme
stted femuru. Pii tiibodovém testovani mechanické odol-
nosti (three-point bending; 3PB) byly femury poloZeny na
podpéry se zakulacenymi hranami vzdéalené od sebe 18 mm
tak, aby jedna podpéra byla pod trochanterem major a dru-
ha pod distdlni ¢asti femuru. Tfibodové testovani bylo pro-
vedeno v anterioposteriornim (AP) sméru (obr. I). Pred
vlastnim testovanim mechanické odolnosti kostni tkdné by-
ly femury zatiZzeny malym stabiliza¢nim napétim (do 10 N)
s pouzitim tfeti podpéry. Tato cepel sméfovala kolmo na
dlouhou osu femuru a do stfedu mezi spodni podpéry.
Nisledné byla kost zatiZena rychlosti 6 mm/min dokud ne-
doslo k fraktufe. Sila potfebna ke zlomen{ kosti byla zazna-
mendna pristrojem (Digitalanzeiger 9180, Burster praezisi-
osmesstechnik gmbh & co kg, Gernsbach, Némecko). Na
zlomeném femuru byla zméfena mikrometrem (OXFORD
0-25mm 30DEG POINTED MICROMETER, Victoria
Works, Leicester, Velkd Britdnie) tloustka kompakty ve
sméru lamani, tedy v AP sméru. Proximalni ¢ast femuru by-
la dale pouzita pro testovani mechanické odolnosti kréku fe-
muru v tlaku (obr. 2). Proximalni ¢ast zlomeného femuru
byla upevnéna svisle ve specidlné vy-
robeném fixacnim zafizeni (Martin
Kosek & Pavel TrneCka, Hradec
Krélové, Ceska republika) pomoci sa-
mopolymerujici adhezivni pryskyfice
(Spofacryl-SpofaDental, a. s., Ji¢in,
Ceskd republika). Hlavice femuru byla
zaté€zovana vertikalni silou o rychlosti

Priimér/medidn 0C (ug/l) PINP (ug/l) CTx (ng/l) 6 mm/min pomoci podpéry s plochou
hranou, dokud nedoslo ke zlomeni kr-
SLD 1755 £ 65,2 37.8+6,0 12,0 9.9-13.7) ¢ku femuru. Maximdlni vyvinutd sila
SLD-w 1999 £ 34,9 39,3+6,2 11,5 (10,6-13,2) byla opét zaznamendna méfici jednot-
Fe 1754 + 46,1 357 +9.1 9.7 (8.1-117) kou.
fe-w 210,1 £ 67,9 38879 11,2 (10,0-24.3) Statistick4 analyza:
FE+ 1992 + 43 4 343+87 10,9 (9.2-15.4) Statls/tlcké analyza byla provedena
pomoci softwaru NCSS 2007
FE+w 214,2 + 61,0 39,769 13,4 (11,0-14,9) (Number Cruncher Statistical System,
Kaysville, Utah, USA). K posouzeni
vyznamnosti byly pouzity testy: dvou-
Tabulka 4 vybérovy t-test, piipadné neparame-

Kostni mineraini hustota v hodnocenych oblastech. Identické symboly
predstavuji porovnavané hodnoty se statisticky vyznamnymi rozdily(p < 0,05).
w-opakované odbéry krve, fe- dieta obohacena o 400 mg Fe, FE+ dieta

obohacenad o 5 g Fe.

tricky Mann-Whitney, nebo Kolmo-
gorov-Smirnov test s Bonferroniho
modifikaci. Data byla prezentovédna ja-
ko primér a smérodatnd odchylka ne-
bo jako median a percentily (25.-75.).

Priimér + SD BMD globalni BMD diaf§za BMD proxim4ln{ Hodnota p < 0,05 byla povaZzovdna za
(g/cm?) (g/cm?) &ast (g/cm?) signifikantni.
SLD 0,133 + 0,054 0,122 + 0,059 0,141 £ 0,054 ,
Vysledky
SLD-w 0,085 + 0,016 0,076 + 0,021 0,092 + 0,018 Vliv diet:
fe 0,110 + 0,039 » 0,101 + 0,038 0,119 + 0,047 Porovnavali jsme rozdil mezi skupi-
nami SLD, fe a FE+. Mezi statisticky
fe-w 0,083 £0,013 r 0,074 + 0,017 0,084 + 0,017 V)’lznamné ZVyﬁené hOanty vlivem di-
FE+ 0,103 + 0,041 0,093 + 0,051 0,117 + 0,037 ety se Zelezem patii koncentrace he-
moglobinu (FE+ vs. fe, p < 0,01, fe vs.
FE+w 0,089 + 0,010 0,087 £ 0,018 0,092 + 0,019 SLD, p < 0,05) (tab. 1), koncentrace
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Zeleza v séru (FE+ vs. fe, SLD; p < 0,001), obsah Zeleza
v kosti a obsah vapniku v kosti (FE+, fe vs. SLD, p < 0,001)
(tab. 2). Naopak pocty erytrocytd vlivem obou diet se Zele-
zem poklesly (FE+ vs. SLD, p < 0,001; fe vs. SLD, p < 0,05)
(tab. I). Diety s riznym obsahem Zeleza nevedly ke zmé-
ndm v hmotnosti zvifat, hmotnosti jater, koncentrace feriti-
nu (tab. 1), koncentrace kostnich markerd (tab. 3), hustoty
kostniho minerélu (tab. 4) ani mechanickych vlastnosti kos-
ti (graf 1 a 2).

Vliv opakovanych krevnich odbérd u jednotliv§ch typl
diet:

Porovndvali jsme rozdil mezi skupi-
nami: SLD vs. SLD-w, fe vs. fe-w
a FE+ vs. FE+w.

U skupiny SLD-w doslo k vyznamné-

obohacenych o Zelezo pfti tfibodovém testovani mechanické
odolnosti (3PB) vs. SLD (graf I). Vlivem téchto diet doSlo
k vyznamnému zvySeni obsahu Zeleza a vdpniku v kostni
hmoté ve srovnéni se skupinou SLD (tab. 2). Tento nilez by
mohl souviset s hypotézou Guggenbuhla (2008) o vlivu Ze-
leza na mineralizaci kosti. Autor pfedpoklada, Ze Zelezo ma
primy vliv na mineralizaci kosti, a tim na jeji kvalitu bez
ohledu na buriky, proteiny a enzymy. Tento efekt je pravdé-
podobné zptisoben inhibici ristu a zménou kvality krystald

vvvvvv

lezl negativni korelaci mezi koncentraci Zeleza v jitrech

Graf 1
Tribodové ohybani diafyzy femuru
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Obr. 1
Tribodové ohybani diafyzy femuru

Obr. 2
Testovani odolnosti kréku femuru v tlaku

a BMD kr¢ku femuru, nikoliv v§ak u BMD bedernich obrat-
14 [10]. K podobnym zavérim dospél i Kudo (2008), v je-
hoZ studii vedlo pfeddvkovani Zelezem k poklesu hmotnosti
zvitat, k poklesu BMD v oblasti stehenni kosti, coz dle au-
torti vede k naslednému rozvoji osteopordzy. Existuji vSak
i studie, kde byla zjiSténa pozitivni korelace mezi Zelezem
v dieté¢ a BMD v oblasti bedernich obratli, trochanteru, kr-
¢ku femuru, Wardova trojihelniku a v celém téle [12].

V nas$i studii nedo$lo ke zménam v koncentracich marke-
ri kostniho obratu — OC, PINP a CTx a ani v hodnotdch bio-
mechanického testovani (graf 1 a 2). Zvyseni hladin jak

markert kostni novotvorby, osteokalcinu a alkalické fosfata-
zy, tak markeri kostni resorpce, moc¢ového pyridinolinu
a deoxypyridinolinu a pokles koncentrace parathormonu
(PTH) pozoroval ve své studii s dietou obohacenou o Zelezo
Matsushima (2001). Objem kosti, tloustka a pocet trabekul
ale poklesly. Autor se odkazuje na tvorbu hydroxylového ra-
dikdlu, pfipadné na pifimy vliv iontu Zeleza na enzym kost-
ni resorpce, tartarat rezistentni kyselou fosfatdzu. V dalsi
studii Matsushima (2003) zjistil zvySené ukladani Zelezi-
tych iontl na povrchu kosti. Coz je v souladu s nasim nale-
zem zvySeného obsahu Zeleza v kostni tkdni vlivem diety
obohacené o Zelezo. V této studii autor pozoroval ztlusténi
stén osteoidu a rozvoj osteomaldcie. Rozdilné vysledky
téchto dvou studii [2,13] odrdzeji zdkladni vlastnosti kost-
nich bunék, tedy rychlé odbourdvani kosti osteoklasty (po 2
a 4 tydnech na dieté) a pomalejsi novotvorba kosti pomoci
osteoblastid (po 13 tydnech na dieté).

Zvysené ukladani Zeleza v kostnich burikdch, osteoblas-
tech i osteoklastech, zjistil jiz v roce 1984 Vernejoul. Ovsem
pouze uvniti osteoblastt vedlo Zelezo k poklesu poctu a ak-
tivity téchto bunék, k poklesu odvodu osteoblastil a snizend
byla i syntéza kolagenu. Tuto mySlenku potvrzuje ndlez os-
teopordzy az u 25 % pacientt s hereditarni hemochromaté-
zou (HHE) [15]. Vliv nadbytku Zeleza na vznik osteopor6-
zy potvrdil ve studii na bunécnych kulturdch také Yamasaki
(2009).

Vliv opakovanych krevnich odbéri a suplementace Zele-
zem na metabolismus kost

U dobrovolnych darct krve vedou odbéry krve k preva-
lenci rozvoje deficitu Zeleza v organismu [7], u Zen k tomu
vede jiZ jeden jediny odbér, zatimco u muzu az pravidelné
odbéry [17]. V mnoha studiich byl prokdzan pozitivni vliv
suplementace Zelezem na organismus [18,19,20]. Gurevitch
(2007) ve své studii potvrdila, Ze chronické ztrity krve jsou
primarnim faktorem rozvoje osteoporézy pravdépodobné
z diivodu vy€erpani stromdlniho a hematopoetického systé-
mu neustdlou stimulaci.

V nasf studii doslo vlivem opakovanych odbérd krve ke
statisticky vyznamnému sniZeni poCtu erytrocytl a leukocy-
ti u SLD+w, ke sniZeni poctu leukocyti u skupiny FE+w
(tab. 1) a k poklesu koncentrace Zeleza v séru u skupiny
FE+w (tab. 2) ve srovnani se skupinami bez opakovanych
krevnich odbérd. U vsech skupin byl vlivem odbéru sledo-
vén stejny trend v poklesu hmotnosti zvitat, poctu erytrocy-
ti, leukocytd, trombocytii a v poklesu koncentrace Zeleza
v séru. Vysledky ale nebyly statisticky vyznamné.

U dobrovolnych darct krve se k posouzeni stavu metabo-
lismu Zeleza a ur€eni po¢tu bezpe¢nych odbérti ro¢né jevi
jako nejvhodné;jsi sledovédni koncentrace hemoglobinu a fe-
ritinu [18,20]. Zmény v téchto parametrech jsme v nasi stu-
dii nenalezli.

U pacientt s hereditarni hemochromatézou (HHE) s osteo-
porézou bylo po provedeni flebotomie prokazano zlepsSeni
stavu kostni hmoty (nartst BMD) a to pravdépodobné mo-
bilizaci zeleza z kosti [15].

Pokles hustoty kostntho minerdlu celého femuru jsme po-
zorovali pouze u skupiny fe-w vs. fe. Zajimavym nédlezem je
zvySeny obsah vapniku v kosti u skupiny SLD-w vs. SLD.
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Coz opét podporuje hypotézu Guggenbuhla (2008), Ze s né-
ristem mnozstvi Zeleza v organismu klesd kvalita kosti
a naopak. V ostatnich parametrech hodnoceni stavu kostni
hmoty nebyl pozorovdn statisticky vyznamny rozdil.
Vlivem odbéri je zde patrny, ale statisticky nevyznamny,
trend v ndrtstu hladin osteokalcinu a PINP, v poklesu obsa-
hu Zeleza v kosti, denzit€ kostniho mineralu ve vSech hod-
nocenych oblastech femuru a v poklesu hodnot 3PB u sku-
pin s dietou se zvySenym obsahem Zeleza.

Z naSich vysledkl je patrné, Ze zvifata dokazala velmi
dobfe kompenzovat nadbytek Zeleza ptijimaného per os je-
ho snizenym vstfebadvanim. Zdroven také dokdzala velmi
dobfe kompenzovat pravidelné krevni ztraty pravdépodobné
proto, Ze se jednalo o zdravé dospélé samce. V nasi studii te-
dy nedoslo ke zméné kostni hmoty, a tim k ovlivnéni bio-
mechanickych vlastnosti kosti u potkani kmene Wistar ani
vlivem diety se zvySenym obsahem Zeleza, ani vlivem opa-
kovanych krevnich odbéra.

Seznam zkratek:

AP anterioposteriorn{

BMD minerdlni hustota kost{

CTx karboxytermindlni telopeptid kolagenu typu I
DXA dvouenergiova rentgenova absorpciometrie
ELISA enzymova imunoanalyza

HHE hereditdrni hemochromaté6za

NCSS Number Cruncher Statistical System

oC osteokalcin

PINP aminotermindlni propeptid prokolagenu typu I
PTH parathormon

RIL a VIV  Radioizotopové laboratofe a Vivarium

SLD standardni laboratorni dieta

UKBD Ustav klinické biochemie a diagnostiky

w odbér krve (blood withdrawal)

3PB tiibodové testovani mechanické odolnosti

Priace byla podporena vyzkumnym zdmérem MZO
00179906 a SVV 2010-62051.
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Vliv dyslipidemickych diet na kostni metabolismus u samcu
potkani kmene Wistar

P. ZIVNYZ, H. ZIVNA2, |. GRADOSOVA?, K. SVEJKOVSKAS?, S. HUBENA?, V. PALICKA!

1Ustav klinické biochemie a diagnostiky, Lékarska fakulta a Fakultni nemocnice, Hradec Kralové,
?Radioizotopové laboratore a vivarium, Karlova Univerzita Praha, Lékarskd fakulta v Hradci Krdlové,

3CCBR Czech, a. s., Pardubice

SOUHRN
Zivny P, Zivna H., Gradosova L., Svejkovské K., Hubena S., Palicka V.: Vliv dyslipidemickych diet na kostni metabolismus u samcit
potkanii kmene Wistar
Cil studie: Cilem studie bylo sledovat u potkant vliv diet navozujicich jaterni po§kozeni a steatézu na kostni tkan. Dali jsme si otazku,
zda diety, které ovliviiuji metabolismus tuki, téz ovlivituji metabolismus kosti a jejich pevnost.
Metodika: Pokusy byly provedeny na dospélych potkanech — samcich kmene Wistar rozdélenych do 4 skupin, zivenych dietami ad Ii-
bitum: standardni laboratorni dietou (SD), dietou se 4 % cholesterolu (CHOL), dietou methionin-cholin deficitni (MCDD) a dietou s 1 %
kyseliny orotové (OA). Potkani byli po 28 dnech usmrceni vykrvacenim v celkové anestezii. Nasledné byla stanovena kostni mineralni
denzita (BMD) pomoci dual energy X-ray absorptiometry (DXA, Hologic, Waltham, MA USA), femury byly vyjmuty a provedeno bi-
omechanické testovani jejich odolnosti. V homogenatech kostni tkané byly stanoveny osteokalcin, prokolagen I N-terminalni propep-
tid (PINP) a carboxy-terminal collagen crosslinks (CTX) metodou EIA (pg/ml). V séru byly stanoveny analyty: glukéza (mmol/l), in-
zulin (ug/ml) a leptin (pg/ml). Statistika byla provedena software “SigmaStat 3.1 Jandel Scientific®, San Rafael, CA, USA. Vysledky
jsou vyjadieny jako pramér +SEM (p < 0,05) nebo median (percentil 25%-75%).
Vysledky: Viechny méfené oblasti pomoci DEXA byly nesignifikantné vy3si u skupiny MCDD ve srovnani s ostatnimi skupinami.
Celkova kostni denzita (median) byla vyssi u MCDD (0,160 g/cm?) ve srovnani s ostatnimi skupinami SD (0,147), CHOL (0,150) a OA
(0,149). Sila nutna ke zlomeni diafyzy femuru byla u skupin (149 + 7 N), CHOL group (157 + 5) a MCDD (148 + 6) oproti skupiné OA
(182 + 2). Sila nutna k fraktuie kréku femuru byla nizsi u skupiny SD (129 + 8 N), CHOL (123 + 5 N), MCDD (106 + 5) oproti skupi-
né OA (179 + 10). Koncentrace osteokalcinu byla u skupiny SD (2,0 7+ 0,07), CHOL (2,46 = 0,09), MCDD (2,11 + 0,20) a OA
(2,56 £ 0,07). Koncentrace PINP byla u skupiny SD (43,8 + 4,8), CHOL (48,1 + 4,1), MCDD (48,4 + 6,8) avsak u OA (36,5 + 4,4). U CTX
nebyly zaznamenany rozdily mezi skupinami: SD (0,91 + 0,09), CHOL (0,84 + 0,05), MCDD (0,91 + 0,20) a OA (0,91 + 0,07). Nizsi kon-
centrace leptinu byla u skupiny CHOL (4,84) a OA (5,08) ve srovnani s SD (8,71). Vy3si glykémie byla u skupin CHOL (8,15 + 0,28)
a OA (8,25 + 0,47) nez u SD (5,94 + 0,21).
Zavéry: NaSe nalezy naznacuji, Ze dieta obohacena o kyselinu orotovou vedla u potkanti ke sniZzeni tvorby kolagenu kostni tkané, ne-
doslo ke zvyseni BMD ve srovnani s SD, ale doslo ke zvy3eni odolnosti kosti pfi biomechnickém testovani. Dieta MCDD naopak ved-
la k nesignifikantnimu zvyseni BMD, mirnému zvySeni tvorby kolagenu, ale nevedla ke zvy$eni odolnosti kosti.

Klicova slova: cholesterol, jatra, potkan, orotovd kyselina, methionin, cholin, kost

SUMMARY

Zivn)’/ P., Zivna H., Gradosova L., Svejkovské K., Hubena S., Palicka V.: Effect of dyslipidaemic diets on bone status in male Wistar rats
Aim: The influence of dyslipidaemic diets on liver impairment and bone metabolism and bone rigidity was studied. The question was
whether liver impairment is a key moment for bone changes or whether bone changes develop independently.

Methods: Male Wistar rats were divided into the following 4 groups (6 rats in each group, 366-440 g): SLD (standard laboratory diet),
CHOL (SLD enriched with 4% of cholesterol), MCDD (diet without choline and methionine) and OA (SLD enriched with 1% of orotic
acid). The rats were sacrificed by exsanguination after 28 days. Then post mortem bone mineral density (BMD) was measured using
dual energy X-ray absorptiometry (DEXA, Hologic, Waltham, MA, USA). The femurs were extracted from animals and broken in
a controlled manner using biomechanical testing. Bone homogenate was analyzed for osteocalcin, procollagen type I N-terminal pro-
peptide (PINP) and carboxy-terminal collagen crosslinks (CTX) by EIA (pg/mL). Serum glucose (mmol/L), insulin (ug/mL) and leptin
(pg/mL) were measured. Statistical analyses were performed using the SigmaStat 3.1 software (Jandel Scientific, San Rafael, CA, USA).
The data were expressed as mean+SEM (p < 0.05) or median (percentile 25%-75%).

Results: All DEXA parameters were insignificantly higher in the MCDD group than in the other groups. Total BMD (median) was hig-
her in MCDD (0.160) vs. SD (0.147), CHOL (0.150) and OA (0.149). The force to break the femur (N) was in SD (149 + 7), CHOL
(157 £ 5) and MCDD (148 + 6) vs. OA (182 + 2). The force to break the femoral neck was in SD (129 + 8), CHOL (123 + 5) and MCDD
(106 £ 5) vs. OA (179 + 10). Lower concentration of osteocalcin was in SD (2.07 + 0.07) vs. CHOL (2.46 + 0.09), MCDD (2.11 £ 0.20)
and OA (2.56 £ 0.07). Higher PINP levels were in SD (43.8 + 4.8), CHOL (48.0 = 4.1) and MCDD (48.4 + 6.8) vs. OA (36.4 + 4.4). CTX
was without differences between the groups: SD (0.91 + 0.09), CHOL (0.84 = 0.05), MCDD (0.91 + 0.20) and OA (0.91 + 0.07). Lower
leptin concentration was in CHOL (4.84) and OA (5.08) vs. SD (8.71). Higher glucose concentration was in CHOL (8.15 = 0.28) and
OA (8.25 + 0.47) vs. SD (5.94 = 0.21).

Conclusions: The findings suggest that diet with orotic acid decreased bone collagen formation, did not influence BMD but increased
bone rigidity. The other diet without choline and methionine (arginine compensation) leads to higher BMD and PINP, but without im-
provement of bone rigidity (fracture resistance).

Keywords: cholesterol, liver, rat, orotic acid, methionine, choline, bone
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Uvod

V klinické praxi je vztah mezi poruchou funkce jater
a ovlivnénim kvality kosti nebo zvySenim rizika fraktur zce-
zpusob jeji terapie (kortikoidy) jsou spojeny se zménami
v intermedidrnim metabolismu, které se dotykaji stavu ske-
letu a vedou ke zvySenf rizika fraktur. Existuji vSak i speci-
fické vazby mezi jaterni a kostni patologii. Jaterni X recep-
tory (LXR, a,B) jsou na jedné strané dtileZitym reguldtorem
metabolismu cholesterolu a moduldtory zanétlivych signé-
14, soucasné vsak hraji roli v regulaci kostniho metabolic-
kého obratu, jsou inhibitorem RANKL zprostiedkované di-
ferenciace osteoklasti [1]. Cholin-methionin deficitni dieta
vede k alteraci kostni tkdn€ a také ke vzniku jaterni steatd-
zy [2]. Polozili jsme si otdzku, zda diety, které ovliviiuj{
metabolismus tukd a vedou ke vzniku jaterni steatdzy, téz
paralelné (tedy nikoliv cestou poskozeni jater) ovliviiuji me-
tabolismus kosti a jejich pevnost. Neni pochyb, Ze navozeni
poruchy funkce jater (hepatodystrofie, fatty liver disease)
ma vliv na metabolismus kosti (kostnich bungk, skeletu)
[1,3], nelze vSak zcela vyloucit i pfimy vliv diety na kost
bez ucasti jater. V posledni dobé se objevuji prace, zvazuji-
cf u riznych nox (i dietniho ptivodu) organy zprostiedkova-
ny (pfi poskozeni jater nebo ledvin) efekt, nebo pfimy efekt
na funkci osteoklastd a osteoblastl, a tim na funkci a kvali-
tu kostni tkané [4].

Materidl a metody

Diety byly pfipraveny podle dostupné literatury (www.test-
diet.com, www.dyets.com) z kaseinu (PML Inc., Novy
BydZov), kukutfi¢ného Skrobu (§krobérny Pelhiimov), celu-
16zy (Phrikolat, Chemische Erzeugnisse GmbH, Germany),
chloridu cholinu, L-cysteinu, L-argininu a sachar6zy (Fisher
Scientific, Ltd., Pardubice), kukufi¢ného oleje (CANO Ltd.
Hefmaniv Méstec), DL-methioninu (Sigma-Aldrich, Ltd.
Praha), vitaminového a minerdlntho mixu — AIN-93M
Maintenance Purified Diet 5801-M,
TestDiet. Tyto zdkladni substance diet
tvofily zdklad kontrolni diety, stan-
dardni laboratorni diety (SD). V této
dieté bylo 9 % cholinu, 12 % methio-

Potkani byli chovdni ve vivariu Lékaiské fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Krdlové (LF UK HK).
Protokol pokusu byl schvdlen Odbornou komisi na ochranu
zvitat proti tyrani LF UK v Hradci Krélové (&.j. 8593/2008-
30). Byli pouziti dospéli samci potkanid kmene Wistar
(Biotest, s. r. 0., Kondrovice, CR) a byli rozdéleni do ctyf
skupin po 6 zvifatech s télesnou hmotnosti 262 + 6 g na za-
¢atku a 414 + 16 g na konci pokusu. Potkani byli umisténi
v plastovych klecich a chovéni za standardnich podminek.
Byli krmeni pfipravenymi dietami a pitnou vodou ad Iibi-
tum.

Skupina SD: Zivena standardni laboratorni dietou; skupi-
na CHOL: standardni laboratorni dieta byla obohacena
0 4 % cholesterolu; skupina MCDD: standardni laboratorn{
dieta bez cholinu ani methioninu, obohacena o arginin; sku-
pina OA: standardni laboratorni dieta byla obohacena o 1 %
kyseliny orotové. Zvitata byla usmrcena odbérem krve z bi-
furkace bris$ni aorty v éterové anestezii za 28 dni.

Poté post mortem byla zméfena denzita kostnitho minera-
lu — bone mineral density (BMD; g/cm?) dvouenergiovou
absorpcni spektrofotometrii v Osteocentru Fakultni nemoc-
nice Hradec Krdlové. BMD v oblasti bedernich a ocasnich
obratld a v oblasti femuru byla pocitacové vyhodnocena po-
moci ptislu§ného programu (DXA, Hologic, Waltham, MA,
USA).

Nasledné byly vytiaty z potkanti ocasni obratle a pravé fe-
mury. S vyuzitim homogenizaéniho piistroje MagNA Lyser
instrument (Roche Applied Science, Némecko) jsme homo-
genizovali ¢asti ocasnich obratld (150 mg tkdané/1,5 ml
fosfatového pufru). V ziskaném kostnim homogendatu jsme
stanovili koncentrace markerti kostniho obratu — osteokalcin
(OC), prokolagen 1 N-termindlni propeptid (PINP) a karbo-
xy-termindlni kolagen crosslinks (CTX) metodikou EIA
(ug/l; Uscnlife Sciences & Technology Co., Ltd., Cina).

V séru byly stanoveny koncentrace leptinu (pg/ml), glu-
kézy (mmol/l) a inzulinu (ug/ml).

Tabulka 1

Sérové koncentrace glukozy (mmol/l1), inzulinu (ug/ml) a leptinu (pg/ml)

ninu a 4 % argininu. Prvni experimen-

talni dieta byla obohacena o 4 % cho- Gluké6za mmol/l Inzulin (pg/ml) Leptin (pg/ml)
lesterolu (CHOL). Druhd dieta byla ‘gp 594 0,21 1,94 + 0,24 8,71 (6,61-10,03)
pfipravena bez piidavku methioninu

a cholinu (MCDD), nedostatek amino- CHOL 8,15 + 0,28 1,50 + 0,20 4,84 (3,86-6,57)
kyselin jsme nahradili 7 % L-argininu.  MCDD 7,01 + 0,70 2,01 + 0,31 8,44 (5,53-10,58)
Treti dieta (OA) vznikla ze zakladni N 75104 5l » 12

diety obohacenim o 1 % kyseliny oro- o 8,25 047 A +0, 08 (423-5.86)
tové. Z téchto smési byly pfipraveny SD vs CHOL p < 0,01 NS SD vs CHOL p < 0,058

pelety a usuSeny v suSicce potravin
pii 55 °C.

SD vs OA p < 0,01

SD vs. OA p < 0,007
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Pravé femury byly kontrolované zlomeny v testovacim

ptistroji (Martin KoSek & Pavel Trnecka, Hradec Krélové).
Pred testovanim jsme zméfili délku femuru a primér v jeho

s w2z

stfedni ¢asti pomoci posuvného mikrometru (OXFORD O0-
25mm 30DEG POINTED MICROMETER, Victoria Works,
Leicester, Velka Britdnie). Femury byly lamany ve stfedu
diafyzy pomoci tfibodového testovani [5,6].

Statistickd analyza byla provedena s vyuzitim software

“SigmaStat 3.1 Jandel Scientific®, San Rafael, CA, USA.
Metodami One Way Anova, Holm-Sidak Metod. Data jsou
vyjddfena jako primér +stfedni chyba (p < 0,05) nebo jako
medidn (a percentily 25%—75%).

Vysledky

ni

Statisticky vyznamné zvySeni glykémie a soucasné sniZe-
leptinémie bylo zjisténo u skupiny CHOL a OA, tedy po

28 dnech prijmu diety obohacené o cholesterol nebo o ky-
selinu orotovou ve srovnani se skupinou kontrolni. V kon-
centracich inzulinu v séru nebyly mezi skupinami statistic-
ky vyznamné rozdily (tab. I).

Vsechny sledované parametry denzity kostniho minerdlu

Graf 1

Sily nutné ke zlomeni diafyzy femuru a kréku (N)
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byly statisticky nevyznamné vys$i u skupiny MCDD nez
u ostatnich skupin (tab. 2).

Niz§i koncentrace osteokalcinu v kostnim homogenitu
byly u skupiny SD nez u skupin CHOL, MCDD a OA. Vyssi
hodnoty PINP byly u skupin CHOL a MCDD ve srovnani se
skupinami SD a OA. Koncentrace CTX byly bez vyznam-
nych rozdild mezi v§emi skupinami (tab. 3).

Sila nutnd k tfibodovému zlomeni femuru (N) byla nizs{
u skupiny SD, CHOL a MCDD nez u skupiny OA. Sila nut-
nd ke zlomeni krcku femuru byla nizsf u skupiny CHOL
a MCDD nez u skupiny SD a OA (graf I).

Mezi skupinami jsme nenalezli Zddné statisticky vyznam-
né rozdily v délkach femurt a tloustkach (Sitkdch) stiedni
¢asti femuru (tab. 4).

Diskuze

Pouzité diety vedou ke vzniku jatern{ steatézy rdznymi
zpusoby. Dieta obohacena o cholesterol vede k jaterni stea-
t6ze komplexnim zplisobem, ktery zahrnuje odlisné regula-
ce nékterymi zdsadnimi medidtory, zejména leptinem.
Deficit cholinu a methioninu zpisobuje poskozeni bunéc-
nych membran jaternich bunék, ze-
jména hepatocytl a jejich organel, je-
jichz je cholin soucasti, dochdzi ke
zméndm fosfolipidi zejména v mem-
branach endoplazmatického retikula
a cely proces vede k ukladan{ neutral-
nich tukd v jatrech [7,8]. Dieta se zvy-
Senym obsahem kyseliny orotové (tj.
uracil-6-karboxylovd kyselina, diive
oznacovana vitamin B13) rovnéz
ovliviiuje jaterni metabolismus. Kyse-
lina orotova inhibuje export nové syn-
tetizovanych jaternich lipoproteint
z jater [9], coz je velmi zdvazné, pro-
toze jatra jsou hlavnim zdrojem li-
poproteinit  obsahujicich cholesterol.
Dieta s kyselinou orotovou vyznamné
zvySuje aktivitu ,rate limiting* enzy-
mu pro syntézu triglyceridi a soucas-
né brani transportu lipoproteind
Golgiho aparatem [10], a tim zptisobu-
je infiltraci jater triacylglyceroly a vol-

femur

Tabulka 2
Denzita kostniho mineralu u potkanl (g/cm2)

kreek

nymi mastnymi kyselinami. Kyselina
orotova také zvySuje koncentraci supe-
roxidového aniontu v jatrech a sniZuje
aktivitu superoxiddismutazy [11].
Zustava otazkou, zda uzitim téchto

Celkova Bederni patef Ocasni patef

Prav§ femur diet, navozujicich jaterni poSkozeni,

SD

0,147
0,144-0,154

0,206
0,199-0,213

0,184
0,177-0,185

pripadné steatézu, dochdzi primarné
k poskozeni jater a nasledné¢ ke zmé-
nam vlastnosti kostni tkané, nebo zda

0,160 + 0,004

CHOL

0,150
0,112-0,157

0,200
0,197-0,208

0,195
0,179-0,214

0,164 + 0,003 tyto zmény probihaji paralelné. Doba,

po kterou byly diety poddvany do us-

MCDD

0,160
0,154-0,163

0,226
0,213-0,231

0,193
0,187-0,199

mrceni potkanl a testovani vlastnosti

+ .
0,172 £ 0,008 kosti (28 dni), se v naSem experimen-

OA

0,149
0,143-0,150

0,202
0,197-0,208

0,185
0,181-0,187

tu zd4 byt kratkd na vyvoj patofyziolo-
gickych zmén sériové. SpiSe se jevi
pravdépodobnym paralelni pribéh

0,162 + 0,006

P =0,085 P =0,176 P=0,158

zmén v jatrech spole¢né se zménami

P =0,603
v kostech.
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Paradoxné minimdlné se na vlastnostech kostntho meta-
bolického obratu a na pevnosti studovanych kosti projevo-
vala dieta s vy$§im obsahem cholesterolu. Zmény v meta-
bolismu tukt jsou pfitom ¢asto diskutovanym tématem ve
vztahu k metabolismu kostni tkané. Jaterni X receptor
(LXR, o,B), regulator metabolismu cholesterolu a zanétli-
vych signdld, je dulezitym inhibitorem RANKL-zprostied-
kované diferenciace osteoklastd [1]. V humdnnich multicen-
trickych studiich byly sledovdny vztahy metabolismu
cholesterolu a kvality kostn{ tkané. Pokud u lidi klesaly kon-
centrace celkového cholesterolu, LDL-cholesterolu, a nao-
pak stoupaly koncentrace HDIL-cholesterolu, pak stoupaly
také koncentrace kostni alkalické fosfatdzy a NTX [12].
Studie na mysich ukazuji, ze HDL miize ,,nepifimo* ovliv-
fovat osteoblasty a osteoklasty, ale nejsou udaje o zpétné
vazbé kosti smérem k regulaci hladin HDL cholesterolu
[13].

Cholin deficitni nebo methionin cholin deficitni diety ve-
dou k rozvoji jaterni steatézy vySe popsanym zpusobem.
Gorustovich a spolupracovnici testovali lamindrn{ titanové
implantaty v tibiich potkant pfi podavéani standardni a cho-
lin deficitni diety po dobu 15 a 30 dnti. K rozvoji jaternf ste-
atézy doslo jiz po 15 dnech podavani cholin deficitni diety.
Periimplantacni osteogeneze hodnocend histomorfometric-
ky byla nizsi o 28 % (15 dni) a 75 % (30 dni poddvéni die-
ty). Autofi se ptiklanéji k zavéru, Ze osteogeneze byla ovliv-
néna jaterni alteraci [3].

Jin{ autofi sledovali vliv cholin-methionin deficitni diety
na kortikdlni kost u potkand. U potkant Zivenych touto die-
tou doslo po mésici k poklesu objemu predevsim kortikalni
kosti, zejména v souvislosti se zvySenim trabekularni, en-
dokortikalni kostni formace, kde hlavni roli hréala redistribu-
ce minerdlu v kortikdlni kosti. T€Z se vyviji jaterni steatdza.
Je moZné, Ze tyto procesy probihaji paralelné. V nasem ex-
perimentu poddvand dieta bez cholinu a methioninu vedla
k ndlezu vyssi BMD a hodnot PINP, ale nedoslo ke zvySeni
pevnosti kosti. Tyto kosti se jevily jako kiehci. Jaterni stea-
téza se ve sledovaném intervalu nevyvinula, nejspiSe vlivem
pfidaného argininu [14].

Kyselina orotovd zpusobuje v toxickych davkach jaterni
steatézu az hlubsi dystrofické zmény jaterni tkdné. Kyselina
orotova a jeji soli se vyskytuji napf. v mléce prezvykavcd,
kde jsou vysledkem ¢innosti stievnich bakterif, u vyssich Zi-
vocicht je kyselina orotova souddsti intermedidrniho meta-
bolismu — drahy biosyntézy pyrimidind. Neni jasné, zda exi-
stuje jeji fyziologickd potieba a piipadné v jakych ddvkach
[15]. V literatufe se vyskytuji jen sporadické zminky o 1éCe-
ni fraktur dlouhych kosti kalium orotatem [16] i o rychlé re-
sorpci znacené kyseliny orotové v regenerujici kostni tkdni
[17,18,19]. NaSe vysledky naznacuji, Ze dieta obohacend
o kyselinu orotovou ve srovndni s kontrolnimi potkany ne-
meéni v zddném sledovaném mist¢ BMD, tlumi vSak nesi-
gnifikantné tvorbu kostniho kolagenu (PINP), pfispiva ne-
signifikantné k Sifce diafyzy, ale pfedev$im vede ke zvyseni
sily nutné ke zlomen{ femuru a krcku femuru.

Zavéry

Nase vysledky naznacuji, Ze dieta obohacend o kyselinu
orotovou tlumi tvorbu kostniho kolagenu, a tim i hodnoty
kostni minerdlni denzity, ale tyto zmény jsou ndsledované

Tabulka 3
Ukazatele kostniho obratu z homogenatu kosti (ug/l)

Osteokalcin PINP CTX
SD 2,07 £ 0,07 43,84 + 4,86 0,91 + 0,09
CHOL 2,46 £ 0,10 48,05 £ 4,12 0,84 = 0,05
MCDD 2,11 £ 0,29 48,35 £ 6,83 0,91 + 0,20
OA 2,56 £ 0,07 36,49 +4.,39 0,91 0,07

Tabulka 4
Délka a Sitka femuru (mm)
Délka Strka
SD 34,240 + 0,324 3,177 £ 0,0421
CHOL 34,327 + 0,607 3,107 £ 0,0472
MCDD 34,320 £ 0,205 3,283 + 00,0436
OA 34,430 £ 0,110 3,240 = 0,1000
ns ns

zvySenou odolnosti kosti ke zlomen{ u samct potkant kme-
ne Wistar. Dieta bez cholinu a methioninu (nahrazeno argi-
ninem) vedla k ndlezu vy$si BMD a hodnot PINP, ale neby-
la nasledovana zlepSenim pevnosti kosti. Tyto kosti se jevily
jako kiehci.

Podékovani: Studie byla podporena Vyzkumnym ziamé-
rem MZO 00179906.
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Vliv metoprololu na kostni metabolismus u samcu potkani
kmene Wistar po provedené orchidektomii

|. GRADOSOVA?, H. ZIVNA?, P. ZIVNY?, S. HUBENA?, K. SVEJKOVSKA?, V. PALICKA!

1Ustav klinické biochemie a diagnostiky, LF UK a FN Hradec Krdlové
?Vivarium a Radioizotopové laboratore, LF UK, Hradec Krdlové

SOUHRN

Gradosova L, Zivna H., Zivny P., Hubena S., Svejkovska K., Palicka V.: Vliv metoprololu na kostni metabolismus u samci potkanti
kmene Wistar po provedené orchidektomii

Cil: Sledovali jsme vliv ¢asto uzivaného beta-blokatoru — metoprololu na kostni metabolismus u samcii potkantt kmene Wistar po pro-
vedené orchidektomii.

Material a metody: Nase studie byla provedena na 24 potkanech rozdélenych do 3 skupin (n = 8). Skupina SHAM a kontrolni skupi-
na (KON) po orchidektomii (ORCH) dostavala standardni laboratorni dietu (SLD), experimentalni skupina (MET) po ORCH pfiji-
mala SLD obohacenou o metoprolol (MET; 27 mg/25 g diety) po dobu 12 tydnt. Kostni metabolismus byl sledovan zméfenim hladin
kostnich markert v séru — PINP, OPG a IGF-I a v kostnim homogenatu - CTX-I, BALP, BMP-2. Stanovili jsme hladinu sérového vap-
niku a jeho mnozZstvi v tibii. Byla zméfena BMD a testovana biomechanicka odolnost kostni tkané.

Vysledky: U KON doslo k nartstu hladin markert kostniho obratu CTX-I (p < 0,001), BALP (p < 0,01), BMP-2 (p < 0,01) vs. SHAM.
U MET se snizily hladiny CTX-I (p < 0,001), PINP (p < 0,01), BMP-2 (p < 0,05) a OPG (p < 0,001) vs. KON. U KON Kklesla sérova kon-
centrace IGF-1 (p < 0,001) vs. SHAM a u MET doslo k jejimu nartistu (p < 0,01) vs. KON. Orchidektomie zpisobila pokles celotélo-
vého BMD (p < 0,001) v oblasti bedernich obratlii (p < 0,05), levého femuru (LF; p < 0,01) a pravého femuru (PF; p < 0,001). Testovanim
biomechanické odolnosti kostni tkané v oblasti diafyzy LF a PF byl zjistén pokles tlakové odolnosti u KON (p < 0,01, p < 0,05) vs.
SHAM. Zméfenim sérového vapniku a jeho mnozstvi v tibii, BMD a biomechanické odolnosti kostni tkané u MET nedoslo k statis-
ticky vyznamnym zménam v porovnani s KON.

Zavér: Metoprolol ma pozitivni vliv na kostni metabolismus u samct potkant kmene Wistar snizenim kostniho obratu, ktery byl vy-
stupriovan vlivem orchidektomie. Po podani beta-blokatoru doslo k zvyseni syntézy IGF-1, ktery je zodpovédny za spravny rust a vy-
voj kosti.

Klicova slova: metoprolol, kostni markery, ELISA, DXA, testovani biomechanické odolnosti kostni tkkGné

SUMMARY

Gradosova 1., Zivna H., Zivny P., Huben4 S., Svejkovské K., Palicka V.: Effect of metoprolol on bone metabolism in male Wistar rats
after orchidectomy

Objective: We investigated the effect of the frequently used beta-blocker metoprolol on bone metabolism in male Wistar rats after or-
chidectomy.

Material and methods: The study was carried out on 24 rats which were divided into 3 groups (n = 8). A sham-operated control group
(SHAM) and a control group after orchidectomy (KON) received standard laboratory diet (SLD). An experimental group after orchi-
dectomy (MET) received SLD enriched with metoprolol (27 mg/25 g of the diet) for 12 weeks. Bone metabolism was monitored by me-
asuring the levels of bone markers in serum (PINP, OPG and IGF-I) and in bone homogenate (CTX-I, BALP and BMP-2). The levels
of total calcium in serum and the calcium content of the tibiae were determined. Bone mineral density (BMD) and biomechanical tes-
ting were performed.

Results: Bone markers (CTX-I, BALP, BMP-2) in KON were higher vs. SHAM (p < 0.001, p < 0.01, p < 0.01, respectively). In MET, the-
re was a decrease in CTX-I, PINP, BMP-2 and OPG vs. KON (p < 0.001, p <0.01, p <0.05, p < 0.001, respectively). In KON, there was
a decrease in IGF-1 vs. SHAM (p < 0.001). In MET, this was increased vs. KON (p < 0.01). Orchidectomy caused a significant decrea-
se in total body BMD, in lumbar spine BMD and in left (LF) and right (RF) femur (p < 0.001, p < 0.05, p < 0.01, p < 0.001, respective-
ly). Biomechanical testing of LF and RF diaphyses revealed a decrease in maximal load values in KON vs. SHAM (p < 0.01, p < 0.05).
There was no statistically significant change in serum concentrations of total calcium, in the amount of calcium in the tibia, BMD and
biomechanical testing in MET vs. KON.

Conclusion: Metoprolol has a positive effect on bone metabolism in male Wistar rats by decreasing bone turnover increased as a re-
sult of orchidectomy. After administration of the beta-blocker, there was increased synthesis of IGF-1, which is responsible for proper
bone growth and development.

Keywords: metoprolol, bone markers, ELISA, DXA, biomechanical testing of bone tissue
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Uvod

Arteridlni hypertenze se spolu s osteoporézou fadi mezi
tzv. civiliza¢ni choroby. Tato onemocnéni se Castéji vysky-
tuji u starSich osob. V dnesni dobé, kdy na nds v prubéhu zi-
vota pusobi mnoho nepfiznivych vlivl, je bézné, 7e lidé
v pokroc¢ilém véku Casto uzivaji velké mnozstvi 1éka. S pfi-
byvajicim vékem dochdzi k dbytku kostni hmoty, a proto je
posledni dobou stifedem zdjmu novych vyzkumt, zda béZné
predepisované 1éky nezasahuji do kostnitho metabolismu.
Beta-blokatory patif mezi ¢asto uZivanou skupinu antihy-
pertenziv, mezi které patii také pravé metoprolol. O jeho
vlivu na kostni metabolismus se zatim mnoho nevi a dosa-
vadni data o beta-blokdtorech a jejich vlivu na kostni meta-
bolismus jsou nejednotna.

Metoprolol patii mezi lipofilni B;-selektivni blokatory
bez vnitini sympatomimetické aktivity. Hlavni mechanis-
mus dcinku beta-blokatort je dan ,,kardioselektivitou”, tedy
blokddou B,-receptor, které se vyskytuji predevsim v srdci,
ale také napf. v ledvinach. Blokadou téchto receptortt do-
chazi k sniZenf srde¢niho vydeje, coz vede k poklesu srdec-
ni frekvence a sniZeni kontraktility myokardu a jeho zmen-
Seni ndroku na kyslik. V ledvinach inhibuji tvorbu reninu,
coZz md rozhodujici vliv na antihypertenzni tcinek [1]. Pfi
vyS$Sich ddavkach metoprolol blokuje také B,-receptory [1],
které byly téz nalezeny na buiikdch osteoblastti a osteoklas-
tt [2]. Aktivaci sympatického nervového systému, ve kte-
rém hraje roli hormon leptin, dochézi k produkci noradre-
nalinu v kostech, ktery se vaZe na B,-receptory osteoblastu,
a tim inhibuje jejich aktivitu. Navic, stimulaci B,-receptort
dochézi k produkci ligandu pro aktivator nukledrniho fakto-
ru kappaB (RANKL) osteoblasty, to mize vést k aktivaci
osteoklastli a tim zvysené kostni resorpci [3]. Vyskyt téchto
receptorti na bunkach kostni tkdné naznacuje, Ze by mohl
metoprolol poddvany pacientim ve vyssich davkach zasa-
hovat pozitivné€ do kostniho metabolismu cestou jejich blo-
kady. Vétsina dosavadnich studii naznacuje, Ze uZivani beta-
blokatorl zvySuje kostni mineralni hustotu (BMD) [4,5,6,7]
a snizuje riziko zlomenin [4,6,7,8,9,10], ale ne vSechny stu-
die se s timto zjisténim ztotoziuji [11].

Osteopordzou trpi nejen Zeny, ale Casto opomijeni jsou
v tomto ohledu i muzi. Vlivem starnuti dochdzi k poklesu
pohlavnich hormont a u muzi je to predevsim testosteron,
ktery je velmi dulezity pro kostni tkan. SniZenim hladiny se-
xudlnich hormonti dochédzi k zvySenému kostnimu obratu
s naslednym sniZenim hustoty kostniho minerdlu a poru-
chou mikroarchitektury kostni tkdné (jak trabekuldrni, tak
kortikdln{), a s tim spojeny vznik kfehc¢ich kosti vedouci ke
vzniku fraktur [12]. Cestou aktivace receptorl na osteoblas-
tech testosteronem dochdzi k ndsledné proliferaci a diferen-
ciaci osteoblastt, produkei ristovych faktort, cytokind, sni-
Zeni sekrece interleukinu 6 a prostaglandinu E,. Testosteron
se metabolizuje enzymem cytochrom-P450-aromatazou,
ktery je pritomen v fad¢ tkdni véetné kostni tkan€ v burikach
osteoblastt, na 17f-estradiol [13]. Biologicky dostupny
17B-estradiol je nezdvislym prediktorem BMD u starSich
muzl a je zodpovédny za anabolicky tucinek androgent.
Estrogen samotny reguluje kostni resorpci, zatimco estro-
gen a testosteron spole¢né jsou dileZité pro kostni novo-
tvorbu u muzu [14].

V naSem experimentu jsme sledovali vliv metoprololu na

kostni metabolismus u samcil potkan kmene Wistar po pro-
vedené orchidektomii. Kostni metabolismus byl sledovin
stanovenim markert kostniho obratu. Vysetfovali jsme kost-
ni minerdlni hustotu a testovali jsme biomechanickou odol-
nost kostni tkdné.

Materidl a metody

Zvitata

Potkani byli chovani ve vivariu Lékarské fakulty Univer-
zity Karlovy (LF UK) v Hradci Krilové. Protokol pokusu
byl schvdlen Odbornou komisi na ochranu zvifat proti tyra-
ni LF UK v Hradci Kralové (€. j. 22106/2010-30). V poku-
su byli pouziti osmitydenni samci potkani kmene Wistar
(Biotest, s. r. 0., Konarovice, éR). Potkani byli umisténi
po 4 v plastovych klecich a chovéni za standardnich podmi-
nek (12 hodin svétlo a 12 hodin tma, teplota 22 + 2 °C, vlh-
kost vzduchu 30-70 %). Byli krmeni standardni laboratorn{
dietou (SLD, VELAS, a. s., Lysa nad Labem, éR) a SLD
obohacenou o metoprolol (Albert Weber — SEMED, Praha,
CR) a pitnou vodou ad libitum. Hmotnost potkanti byla sle-
dovéna jednou tydné.

Experiment
Potkani s télesnou hmotnosti (BW; 219 £ 8 g) na pocatku
pokusu byli rozdéleni do tf{ skupin po 8 zvifatech:

1. Skupina SHAM: potkani bez provedené orchidektomie
krmeni SLD;

2. Skupina KON: potkani s provedenou orchidektomii kr-
meni SLD;

3. Skupina MET: potkani s provedenou orchidektomii kr-
meni SLD obohacenou o metoprolol (27 mg/25 g diety;
Egilok, EGIS PHARMACEUTICALS PLC, Budapest,
Madarsko).

Na zacatku pokusu byla potkantim (KON a MET) prove-
dena oboustrannd orchidektomie v éterové anestezii. U pot-
kanid SHAM byl proveden pouze operacni fez na Sourku,
ktery byl ndsledné zaSit. Druhy den po operaci se zacala po-
déavat experimentdlnim potkanim (MET) SLD obohacend
o metoprolol a skupindm (SHAM a KON) pouze SLD, obé
diety ad libitum. Po 12 tydnech byla zvifata usmrcena od-
bérem krve z bifurkace bfiSni aorty v éterové anestezii.
Ziskané krevni sérum bylo zamrazeno na —80 °C. Po usmr-
ceni potkand byly vytiaty obé tibie a femury, zabaleny do
gazy zvlhéené fyziologickym roztokem a zamrazeny na
—80 °C az do doby analyzy.

Analyzy séra a kostnich homogen4tli

V krevnim séru jsme stanovili koncentraci celkového vép-
niku na pfistroji Modular Roche (Mannheim, Germany)
setem (Roche) s vyuZitim o-cresolphtalein comlexonu a hla-
diny kostnich markerti — aminotermindlniho propeptidu pro-
kolagenu typu I (PINP), osteoprotegerinu (OPG) a inzulinu
podobnému rdstovému faktoru I (IGF-I) pomoci metody
ELISA (Enzyme — Linked Immuno Sorbent Assay).

V kostnim homogenatu byly stanoveny hladiny kostnich
markerd — karboxyterminalniho telopeptidu kolagenu I
(CTX-I), kostni formy izoenzymu alkalické fosfatazy
(BALP) a kostniho morfogenetického proteinu 2 (BMP-2)
také metodou ELISA. Homogenat byl pfipraven z tibie.
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Proximalni ¢4st kosti (0,1 g) jsme homogenizovali
v 1,5 ml fosfatového pufru (PBS, PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Austria) na pfistroji MagNA Lyser (Roche) ve
tiech cyklech pifi 6 500 rpm po dobu 20 s. Mezi kazdym
cyklem byly vzorky chlazeny v chladicim kruhu (MagNA
Lyser Cooling Block). Pro stanoveni hladin kostnich marke-
ri byly vyuzity kity od firmy Uscn Life Science Inc.,
Wuhan, Cina (PINP, Procollagen I N-Terminal Propeptide,
pg/ml; OPG, Osteoprotegerin, ng/ml; IGF-I Insulin Like
Growth Factor I; ng/ml, CTX-I, Cross Linked C-Telopeptide
Of Type I Collagen; ng/ml, BALP, Alkaline Phosphatase,
Liver/Bone/Kidney; U/l, BMP-2, Bone Morphogenetic
Protein 2; ng/ml).

V tibii potkana bylo stanoveno mnoZstvi vipniku pomoci
plamenové fotometrie na plamenovém fotometru EFOX 5053
(Eppendorf-Netheler-Hinz GmbH, Hamburg, Germany).

Analyzy byly provedeny v Ustavu klinické biochemie
a diagnostiky LF UK a ve Fakultni nemocnici Hradec
Kralové.

Denzita kostniho minerilu

Potkanim byla zméfena denzita kostniho minerdlu
(BMD, g/cm?) pomoci dvouenergiové rentgenové absorp-
ciometrie (DXA — Dual Energy X-ray Absorptiometry) na
piistroji Hologic Delphi A (Hologic, MA, USA) v Osteocentru
Fakultni nemocnice Hradec Krdlové. BMD celého téla,

v oblasti bedernich obratli a v oblasti femuru byla pocita-
¢ové vyhodnocena pomoci piislusného softwarového pro-
gramu pro mald zvifata (DXA, Hologic, MA, USA).

Testovani mechanické odolnosti kostni tkdné

Femury byly vyuZity k testovani mechanické odolnosti
kostni tkdné na specidlnim elektromechanickém pfistroji
(Martin KoSek & Pavel Trnecka, Hradec Kralové, CR) po-
moci metod three-point bending a tlakové odolnosti krcku
femuru, které byly popsdny v nasi pfedchozi studii [15]. Po
zlomu femuru v oblasti diafyzy byla zmétena tloustka korti-
kalni casti kosti pomoci posuvného mikrometru (OXFORD
0-25mm 30DEG POINTED MICROMETER, Victoria
Works, Leicester, Velka Britanie).

Statistick4 analyza

Statistickd analyza byla provedena pomoci programu
NCSS 2007 (Number Cruncher Statistical System, Kay-
sville, Utah, USA). Pro porovnani sledovanych parametrt
byla pouZzita analyza rozptylu s ndslednym mnohondsob-
nym porovnanim Fisherovym LSD testem a Kruskal-
Wallisova neparametrickd analyza rozptylu s ndslednym
mnohondsobnym porovnanim Dunnovym testem (s Bonfer-
roni modifikaci). Vysledky jsou vyjadieny bud jako pri-
mér + smérodatnd odchylka, nebo jako medidn a 25. a 75.
percentil. Zvolend hladina vyznamnosti byla oo = 0,05.
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Vysledky

Orchidektomie zptisobila signifikantni pokles hmotnosti
u skupiny MET na pocétku pokusu v porovnani s SHAM.
Hmotnost skupiny KON také klesla, ale statisticky nevy-
znamné vs. SHAM. Po 12 tydnech podavani metoprololu
doslo k signifikantnimu poklesu hmotnosti v porovnani
s KON (tab. 1).

U potkant nedoslo k statisticky vyznamné zméné v séro-
vych koncentracich celkového vdpniku a ani v mnoZstvi
véapniku v tibii (tab. 2).

Stanovenim hladin markeri kostniho obratu (CTX-I,
BMP-2 a BALP) jsme zjistili signifikantni ndrdst u potkant
po provedené orchidektomii vs. SHAM. Hladina PINP
a OPG statisticky nevyznamné vzrostla v porovnani
s SHAM. Po podavani metoprololu doslo k signifikantnimu
poklesu CTX-I, PINP, BMP-2 a OPG, u BALP jsme zazna-
menali také patrny pokles, ktery ale nebyl statisticky vy-
znamny vs. KON. Sérova hladina IGF-I statisticky vyznam-
né klesla u KON vs. SHAM. U skupiny MET signifikantné
vzrostla v porovnani s KON, ale nedosdhla srovnatelné hla-
diny s SHAM. Vysledky jsou dany do graft (graf I).

U potkand po provedené orchidektomii jsme prokazali
snizeni BMD celého téla, v oblasti bedernich obratld a obou
femurd v porovnani s SHAM. Po podéani metoprololu nedo-
Slo k signifikantni zméné vs. KON (tab. 3).

U skupiny KON byla statisticky vyznamné kratsi délka,
slabsi prumér i tloustka kortikdlni ¢asti levého i pravého fe-
muru v porovnani s SHAM. Po poddni metoprololu jsme
neprokazali nartst parametri femuru vs. KON. Testovan{
biomechanické odolnosti kostni tkdné pomoci three-point
bending testu ukdzalo statisticky vyznamny pokles tlakové
sily u skupiny KON vs. SHAM. Po podédni metoprololu ne-
doslo k signifikantni zméné tlakové sily v oblasti diafyzy
femurd v porovnani s KON. Testovanim tlakové odolnosti
krcku femurt jsme neprokdzali statisticky vyznamny rozdil
(tab. 3).

Tabulka 1

Hmotnost potkan( (SHAM) a potkan( po provedené orchiektomii (KON, MET)

na zaCatku a na konci experimentu

Diskuze

V soucasnosti mame k dispozici nékolik studii o vlivu be-
ta-blokdtorti na kostni metabolismus a pfevazna vétSina
z nich demonstruje pozitivni vliv na skelet. Bylo zjisténo, Ze
beta-blokatory pravdépodobné zvySuji novotvorbu kostn{
hmoty [16]. Mnohé prace uvadéji, ze uzivani beta-blokatord
zlepSuje kostni minerdlni hustotu [4,5,6,7] a sniZuje riziko
fraktur [4,6,7,8,9,10]. Naopak Rejnman et al. (2004) ve své
préci uvadi, Ze perimenopauzdlni Zeny lécené beta-blokato-
ry (téZ metoprololem) mély trojndsobné riziko vzniku frak-
tury a o 20 % niZzsi sérovy osteokalcin v porovndni s nelé-
¢enymi Zenami [11].

V nasi studii jsme sledovali vliv metoprololu na kostni
metabolismus u samci potkant kmene Wistar, ktery byl na-
rusen vlivem orchidektomie. Lék byl podavan po relativné
dlouhou dobu 12 tydnl v dévce srovnatelné s maximalni
denni davkou u lid{ pfi zohlednéni metabolismu potkana.

Orchidektomie zptsobila po 12 tydnech signifikantni po-
kles télesné hmotnosti, BMD, zvyseni kostniho obratu, zpo-
maleni vyvoje kosti a jejich vétsi lomivost v porovnani
s potkany bez provedené orchidektomie. Nase vysledky po-
tvrzuji zjisténi z pfedchozich studii, Ze deficit androgenti
u rostoucich potkanti negativné ovliviiuje vyvoj kosti a Ze
mlady potkan, ktery je ve vyvinu a po provedené orchidek-
tomii, je vhodnym modelem osteopenie [17].

V nasf studii doslo u potkant po orchidektomii k signifi-
kantnimu nédrastu hladin markert kostni novotvorby BALP,
BMP-2 a markeru kostni resorpce CTX-1. Po 12 tydnech po-
ddvani metoprololu orchidektomovanym potkantim jsme
prokazali sniZeni kostniho obratu. Doslo k signifikantnimu
poklesu hladin CTX-I, PINP, BMP-2 a OPG. Kostni alka-
licka fosfatdza také poklesla, ale bez statistické vyznamnosti.

Je zajimavé, Ze v naSem predchozim experimentu na zdra-
vych dospélych samcich potkand kmene Wistar, kterym
jsme podavali metoprolol v nizs§i davce (2 mg/kg télesné
hmotnosti; BW) a po krat§i dobu
(8 tydnt), doslo k zvySeni mnoZstvi
rustového faktoru osteoblastit BMP-2
v proximdlni Cdasti tibie [18]. Kostni
morfogenetické proteiny (BMP) patii
do nadrodiny rdstovych faktord TGF-§
(Transforming Growth Factor B), které

SHAM KON MET podporuji diferenciaci mezenchymal-
Hmotnost na zacdtku pokusu (g) 229 +£12° 220+9 213+ 70 nich bunck v Chqndrocyty a Ostveoblas-
ty a osteoprogenitorovych bunék v os-
Hmotnost na konci pokusu (g) 569 + 58 «.b 496 + 27 b-e 450 + 24 ac teoblasty [19]. U orchidektomovanych
potkant se hladina BMP-2 v kostnim
ap<0,001,°p< 0,0l cp< 0,05 homogendtu po poddavani metoprololu
Vysledky jsou vyjadieny jako primér + smérodatnd odchylka. signifikantné sniZila. POtkfim § nepo-
ruSenym kostnim metabolismem rea-
govali na poddni metoprololu v naSem
Tabulka 2 predchozim experimentu [18] odlis-
Vysledky mnoZstvi vapniku v séru a v tibii nou expresi BMP-2 v kostn{ tkdni neZ
potkani, ktefi méli kostni metabolis-

SHAM KON MET mus narusen vlivem orchidektomie.
Koncentrace vapniku v séru (mmol/l) 2,71 +6 2,64 £7 2,690+£0 Déle vyrazn€ poklesla sérovd hladina
inzulinu podobného rustového faktoru
Mnozstvi vépniku v tibii (umol/g) 621 + 289 652 + 468 677 + 281 I u potkanti po orchidektomii (KON).

Vysledky jsou vyjadieny jako primér + smérodatnd odchylka.

IGF-I je syntetizovdn mnoha tkdnémi
véetné kostni tkdné (rlstovy faktor
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Tabulka 3
Hodnoceni kostni mineralni hustoty (BMD) celého téla a ve 3 vybranych oblastech skeletu a hodnoceni
biomechanickych vlastnosti kostni tkané femuru

Kostni minerdlni hustota SHAM KON MET

Celé télo (g/cm?) 0,18 (0,18-0,19) »* 0,16 (0,16-0,17) = 0,16 (0,16-0,17) *
Bedernf obratle (g/cm?) 0,23 (0,22-0,26) ¢ 0,19 (0,19-0,21) ¢ 0,21 (0,19-0,22) <*
Levy femur (LF; g/cm?) 0,20 (0,19-0,20) b v* 0,17 (0,16-0,18) ® 0,17 (0,16-0,18) v*
Pravy femur (PF; g/cm?) 0,22 (0,20-0,22) a.2* 0,18 (0,17-0,18) 2 0,17 (0,16-0,17) »*
Biomechanické testovani

LF délka (mm) 39 (38-39) »v* 36 (36-37)* 37 (36-38)
PF délka (mm) 39 (38-39)ac 36 (36-37)2 37 (36-38)¢
LF primér (mm) 3,7 (3,5-3,9) b 34 (34-35)" 3,5 (34-3,6)¢
PF prtimér (mm) 3,7 (3,6-3,8) ¢ 35 (34-3,6)® 35 (34-3,6)¢
Tloustka kortikalni ¢asti kosti LF (mm) 0,7 (0,7-0,8) 0,7 (0,7-0,7)® 0,7 (0,7-0,7)
Tloustka kortikdlni ¢asti kosti PF (mm) 0,8 (0,7-1,0) e-¢* 0,8 (0,7-0,8) ¢ 0,7 (0,7-0,8) ¢
Three-point bending LF (N) 208 (198-227) b.b* 187 (163-196) ® 175 (169-205)
Three-point bending PF (N) 212 (205-238) o< 186 (181-203) ¢ 187 (163-216) <*
Max. tlakovd sila kr¢ku LF (N) 154 (110-199) 136 (109-169) 149 (127-166)
Max. tlakova sila kr¢ku PF (N) 146 (102-174) 121 (101-138) 112 (91-158)

as p < 0,001, b5 p < 0,01, %< p < 0,05

Vysledky jsou vyjadieny u BMD jako primér + smérodatna odchylka a u biomechanického testovani jako medidn (25.—75. percentil).

produkovany osteoblasty). IGF-I je systémovym i lokalnim
reguldtorem, ktery ovliviiuje proces kostni novotvorby [20].
Nase vysledky ukazuji pozitivni vliv metoprololu zvySenim
hladiny IGF-1, kterd byla vlivem orchidektomie sniZena.

Orchidektomie také zptisobila signifikantni pokles BMD
celého téla, v oblasti bedernich obratld a v oblasti femuru
a s tim souvisejici zvySeni lomivosti, kterou jsme prokdzali
pouze v oblasti diafyzy femuru. Tlakova odolnost krcku
femuru ztstala nezménéna. Vlivem orchidektomie doslo
k zpomaleni ristu kosti. Femury byly znatelné kratsi a jejich
pramér a tloustka kortikdln{ ¢4sti kosti signifikantné mensi
v porovnani se skupinou SHAM. Tento vliv orchidektomie
na kosti ptrikladame snizené hladiné rtstového faktoru IGF-
I, ktery pozitivné€ ptsobi na rast kosti do délky i do Sitky
a zvySuje utvareni jak jeji ¢asti kortikdlni, tak trabekularni
[21]. V nasi predchozi studii metoprolol (2 mg/kg BW) zpi-
sobil sniZeni tlakové odolnosti kréku femuru po 8 tydnech
podavani [18]. V této studii metoprolol neovlivnil ani kost-
ni minerdlni hustotu a ani biomechanické vlastnosti kosti
u orchidektomovanych potkand. Nase vysledky bohuzel ne-
podpofily hypotézu vétsiny praci, Ze beta-blokatory zlepsu-
ji BMD a snizuji riziko vzniku fraktur (tab. 3).

Je pozoruhodné, Ze vysledky nasSi pfedchozi studie na
zdravych potkanech a nynéjsi studie na potkanech po prove-
dené orchidektomii se vyrazné li§{ v mnozstvi BMP-2 v ti-
bii a ve vlivu na biomechanickou odolnost kostni tkdné&.
Domnivame se, Ze efekt metoprololu na kostni metabolis-
mus bude pravdépodobné zavisly na jeho ddvce a délce po-
danfi a také na momentalnim stavu kosti, alespon u potkant.

Zaveér

Vysledky experimentu naznacuji, Ze metoprolol ma pozi-
tivni vliv na kostni metabolismus u kastrovanych potkanti
sniZenim kostniho obratu, jehoZ nartst byl zpGsoben vlivem
orchidektomie. Po 12 tydnech poddvéani beta-blokdtoru ne-
doslo u orchidektomovanych potkant k statisticky vyznam-
nym zménam v denzité kostniho minerdlu a biomechanic-
kych vlastnostech femuru.

Lze pfedpokladat, ze podavani metoprololu hypertoni-
kim s diagnostikovanou osteoporézou, by mohlo mit pozi-
tivni vliv na kostni metabolismus sniZzenim kostniho obratu,
ktery byva u osteoporotickych pacientti zvysen. Pro ovéfeni
naSich vysledku bude nutno dalSich experimenti na potka-
nech s hypertenzi a indukovanou osteoporézou.

Seznam zkratek:

BALP  kostnf forma izoenzymu alkalické fosfatdzy

(bone alkaline phosphatase)

BMD kostni minerdlni hustota (bone mineral density)
BMP-2  kostni morfogeneticky protein 2
(bone morphogenetic protein 2)
BW télesna hmotnost (body weight)
CTX-I  karboxytermindlni telopeptid kolagenu typu I
DXA dvouenergiova rentgenova absorpciometrie
(Dual-Energy X-ray Absorptiometry)
ELISA  enzymovd imunoanalyza
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
IGF-1 inzulinu podobny rtstovy faktor I

Osteologicky bulletin 2011 roc¢. 16

157 |




PUVODNI PRACE

KON kontrolni skupina

MET metoprolol

NCSS  Number Cruncher Statistical Systém

OPG osteoprotegerin

PINP aminotermindalni propeptid prokolagenu typu I

RANKL ligand pro aktivitor nukledrniho faktoru kappaB
(receptor activator of the nuclear factor-kappaB
ligand)

SHAM fale$né operovany potkan, ktery podstoupil
operaci bez provedené orchidektomie

SLD standardn{ laboratorni dieta

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem MZO

00179906 a grantem SVV-2011-262902 Univerzity Karlo-
vy v Praze.
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J Clin Oncol. 2011 Mar;29(9):1146-1150

Use of Bisphosphonates and Reduced Risk of Colorectal
Cancer.

Rennert G, Pinchev M, Rennert HS, Gruber SB.

Bisfosfonaty jsou indikovany k terapii osteopordzy a pii
kostnich metastdzach karcinomu prsu, jehoz riziko snizuji
(zfejmé cestou metabolismu mevalonatu). Neni zndmo, zda-
li ovliviiyji také riziko vzniku jinych karcinomd.

Metodika: The Molecular Epidemiology of Colorectal
Cancer je populacni kontrolovand studie, provedend v sever-
nim Izraeli, tykajici se nemocnych s kolorektdlnim karcino-
mem a kontrolni skupinou jedinct t€hoz veéku, pohlavi a et-
nické piislusnosti. Dlouhodobé uZivani bisfosfonati pted
stanovenim diagnézy bylo vyhodnoceno u 933 pard post-
menopauzdlnich pacientek a kontrol.

Vysledky: Uzivani bisfosfonatii déle nez jeden rok pied
diagnézou, ale nejméné po dobu jednoho roku, bylo spoje-
no s vyznamné snizenym relativnim rizikem kolorektalniho
karcinomu (RR 0,50; 95% interval spolehlivosti CI
0,35-0,71). Tento vztah zustal statisticky vyznamny i po ko-
rekci vic¢i mnozstvi vldkniny v jidelniku, fyzické aktivité,
kolorektalnimu karcinomu v rodinné anamnéze, BMI ¢i uzi-
vani malych davek aspirinu, statinti, vitaminu D nebo hor-
monalni substituce (RR 0,41; 95% CI 0,25-0,67). Soucasné
uzivani bisfosfonatt a statinti dale riziko nijak nesniZovalo.

Zaveér: Uzivani peroralnich bisfosfondti déle nez jeden
rok je spojeno s 59% poklesem relativniho rizika kolorek-
tdlntho karcinomu, podobné jak to bylo neddvno doloZeno
u bisfosfonatt a snizeni rizika karcinomu prsu.

J Bone Miner Res. 2011 Mar;26(3):530-537

Effects of denosumab on bone turnover markers in postme-
nopausal osteoporosis.

Eastell R, Christiansen C, Grauer A, Kutilek S, Libanati C,
McClung MR, Reid IR, Resch H, Siris E, Uebelhart D,
Wang A, Weryha G, Cummings SR.

Denosumab, lidskd monoklonaln{ protilatka via¢i RANKL,
snizuje miru remodelace kosti, zvySuje kostni minerdln{
denzitu (BMD) a vede k poklesu rizika zlomenin. Popsana
studie posuzuje ¢asovy prubéch a faktory urCujici ukazatele
kostniho obratu (bone turnover markers, BTM) béhem 1é¢-
by denosumabem, procento 1é¢enych Zen s BTM pod refe-
rené¢nimi hodnotami v premenopauze a korelaci mezi zmé-
nami BTM a BMD. Zabyvala se tim ¢4st studie FREEDOM
(Fracture REduction Evaulation of Denosumab in Osteo-
porosis every 6 Months), kde bylo 160 Zen nidhodné vybra-
no k podkozni aplikaci 60 mg denosumabu nebo placeba
kazdych 6 mésict po dobu tif let. Na zacatku studie a po 1,
6, 12, 24 a 36 mésicich se métily ukazatele kostni resorpce
(C-telopeptidy kolagenu I typu /CTX/; tartarat rezistentni
kyselad fosfatdza /TRACP-5b/) a kostni formace (N-termi-
ndlni propeptid prokolagenu I. typu v séru /PINP/; kostni
izoenzym alkalické fosfatizy /BALP/). Pokles CTX byl
rychlej$i a vyraznéjsi neZ zmény PINP a BALP. Mésic po
injekci poklesly u vSech Zen 1é¢enych denosumabem hladi-

ny CTX pod premenopauzdlni hodnoty. CTX ndlezy na
konci terapie byly ovlivnény pocateénimi hodnotami a in-
tervalem davkovani. Procento jedinct s CTX pod premeno-
pauzalnim referen¢nim intervalem pred kazdou naslednou
injekei pokleslo béhem studie ze 79 % na 51 %. CTX
a PINP ztstalo pod premenopauzadlnimi hodnotami ve vech
méfenych bodech ve 46 % a 31 % u denosumabem lécenych
Zen. Pfi poddvani denosumabu, ale nikoli placeba, vyznam-
né koreloval pokles CTX se vzestupem BMD (r = —0,24 aZ
—0,44). Obraz zmén ukazateld kostniho obratu pfi terapii
denosumabem je unikdtn{ a 1ékafi by jej méli vyuZit k efek-
tivnimu monitorovani 1écby.

Osteoporos Int. 2011 May;22(5):1599-1607

Long-term prospective study of osteoporotic patients treated
with percutaneous vertebroplasty after fragility fractures.
Mazzantini M, Carpeggiani P, d'Ascanio A, Bombardieri S,
Di Munno O.

Cilem této prace bylo zhodnotit faktory vedouci k vysky-
tu novych vertebralnich zlomenin (VFx) po perkutdnni ver-
tebroplastice (PVP).

Metodika: Jednalo se o prospektivni studii, do niZ byli za-
fazeni nemocni obou pohlavi s osteoporézou a nejméné jed-
nou bolestivou VFx. Na zacatku prob&hlo zakladni bioche-
mické zhodnoceni a byla zaznamendna demograficka data,
klinické udaje a provedeno denzitometrické vySetfeni. 115
pacienti bylo léeno PVP a dostalo per os bisfosfonaty
s kalciem a vitaminem D. Nemocni se vritili ke kontrole po
1, 3 a 6 mésicich, pak byli hodnoceni kazdych Sest mésica.
Kazdy rok, nebo pokud se objevila bolest svédcici pro no-
vou VFx, absolvovali rtg zobrazeni bederni patete.

Vysledky: Doba sledovani ¢inila 39 + 16 mésici (v roz-
péti 15-79). 32 pacienti (27,8 %) utrpélo novou VFX, vzdy
symptomatickou. VSichni byli ochotni podstoupit dalsi
PVP. Po porovnani nemocnych s novou VFx a bez ni vySlo
najevo, Ze pacienti s novou VFx maji vyznamné nizsi body
mass index (BMI) a niz8i T-skére krcku i celkového proxi-
malniho femuru. Navic méli také vyznamné nizsi poc¢atecni
plazmatické koncentrace 25(OH) vitaminu D. Tento rozdil
pretrvaval a byl statisticky vyznamny jesté dvanact mésica
po PVP: 22 + 12 ng/ml (jedinci s novou VFx) versus 41 +
22 ng/ml (jedinci bez fraktury; p < 0,01).

Zavér: U nemocnych osteoporézou 1écenych PVP dosa-
huje incidence nové VFx 27,8 % béhem 39 mésici. Vyskyt
téchto zlomenin je u pacientl 1é¢enych PVP spojen s niz-
kym BMI, poklesem denzity kostniho minerdlu a deficitem
vitaminu D.

J Clin Endocrinol Metab. 2011 Jul;96(7):2081-2088
Effects of Risedronate and Low-Dose Transdermal
Testosterone on Bone Mineral Density in Women with
Anorexia Nervosa: A Randomized, Placebo-Controlled
Study.

Miller KK, Meenaghan E, Lawson EA, Misra M, Gleysteen
S, Schoenfeld D, Herzog D, Klibanski A.
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Mentélni anorexii komplikuji zlomeniny a vyznamnd
ztrata kostni hmoty. Patofyziologickym mechanismem je
vzestup kostni resorpce a pokles formace kosti. Lécba estro-
geny nedokdZe u nemocnych zabrdnit ztraté¢ kostni hmoty
a do dnesnich dnd nemdme pro tuto situaci G¢innou terapii.
Autofti si vzali za cil zjistit, zda u Zen s mentalni anorexii do-
kaze denzitu kostniho minerdlu (BMD) zvysit samotnd an-
tiresorpcni 1écba bisfosfondtem, nebo je lepsi kombinace
s nizkoddvkovanym transdermdlnim testosteronem. Proto
napldnovali jednoletou, randomizovanou a placebem kon-
trolovanou studii. Uéastnilo se ji 77 Zen v ambulantni pé¢i
pro mentalni anorexii. Ty byly ndhodné ptidéleny k podava-
ni risedrondtu 35 mg jednou tydné; k 1é¢bé nizkou davkou
transdermdlniho testosteronu, k poddvani kombinace obou
ptipravki nebo dvojiho placeba. Hlavnim vystupem byla
BMD méfend metodou DXA v oblasti bederni pétete, kyc-
le a na radiu, sledovaly se i zmény sloZeni télesné hmoty.

Vysledky: V porovnani s placebem vedl risedronat ke
zvySeni BMD (pfedozadni pétef +3 %; bocné patef +4 %,
v ky€li +2 %). Aplikace testosteronu nezvysila BMD, ale
zpusobila ndrdst svalové hmoty. Nezadoucich uéinkt bylo
jen malo.

Zavéry: Risedrondt, poddvany po dobu jednoho roku Ze-
ndm s mentdlni anorexii, zvySuje BMD bederni patete.
Nizkodavkovany testosteron neméni BMD, ale zvysi svalo-
vou hmotu.

J Clin Endocrinol Metab. 2011 Jun;96(6):1727-1736
Treatment with denosumab reduces the incidence of new
vertebral and hip fractures in postmenopausal women at
high risk.

Boonen S, Adachi JD, Man Z, Cummings SR, Lippuner K,
Torring O, Gallagher JC, Farrerons J, Wang A, Franchi-
mont N, San Martin J, Grauer A, McClung M.

Studie FREEDOM (Fracture REduction Evaluation of
Denosumab in Osteoporosis every 6 Months) prokazala, Ze
denosumab vyznamné sniZuje riziko zlomenin u postmeno-
pauzdlnich Zen s osteopordzou. Autoii dale vyhodnotili G¢i-
nek denosumabu na incidenci novych fraktur obratld nebo
proximdlntho femuru u podskupin Zen s vysokym rizikem
téchto zlomenin.

Metodika: FREEDOM byla tfiletd, randomizovand, dvoji-
té zaslepend a placebem kontrolovand studie treti fize. Na
213 pracovistich na celém svéte se ji tcastnilo celkem 7 808
postmenopauzalnich Zen s osteoporézou. Ty byly 1éceny
denosumabem (60 mg s.c.) nebo placebem kazdych Sest
mésict. Soucdsti terapie byla denni suplementace kalciem
(= 1 000 mg) a vitaminem D (= 400 IU).

Hlavni vystup: Tato post hoc analyza hodnotila incidenci
fraktur u Zen se zndmymi rizikovymi faktory vcetné mno-
hocetnych a/nebo mirnych ¢i zdvaznych predchozich zlo-
menin obratld, ve véku 75 let a starSich, a/nebo u Zen s hod-
notou T-skére denzity kostntho minerdlu v oblasti kr¢ku
femuru 2,5 a nizsi.

Vysledky: V porovndni s placebem denosumab vyznamné
snizil riziko novych zlomenin obratli u Zen s pfedchozimi
mnohocetnymi a/nebo zdvaznymi frakturami obratll
(16,6 % placebo versus 7,5 % denosumab; P < 0,001).
Podobné denosumab vyznamné sniZil riziko zlomenin v ob-
lasti proximdlniho femuru u Zen v 75 letech véku ¢i star§ich
(2,3 % placebo versus 0,9 % denosumab; P < 0,01), nebo

u Zen s bazdlni hodnotou T-skére denzity kostntho minerdlu
v kré¢ku femuru -2,5 a nizs8i (2,8 % placebo versus 1,4 % de-
nosumab; P = 0,02). Tento t¢inek 1é¢by u jedinct s vyso-
kym rizikem byl podobny jako u nemocnych s nizZ§im rizi-
kem fraktury.

Zaveéry: U postmenopauzalnich Zen s osteoporézou s vy-
sokym rizikem zlomeniny denosumab sniZuje incidenci
novych fraktur v oblasti kycle i obratli. Nalez svéd¢i pro se-
trvaly vliv denosumabu na pokles vyskytu zlomenin u pa-

cientek s odliSnymi stupni rizika.

J Biomater Sci Polym Ed. 2012;22(12):1581-1589

Bone Regeneration by Lactoferrin Released from a Gelatin
Hydrogel.

Takaoka R, Hikasa Y, Hayashi K, Tabata Y.

Cilem préce bylo vyhodnotit schopnost laktoferinu (LF),
Zelezo vaziciho glykoproteinu, navodit regeneraci kosti.
Autofi pouzili biologicky odbouratelny gel, umoziujici sta-
bilni uvoliiovani LF in vivo. Po subkutdnni aplikaci na hibe-
té mysi tento gel déle udrzuje LF v misté podani nez injiko-
vany roztok s LF. In vitro pokus s buitkami 3T3E1 (mySimi
osteoblasty) ukdzal, Ze tyto buiiky pfi opakovaném pridani
LF proliferovaly vyznamné vyssi mérou nez po jednorazo-
vém pridani LF v téZe ddvce. Po implantaci gelu s LF do
kostniho defektu Ibi u pokusnych krys bylo mozno pozoro-
vat vyznamné vySsi regeneraci kostni tkdné neZ u krys 1éce-
nych placebem nebo malym mnoZzstvim LF. Znamena to, Ze
setrvalé uvoliiovani LF z gelu umozZiuje LF stimulovat re-
generaci kosti in vivo.

Hum Reprod. 2011 Jun;26(6):1307-1317

Vitamin D is positively associated with sperm motility and
increases intracellular calcium in human spermatozoa.
Blomberg Jensen M, Bjerrum PJ, Jessen TE, Nielsen JE,
Joensen UN, Olesen IA, Petersen JH, Juul A, Dissing S,
Jorgensen N.

Lidské spermatozoidni butiky maji receptor pro vita-
min D (VDR). Vyrazeni VDR a nedostatek vitaminu D ve-
de u pokusnych zvitat k poSkozeni fertility, sniZeni poctu
spermii a pohyblivych spermatozoi. Autofi zjistovali, jakou
tlohu ma aktivni vitamin D — kalcitriol u lidskych sperma-
tozoi a zda plazmatickd koncentrace vitaminu D néjak sou-
visi s kvalitou semene.

Metodika: Vzdjemny vztah kvality semene a plazmatic-
kych koncentraci vitaminu D byl zkoumdn u 300 muzi
z béZné populace. Vzorky od 40 muzd byly také pouzity na
in vitro studii k ureni vlivu vitaminu D na intraceluldrni
kalcium, motilitu spermif a reakci akrozomu. U vSech mu-
70 se kromé analyzy vzorku semene vySetfoval v krvi foli-
kulostimula¢ni hormon, inhibin B, 25-hydroxyvitamin D,
albumin, alkalicka fosfatdza, kalcium a parathormon.

Vysledky: 44 % vsech vzorki krve svédcilo pro deficit vi-
taminu D (pod 50 nmol/l 25-hydroxyvitaminu D v plazmé)
a toto negativné korelovalo s plazmatickou koncentraci pa-
rathormonu (p < 0,0005). Koncentrace vitaminu D v plaz-
mé mély pozitivni vztah k motilit€ spermii a progresivni
motilité¢ (p < 0,05). MuZi s deficitem vitaminu D (pod 25
nmol/l) méli ve vzorku méné pohyblivych (p = 0,027),
progresivné pohyblivych (p = 0,035) a morfologicky nor-
malnich (p = 0,044) spermatozoi v porovnani s muZzi s do-
stateCnou saturaci vitaminem D (nad 75 nmol/l). In vitro
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kalcitriol u lidskych spermatozoi zvySoval nitrobuné¢nou
koncentraci kalcia cestou VDR zprostiedkovaného uvolnéni
vépniku z intraceluldrnich zdsob, stimuloval motilitu sper-
mif a spoustél reakci akrozomu.

Zavery: 1,25-dihydroxyvitamin D zvySuje u zralych sper-
matozof intraceluldrni koncentraci kalcia, pohyblivost sper-
mif a reakci akrozomu. Plazmatické koncentrace vitaminu
D maji pozitivni vztah k motilité€ spermii. Znamen4 to, Ze
vitamin D zastdva dulezitou roli pfi spravné funkci spermii.

Kidney Int. 2011 Jun;79(12):1370-1378

Fibroblast growth factor 23 is elevated before parathyroid
hormone and phosphate in chronic kidney disease.

Isakova T, Wahl P, Vargas GS, Gutiérrez OM, Scialla J,
Xie H, Appleby D, Nessel L, Bellovich K, Chen J, Hamm
L, Gadegbeku C, Horwitz E, Townsend RR, Anderson CA,
Lash JP, Hsu CY, Leonard MB, Wolf M.

O riistovém faktoru fibroblastti 23 (fibroblast growth fac-
tor 23; FGF23) je zndmo, Ze se podili na regulaci metabo-
lismu fosfatu. Vyznamné také predpovida mortalitu u dialy-
zovanych nemocnych. Pfedpokldda se, ze FGF23 mize byt
¢asnym ukazatelem poruchy fosfatového metabolismu v po-
¢atecnich stadiich chronické choroby ledvin (chronic kidney
disease; CKD). Autoti zméfili FGF23 v pocatecnich vzor-
cich u 3 879 nemocnych zafazenych do Chronic Renal
Insufficiency Cohort study, kterd zahrnuje nemocné s CKD
ve stadiu 2—4. Plazmatické koncentrace fosfitu a medidn
koncentrace parathormonu (PTH) se u vySetfovanych pohy-
bovaly v normdlnich mezich. Medidn FGF23 byl zna¢né
vyS$§i oproti hodnotdm u zdravé populace a vyznamné stou-
pal s klesajici vypoctenou glomerularni filtraci (estimated
glomerular filtration rate; eGFR). Vysoké hladiny FGF23,
definované jako hodnota nad 100 RU/ml, byly u vSech stup-
nd eGFR Casté€jsi nez sekundarni hyperparathyre6za nebo
hyperfosfatémie. Prahovd hodnota eGFR, pfi niz zacinala
koncentrace FGF23 stoupat, byla vyznamné vyssi nez od-
povidajici prah pro PTH zaloZeny na navzdjem se neprekry-
vajicich 95% intervalech spolehlivosti. Vzestup FGF23 je
tedy bé€Znou manifestaci CKD, kterd se projevi dfive neZ
vzestup fosfatu nebo PTH. Méreni FGF23 by tedy mohlo
byt citlivym Casnym ukazatelem poruchy metabolismu fos-
fatu u nemocnych s CKD a normdlni fosfatémii.

Clin Chem Lab Med. 2011 Aug;49(8):1271-1274
International Osteoporosis Foundation and International
Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
Position on bone marker standards in osteoporosis.
Vasikaran S, Cooper C, Eastell R, Griesmacher A, Morris
HA, Trenti T, Kanis JA.

Pracovni skupina International Osteoporosis Foundation
(IOF) a International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine (IFCC), ktera se zabyva standardy la-
boratornich markerd kostniho obratu (bone turnover mar-
kers, BTM), zhodnotila jejich klinicky potencidl v piedpo-
védi rizika zlomenin a sledovani d¢innosti 1é¢by. Dostupna
fakta svédci o tom, Ze BTM mohou poskytovat informaci
o riziku fraktury nezavisle na denzité kostniho mineralu. To
znamend, Ze jejich zafazenim do posuzovaciho algoritmu by
mohlo byt urceni rizika zlomeniny pfesnéjsi. Velkému za-
jmu se také t&81 snahy o vyuZziti BTM ke zhodnoceni odpo-
védi organismu jednotlivce na 1é¢bu osteopordzy. Zmény

navozené terapii specifickych markerd reprezentuji vy-
znamnou ¢ast miry poklesu rizika fraktury. Nicméné stdle
neni dost padnych dikazl, z nichZ by bylo moZzno v praxi
bezpecné vychazet. IOF a IFCC doporucuji, aby jeden para-
metr kostni formace (N-termindlni propeptid prokolagenu
I. typu v séru; s-PINP) a jeden ukazatel kostni resorpce
(C-termindlni croslink kolagenu I. typu v séru; s-CTX) by-
ly vyuzity jako referenéni markery. Znamenalo by to méfit
je standardizovanymi postupy v observacnich a intervenc-
nich studiich, abychom celosvétové rozsitili zkusSenosti s té-
mito ukazateli v klinické medicin€ a vyfesili dosavadni ne-
jistoty jejich klinického vyuziti.

Osteoporos Int. 2011 Jun;22(6):1649—1658
Cardiovascular effects of calcium supplementation.
Reid IR, Bolland MJ, Avenell A, Grey A.

ZkuSenosti ze studii u zdravych star§ich Zen a pacientl
s poskozenim ledvinnych funkci naznacuji, Ze suplementa-
ce kalciem zvySuje riziko kardiovaskuldrnich nemoci. Aby
prozkoumali tuto moZnost, naplanovali autofi metaanalyzu
studii s podavanim véapniku a zjistili, Ze pfi nich stoupa rizi-
ko infarktu myokardu o 27-31 % a riziko cévni mozkové
ptthody o 12-20 %. Tyto ndlezy se zdaji byt platné, protoZe
jsou zaloZeny na pfedem specifikované analyze randomizo-
vanych, placebem kontrolovanych studif a zjisténé riziko je
napii¢ nimi setrvalé. Fakt, Ze kardiovaskularni piihody ne-
jsou primdrnim vystupem zZadné z téchto studii, vnasi do
hodnoceni ur¢ity Sum, ale neovlivni jeho nezaujatost.
Nedavna reanalyza Women's Health Initiative ukazuje, Ze
soucasné poddvdni vitaminu D s kalciem tyto nezddouci
ucinky nezmirfiuje. ZvySeni rizika kardiovaskuldrnich pii-
hod pfi podavani kalcia je ve shodé s epidemiologickymi
daty o vztahu vyssi plazmatické koncentrace vapniku a kar-
diovaskularnich chorob v bézné populaci. Existuje nékolik
moznych patofyziologickych mechanismu, jimiz lze tento
vztah vysvétlit — vliv na kalcifikaci cév; na funkci bunék
v cévach; na krevni srazlivost. Nékteré z té€chto u¢inku mo-
hou zprostiedkovat i ,,calcium-sensing™ receptory. Je tedy
otdzkou, zda farmakologickd suplementace vapnikem pfina-
$1 néjaky uzitek: riziko zlomenin trochu sniZuje a riziko kar-
diovaskularni ptihody trochu zvySuje. Podobné jako farma-
ka priznivé ovliviiuji denzitu kostnitho minerdlu také zdroje
kalcia v dieté, ale jejich vyznam pii omezeni vyskytu zlo-
menin dosud nenfi jasny. Nicméné prijem vapniku, zajistény
vhodnym sloZenim stravy, nema Zadny $kodlivy vliv na kar-
diovaskularni systém, a proto by mél byt preferovan.
Dostupna data naznacuji, ze 1écba osteoporézy je i bez sou-
casné farmakoterapie kalciem dc¢inna.

Am J Prev Med. 2011 Jul;41(1):68-74.

Ultraviolet B and incidence rates of leukemia worldwide.
Mohr SB, Garland CF, Gorham ED, Grant WB, Garland
FC.

Védecké poznatky z posledni doby poukazuji na mozné
souvislosti mezi nedostatkem vitaminu D a rizikem rozvoje
leukémie. Autofi se pokusili zjistit, zda existuje zavislost
mezi zemépisnou Sifkou a iradiaci ultrafialového zéfenf ty-
pu B (UVB) vicdi incidenci leukémie ve 175 stitech svéta.
Pouzili k tomu mezindrodni databdzi karcinomi GLOBO-
CAN. Pomoci mnohocetné regresni analyzy se ve 139 sta-
tech podafilo analyzovat vztah mezi UVB a k véku pfizpt-
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sobenou incidenci leukémie v roce 2002. Studie soucasné
brala v potaz energeticky prijem z Zivocisnych zdroju a vy-
daje ve zdravotni péci na jednoho obyvatele. Rozbory byly
provedeny v roce 2009.

Vysledky: Populace, Zijici v zemich na vyssi zemépisné
Sifce zaznamenaly vySSi pocty leukémii u muzi (2= 0,34;
p<0,0001)iuZen (r2=0,24; p < 0,0001). U muzi UVB ne-
zévisle negativné koreluje s incidenci leukémie, zatimco
spotieba energie ze zivo¢i§nych zdroji a ndklady na zdra-
votni péci na jednoho obyvatele s incidenci leukémie kore-
luji nezavisle pozitivné (r2 = 0,61 pro model; p < 0,0001).
U zen je iradiace UVB (prepocitand podle oblacnosti) také
v negativni nezdvislé korelaci s vyskytem leukémie
(p £0,01), a podobné jako u muzd spotieba energie ze Zi-
vocisnych zdroji (p < 0,05) a naklady na zdravotni péci na
jednoho obyvatele (p = 0,0002) s incidenci leukémie kore-
luji nezavisle pozitivné (r2= 0,51 pro model; p < 0,0001).

Zavery: Staty s nizkou iradiaci UVB majf vyS$si incidenci
leukémie. ZjiSténi naznacuje moznost, Ze nedostatecnd sa-
turace organismu vitaminem D v dasledku nizké iradiace
UVB miuiZe n&jakym zpisobem zvySovat riziko rozvoje leu-
kémie.

Stem Cell Res. 2011 Jul;7(1):89-95

Adipose-derived stem cells from the brown bear (Ursus arc-
tos) spontaneously undergo chondrogenic and osteogenic
differentiation in vitro.

Fink T, Rasmussen JG, Emmersen J, Pilgaard L, Fahlman
A, Brunberg S, Josefsson J, Amnemo JM, Zachar V, Swen-
son JE, Frobert O,

Medvédi, ktefi hibernuji v doupéti, netrpi atrofii ani po-
Skozenim orgdni, ackoli se béhem spanku v podstaté nepo-
hybuji. V regeneraci tkdni za téchto okolnosti mohou hrat
vyznamnou roli mezenchymalni kmenové buriky. Cilem té-
to price bylo zjistit, zda 1ze divokym skandindvskym med-
védim hnédym odebrat kmenové butiky odvozené z tukové
tkdné (adipose tissue-derived stem cells; ASCs) a zjistit je-
jich vlastnosti. Po ukonceni zimniho spanku (v pribéhu
dubna, 7-10 dni po opusténi brlohu) byla u Sesti medvéda
provedena biopsie tukové tkané. Ukdzalo se, Ze ziskané
ASCs jsou schopny podle kultivacniho media spustit adipo-
genezi, osteogenezi ¢i chondrogenezi. Je zvlasté pozoru-
hodné, Ze pokud rostou ve standardnim mediu, jsou ASCs,

pochazejici z ro¢nich zvifat, schopny spontanné tvorit uzli-
ky podobné kostni tkani, obklopené chrupavcitymi depozi-
ty, coZ sveédci pro jejich diferenciaci v osteogenni a chond-
rogenni linii. Tato schopnost se zfejmé ztraci s postupujicim
vékem. Jednd se o prvni studii, v niZ se provadél odbér a sle-
doval rist kmenovych bunék medvédi hnédych. Jde téz
o prvni popis schopnosti ASCs tvorit extraceluldrni matrix,
charakteristickou pro kost a chrupavku, a to spontdnné bez
specifické stimulace. Ndlezy mohou mit vyznam pro pouZi-
ti hibernujicich medvédd hnédych jako modelu ke studiu
problematiky osteopordzy z inaktivity.

Osteoporos Int. 2011 Dec;22(12):2981-2988

Maintaining femoral bone density in adults: how many
steps per day are enough?

Boyer KA, Kiratli BJ, Andriacchi TP, Beaupre GS.

Neni zndmo, jaka doba a intenzita chiize je tfeba k zacho-
vani zdravého skeletu. Studie posuzovala vztah mezi béZnou
chizi a denzitou kostniho minerdlu (BMD) u zdravych je-
dinct s pouzitim kvantitativni teorie k udrZeni kostni hmo-
ty. K prevenci osteopordzy je chize velmi vhodn4, ale nen{
jasné, jak dlouho a jakou intenzitou je tfeba chodit.

Metodika: U 105 jedinct ve véku 49-64 let byla sledova-
na bézna chlizova aktivita a celkovd BMD proximalniho fe-
muru. K predikci BMD poslouzil index kumulativni zatéze
(bone density index, BDI). Vztah BDI-BMD byl uzit k ur-
Ceni poctu krokd béhem dne, které dokdzou udrzet hodnoty
BMD pro ur€ité rozmezi télesné hmotnosti a rychlosti chuze.

Vysledky: BDI vyznamné korelovalo s BMD (12 = 0,19;
p < 0,001) pouze u Zen, nikoli u muzi. Celkovy pocet kro-
ka, potfebny k udrZeni T-skére —1,0 u Zeny s primérnou té-
lesnou hmotnosti ve sledované kohorté a pohybujici se rych-
losti 1 m za sekundu ¢inil 4 892 krokti za den. Podstatné
vice krokd (18 568 za den) bylo tfeba u Zen s télesnou hmot-
nosti 0 20 % niz$i, nez byl primér sledované kohorty. Pokud
tyto Zeny usly jen 10 000 kroku za den, pak mohly T-skére
—1,0 udrzet pouze za cenu rychlosti chiize vyssi nez 1,32 m
za sekundu.

Zavér: Pohlavi, télesna hmotnost a rychlost chtize rozho-
duje o jejim vlivu na prevenci osteopordzy. U Zen s nizkou
télesnou hmotnosti mtize byt potfeba pravidelné télesné ak-
tivity ve smyslu chize k udrZeni BMD daleko vyssi nez
obecné proklamovanych 10 000 krokd denné.

Mili ¢tenari!
Prali bychom si, aby pro vas rok 2012
byl radostny a uspéSny. Necht se vam dari

ve vasi praci i v osobnim Zivoté.

Redakce

PF 2012

162

Osteologicky bulletin 2011 ¢. 4 ro¢. 16




POKYNY PRO AUTORY

Pokyny autoriim

Profil casopisu:

Osteologicky bulletin je periodikum, zabyvajici se klinickou a labora-
torni problematikou kostnitho metabolismu v celé §ifi, jak ve vlastnich za-
kladnich, ale i hrani¢nich 1ékaiskych, pfipadné, pokud je tfeba, i v nelé-
katskych oborech. Pfednost se davé informacim s praktickym vystupem.

Zésady vztahu mezi autory a redakci:

Redakce piijima piispévky v cestiné, ve slovensting, nebo anglicting,
které odpovidaji odbornému profilu ¢asopisu. Kromé zprav a spolecenské
rubriky jsou vSechny pfijaté prispévky podrobeny nezavislé recenzi mini-
malné dvéma (2) recenzenty, pficemz se zachovdvd oboustrannd ano-
nymita. O vysledcich recenzniho fizeni je autor zpraven dopisem redakce
soucasné s ndzorem redakce na konecnou tUpravu clanku nejpozdéji
do 2 mésict od doruceni piispévku. Redakce si vyhrazuje pravo provadét
drobné stylistické tpravy textu a upravovat pravopis podle progresivni ver-
ze. Redakce ve vlastni rezii doplni pieklad ndzvu a souhrnu pifspévku
do anglictiny, pokud autor tyto podklady nedodd v potiebné kvalité sam.

Pied definitivnim odevzdanim do tisku bude autorovi (hlavnimu auto-
rovi) zasldn provizorni vytisk prace k autorské korektufe. Pfi autorské ko-
rektufe nelze bez predchozi dohody s redakei provadét zmény textu v roz-
sahu veétsim nez 5 fadka. Uzivejte obvyklych korektorskych znacek.
Korekturu odeslete neprodlené zpét, nedostane-li ji redakce do 5 pracov-
nich dnG od odesldni, bude to povazovat za souhlas autora s textem
(je mozné pouzit i faxu nebo e-mailu s naskenovanou prilohou).

Uvefejnénd prdace se stdvd majetkem Casopisu a pretisknout jeji ¢dst,
presahujici rozsah abstraktu nebo pouzit obrazek v jiné publikaci lze jen
se souhlasem vydavatele. Rukopis se archivuje v redakci; autoriim se vra-
ci jen, byl-li odmitnut nebo na zvlastni vyzadani.

Zasflani rukopisi:

Vsechny rukopisy zasilejte vyhradné na dile uvedenou adresu redakce,

a to zdsadné ve dvoji formé:

a) jeden kompletni vytisk s veskerou obrazovou dokumentact, opatfeny ti-
tuln{ stranou s podpisem hlavniho autora,

b) text rukopisu v elektronické podobé (na disketé, CD) véetné tituln{ stra-
ny (viz ddle, samoziejmé bez autentického podpisu) spolu s tabulkami,
grafy a schématy, pokud byly vyrobeny pomoci pocitacového progra-
mu. Tabulky, grafy, obrdzky a schémata pfipojte jako samostatné sou-
bory mimo textovy soubor. Velmi tim usnadnite konecné zpracovani.

Titulni strana obsahuje:

a) Ndzev prace, ktery musi byt stru¢ny a vystizny, musi odpovidat skutec-
nému obsahu sdélenf a bez pouziti zkratek.

b) Typ sdéleni (viz niZe).

¢) Jména autora a spoluautorti ve zkracené podobé bez tituli (J. Xyz, B.
Yxz, ...), s odkazy na nazvy jejich pracovist.

d) V samostatném odstavci celd jména autort a spoluautorl véetné tituld
a védeckych hodnosti. Nazvy pracovist, na néz se u jmen odkazuje.

e) U prvniho (hlavniho) autora bude uvedena tplnd kontaktni adresa pro
dalsi styk s redakci vcetné e-mailové adresy.

f) U prvniho (hlavniho) autora uvedte rovnéz telefonni, pripadné faxové
spojeni.

g) ProhlaSenti, Ze zaslany text je urCen pro otisténi v Casopise Osteologicky
Bulletin a nebyl ani nebude jinde publikovan a klauzuli, Ze spoluautofi
souhlasi s textem zaslaného sdéleni a s uvefejnénim v tomto ¢asopise.

h) U pavodnich a piehlednych praci a u kratkych sdéleni ptipoji autor pro-
hlaseni (a to i v negativnim pfipadé) o sponzorovani ¢i stietu zajmu; je-
li prace sponzorovana (grantem, jinou organizaci, vyrobcem a pod.) ne-
bo dochdzi-li ke stfetu zdjmi (napf. autor je pifmo ¢i nepiimo
zainteresovan na vysledcich vyroby ¢i prodeje, je majitelem popisova-
ného patentu a p.), musi byt tato skutecnost v zavéru sdéleni uvedena.

i) U klinickych studif pfipoji autor cestné prohlaseni, Ze studie byla pred
zahdjenim schvédlena mistné piislusnou etickou komisi. Provadély-li se
pokusy na zvifatech, vyzaduje se prohlaseni, Ze byly dodrzeny ustavni
nebo ndrodni predpisy a smérnice pro chov a experimentdlni uziti zvitat.

j) Pod prohlasenim (body g,h,i), opatfenym datem, je tfeba vlastnoru¢ni
podpis hlavniho autora.
k) Redakce netrvé na ,,imprimatur® pfednosty pracovi§té autora/autorg.

Typy sdé€lenti:

Kazdy piispévek musi byt samotnymi autory oznacen jako jedna z na-
sledujicich variant; podle tohoto zafazeni bude v redakci posuzovan, v ne-
jasnych ptipadech bude konecné zatazeni provedeno po dohodé¢ redakce
s autorem. Mdé-li predklddand prdace atypické charakteristiky, je vhodné
kontaktovat pfedem redakci Osteologického bulletinu (redakce @trios.cz).

1. Uvodnik (Editorial)

Stru¢nd charakteristika konkrétniho aktudlniho problému z pera erudo-
vaného odbornika, zkuSeného a zndmého autora. Nejcastéji se tykd ¢lan-
ku ¢i skupiny ¢lanka k urcité problematice publikovanych ve stejném
¢isle Osteologického bulletinu. Editorial je zaddvan redakéni radou kon-
krétnimu autorovi

2. Pivodni prace (Original article)

Prace obsahuje vysledky vlastniho laboratorniho, klinického nebo epi-
demiologického vyzkumu. Obvykly rozsah 8-16 normostran; souhrnny
pocet tabulek, grafi a obrazkd 2-10; literarnich odkazi 10-30. Souhrn
v rozsahu 10-20 fadkd musi byt strukturovany, tj. déleny na oddily:
Cil prace — Materidl a metody — Vysledky — Zavér. Vlastni text se déli
na Uvod — Materidl a metody — Vysledky — Diskuzi — Zavér.

Uvod slouzi k zakladnimu sezndmeni s problematikou, popf. davody,
které vedly autora k vytvofeni prace. Uvadi hypotézu, kterd md byt potvr-
zena Ci vyvracena.

Soubor pacientti, materidl a metody (v experimentédlnich pracich pouze
Materidl a metody). Toto je ¢ast, kterd by méla prinést zdkladni informa-
ce o hlavnich charakteristikdch soubort pacientd, v piipadé experimentdl-
ni ¢i teoretické studie také o materidlu, ktery autor hodnotil. Pii popisu
metody je tieba pfesné popsat postup a nedilnou soucdsti této pasize je
i zpusob statistického hodnoceni.

Vysledky. Tato ¢dst ptivodni prace musi obsahovat fakta zjisténa studii,
tj. odpovédi na otdzky poloZené v predchozi ¢asti (Materidl, metody).
Do této Casti nepatii interpretace ziskanych vysledkt ani diskuze k nim.
Grafické zndzornéni vysledki je vitano. Vysledky uvedené v grafické po-
dobé ¢i v tabulkdach by nemély byt opakovany v textu.

Diskuze slouzi k rozboru dosazenych vysledkd a k jejich srovnani
s pracemi jinych autoréi zabyvajicimi se stejnou problematikou. Udaje
uvedené v &asti Uvod by se nemély v diskuzi opakovat. Je nutno odligit lo-
gickd vysvétleni vysledki od extrapolaci ¢i hypotéz zalozenych na ziska-
nych vysledcich.

Zavér. Shrnuje vyznam studie a vyjadiuje, zda bylo dosazeno cilt uve-
denych v tvodu, resp. zda byla potvrzena puvodni hypotéza. Zavéreéné
shrnuti muze byt téz soudasti Diskuze.

Ptivodni prace prochdzi recenznim fizenim.

3. Prehledovy ¢lanek (Review article)

Tato sdéleni podavaji prehled soucasnych znalosti o urcité problemati-
ce. V pristupu k tématu musi byt patrny osobni ndzor autora, ktery musi
byt jasné oddélen od objektivniho vykladu. Obvykly rozsah 10-20 nor-
mostran; souhrnny pocet tabulek, grafti a obrazka 2—-10; literarnich odka-
70 20-50. Souhrn v rozsahu 10-20 fadkd musi byt vystizny a obsahovat

4. Krétké sdéleni (Short communication)

Muze se jednat o kazuistiku ¢i jiné zajimavé pozorovani z klinické ¢i
laboratorni praxe, vysledky pilotni studie, kriticky souhrn poznatki o ma-
lo zndmém problému a podobné. Obvykly rozsah 3-6 normostran; sou-
hrnny pocet tabulek, grafi a obrazki 1-4; literarnich odkazti 10-15.
Souhrn i v tomto piipadé musi byt vystizny v rozsahu 5-10 fadka. Vlastni
text obsahuje dvodni ¢4st, vlastni pozorovani, diskuzi a zavér. Prochdzi re-
cenznim fizenim.
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5. Dopis redakci (Letter-to-the-editor)

Subjektivni ndzor ¢tendfe na ur¢ity odborny problém, komentdr ¢i po-
lemika k dfive otist€énému sdéleni a podobné. Rozsah 1-5 normostran,
véetné eventudlnich tabulek, grafi, obrazku a literdarnich odkazi.
Maximalng 10 literarnich odkazii. Zadny souhrn. Text prochdzi recenznim
fizenim, redakce nemusi sdilet stanovisko autora.

6. Zprava (Report)

Zprava z kongresu, ze zahrani¢niho pobytu apod., z vyznamnych jed-
nani apod. Redakce pfijima takova sdéleni, zabyvaji-li se jasné definova-
nou a pro naSe obory relevantni problematikou. U zpravy z kongresu
se zpravidla jednd o jedno téma, jehoZ prezentaci autor podrobné zpracu-
je a piipadné i komentuje. Naopak neni zddouci uvadét vycet prednasek
¢i udalosti a o kazdé z nich se zminit jednou vétou. Rozsah je 1-5 nor-
mostran, vyjime&n& po dohods s redakei vice. Zadny souhrn. Text nepro-
chdzi recenznim fizenim.

7. Recenze knihy (Book review)

Recenze knihy nebo skript vydanych v CR nebo SR, které pojednévaji
o problematice kostniho a minerdlniho metabolizmu. Kritické pojeti je Za-
douci. Rozsah 1-2 normostrany.

8. Oznameni (Announcement)
Informace o udalosti, jednani ¢i rozhodnuti, které jsou vyznamné pro
¢tendfskou odbornou komunitu a/nebo maji nad¢asovy charakter.

V piipadech hodnych zfetele mize byt pouzit i jiny typ sdéleni.

Soucésti Casopisu je téZ ,,Informac¢ni priloha®, kterd je urcena k infor-
macim ¢tendi'ské obce o terminech mezindrodnich a domacich odbornych
akei (kongresovy kalenddr), o praci garantujicich odbornych spole¢nosti,
doskolovacich akcich a o vyznamnych jednanich s ufady a pojisfovnami.
Prispévatelé do této prilohy necht kontaktuji redakci Osteologického bul-
letinu (redakce @trios.cz).

Formalni naleZitosti pfispévka:

Rozsah rukopisu je uréen typem sdéleni (viz vyse). Pfi upravé na nor-
mostrany se text formatuje tak, aby na stranu formédtu A4 vychéazelo pfi-
blizné 60 thozl na fadek a 30 fadek na stranku. Stranky je tfeba Cislovat.

Kazdy graf, schéma, tabulka, vzorec ¢i obrazek musi byt pfipojen na
zvlastnim listé, na rubu s uvedenim prvniho autora a ndzvu prace. V tex-
tu je tfeba oznacit mista, kam maji byt piislusné tabulky, grafy ¢i obrazky
umistény. Kazda ptiloha (tabulka, graf, schéma) ma byt srozumitelnd sa-
ma o sobé&, bez Cteni textu. Jsou-li v ni uvedeny zkratky, které se béZné ne-
pouzivaji, musi byt pfipojeny vysvétlivky. Redakee si vyhrazuje pravo od-
mitnout rozsdhlé nepfehledné tabulky, stejné jako tabulky v poctu,
nepiiméfeném k rozsahu a obsahu textu.

Vysledky vysetieni v ¢iselné podobé uvadéjte v jednotkdch SI normy,
pouze hodnoty pulzu, teploty a krevniho tlaku je mozné uvadét v kon-
ven¢nich jednotkach.

K pocitaové tvorbé textu, tabulek a graft 1ze pouZit kterykoliv béZny
textovy a tabulkovy editor; pouzivejte pfitom béznych typa pisma a pred
odeslanim zkontrolujte vytisknutim zkuSebni stranky, souhlasi-li pismo
na obrazovce s interpretaci pisma tiskdarnou. Pokud by byl autor nucen
piispévek vytvofit v méné bézném ¢i neobvyklém pocitatovém programu
(napr. na bazi MacOs ¢i Unix), doporucuje se toto pfedem s redakci kon-
zultovat (redakce @trios.cz).

U grafd je vhodné dodat redakci i vychozi udaje ve formé tabulky;
umozni to znovu vytvorit graf zpisobem vyhovujicim technologii pfipra-
vy Casopisu pro tisk. V technicky slozitych ¢i nejasnych piipadech kon-
zultujte grafické studio (p. Mgr. Fucik, pfck@bohem-net.cz).

Je-li k rukopisu pfipojena obrazova dokumentace, je nejvhodnéjsi pou-
Zit originalni fotografie, pérovky nebo diapozitivy (uvedte vzZdy jméno au-
tora snimku, obrdzku apod.). Pfipomindme, Ze s vyjimkou obalky se ves-
keré ilustrace tisknou Cernobile (ve stupnich Sedi), pro lepsi vysledek jsou
v8ak s vyhodou jako vstupni informace zpracovdvany barevné podklady.
Fotografie i dalsi ilustrace 1ze dodat i v elektronické podobé. Pred jejich
zaslanim vSak doporucujeme konzultovat s grafickym studiem, pfipravu-

jicim Casopis pro tisk (viz vyse) zejména charakter zpracovdvanych pod-
kladd, zptsob piipravy dat, rozméry ilustrace, barevny prostor, rozliSent,
format dat, velikost souboru, metodu ev. komprimace a zpusob zaslani.
Zasadné nevhodna forma pro obrazovou i jinou dokumentaci jsou prezen-
tace ve formatu MS PowerPoint nebo z podobnych programi.

Zaradi-li autor do rukopisu jakoukoliv dokumentaci nebo vyznamnou
partii textu, pfevzatou z jiné publikace, musi byt pramen vyslovné uveden
a piedloZen pisemny souhlas autora a vydavatele pivodniho pramene.
Je vyhradné zélezitosti autora opatfit si potfebny souhlas a autor za to ne-
se pravni odpovédnost. Nejasnosti v tomto ohledu mohou byt divodem
k odmitnuti prace.

Pouzije-li autor v textu zkratky, musi byt pfislusné vyrazy poprvé pou-
Zity v plném znéni a ndsledovany zkratkou uvedenou v zavorce. Obsahuje-
li text zkratek vice, je alternativni moznost pfipojit jako zvlastni pfilohu
seznam pouzitych zkratek.

Nézvy 1éka se uvadéji v generické formé; pouze v piipadé, chtéji-li au-
tofi z jakéhokoliv divodu zduraznit, Ze $lo o konkrétni pfipravek (napf.
pfi popisu nezddoucich Géinki), uvede se kromé generického nazvu té7 fi-
remni oznaceni a jméno vyrobce.

Nézvy mikroorganismi se pisi kurzivou, podle platného taxonomické-
ho zafazeni. Poprvé uvadény ndzev mikroorganismu musi byt uveden
v nezkracené podobé (Staphylococcus aureus), pfi jeho opakovani se pou-
Zije zkracend forma (S. aureus).

Sdélenti (plati pro klinické i laboratorni prace, pro psany text, tabulky
i obrazovu ¢dst) nesmi porusit anonymitu pacienta. Neuvadéjte proto
v textu jména ani inicidly nemocnych, nemocni¢ni a protokolova ¢isla
apod.

Literarni odkazy

maji byt Cislovany v pofadi, v némz byly uvedeny poprvé v textu.
Odkazy se uddvaji pomoci arabskych ¢islic v hranaté zavorce. Citace ob-
sahuje:

a) pfijmeni a zkratky jmen autord, jsou-li vice nez ¢tyfi autofi, uvadi se
prvni tfi autofi, et al.,

b) plny nazev a piipadné podnazev prace v jazyce origindlu,

¢) standardnim zpisobem zkriceny ndzev Casopisu, rok, svazek. a stran-
kovy rozsah. Inicidly prvnich jmen autord a zkratky ndzvu Casopisu
se pisi bez teCek, za znaky oddé€lujicimi rok, ro¢nik a stranky se nedéla
mezera. Pfi upravé citaci jednotlivych typi dokumentt se fid'te ndsle-
dujicimi priklady:

Standardni ¢lanek v ¢asopisu:

Epstein S, Inzerillo AM, Caminis J, Zaidi M. Disorders associated with
acute rapid and severe bone loss. J] Bone Miner Res 2003;18:2083-2094.

Clének v supplementu Casopisu: Frumin AM. Functional asplenia.
Blood 1979;54, Suppl 1:26-37.

Monografie (kniha): Wilson SJ. Blood cultures. 3rd ed. New York,
Churchill Livingstone, 1992:984.

Kapitola v knize: Leary ET. C-telopeptides. In: Eastell R, Baumann M,
Hoyle NR, Wieczorek L, eds: Bone Markers. Biochemical and Clinical
Perspectives. London, Martin Dunitz, 2001:39-48

Clanek ve sborniku: Winterpacht A. Gene defects in chondrodysplasias.
In: Schonau E, ed: Paediatric Osteology. New developments in diagnostics
and therapy. Proceedings of the First international workshop on paediatric
osteology, 5—7 October 1995, Cologne, Germany. Amsterdam, Elsevier
Science, 1996:43-52.

Clénky z pocitadovych siti: Pro citace informaci ziskanych on-line
z Internetu nebo nejsou pravidla sjednocend. Pokud jsou tdaje dostupné,
uvedou se v poradi — autor — ndzev — pramen (v¢. piistupové adresy
(URL), resp emailové adresy autora) — datum vydani ¢i zachyceni, pii-
padné identifikacni ¢islo, jde-li o prispévek z diskuzni skupiny nebo je-li
vyslovné uvedeno. Nékteré prameny zpusob citace doporucuji, v takovém
piipadé se fid'te timto doporucenim.

Prispévky zasilejte na adresu:

Redakce ¢asopisu Osteologicky bulletin, TRIOS, s. 1. 0.
Zakoufilova 142, 149 00 Praha 4-Chodov

E-mail: redakce @trios.cz

Telefon: 267 912 030, fax: 267 915 563
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