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Uvod do problematiky 14

1. Uvod do problematiky

Béhem Zivota dochazi k neustalé remodelaci kostni tkané, za kterou zodpovidaji
buriky kostni novotvorby — osteoblasty, plvodem z mezenchymalnich bunék, a buriky
kostni resorpce - osteoklasty, které maji plvod v bunkach monocyto - makrofagové
linie (McCormick, 2007). Nerovnovaha v aktivité téchto bunék vede ke kostnim
onemocnénim. Za jedno z nejCastéjSich metabolickych onemocnéni skeletu se
povaZuje osteopordza (Poole a Compston, 2006; Raisz, 2005). Osteopordza (OP) je
definovana podle Svétové zdravotnické organizace jako progredujici systémové
onemocnéni skeletu charakterizované ubytkem kostni hmoty spojené s poruchou
mikroarchitektury kostni tkdné a jeji zvySenou nachylnosti k frakturdm (Consensus
development conference: Diagnosis, prophylaxis and treatment of osteoporosis).
Fraktury jsou nejCastéjSi v oblasti svysSim podilem trabekularni kosti tzn. obratle,
distalni predlokti a proximalni ¢ast stehenni kosti (Poole a Compston, 2006).
Hypercholesterolémie, hypertenze a osteopordza jsou castda onemocnéni u lidi
v pokrocCilém véku. ProtoZe mnoho Iék(i negativné ovliviiuje kostni metabolismus
(glukokortikoidy, antiepileptika, heparin a dalsi) vyvstava dllezitd otazka, zda léky
snizujici koncentrace cholesterolu v séru a léky korigujici krevni tlak ovliviuji kostni

metabolismus, at jiZ pozitivné ¢i negativné.

1.1 Markery kostniho obratu

Kostni metabolismus je nejcastéji sledovan stanovenim hladin ukazatell
kostniho obratu v séru a moci. Ukazatelé kostni remodelace jsou produkty osteoblastu
a osteoklastl, které se uvolnuji za fyziologickych nebo patologickych stavli z kostni
matrix. Mezi specifické markery kostni novotvory patfi kostni izoforma alkalické
fosfatazy (BALP), osteokalcin (OC) a N- a C-terminalni propeptid prokolagenu typu |
(PINP, PICP). C- a N- termindlni telopeptidy kolagenu | (CTX, NTX) patfi mezi ukazatele
kostni resorpce. Stanoveni kostnich marker( podava informaci o rychlosti celotélového
kostniho obratu - osteoformaci a osteoresorpci, pomaha tedy pii diagndze

onemocnéni a informuje o ucinnosti léCby.
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1.1.1 Kostni izoforma alkalické fosfatazy

Alkalicka fosfataza (ALP) je ubikviterni ektoenzym, ktery katalyzuje hydrolyzu
raznych monoester( kyseliny fosforecné v alkalickém prostiedi. Existuji 4 geny kédujici
izoenzymy — stfevni, placentarni, embryonalni a tkanové nespecifické (kostni, jaterni a
ledvinova izoforma enzymu). Izoformy vznikaji posttranslacni glykaci a sializaci. BALP je
lokalizovdna v membrandch osteoblastl, ze kterych se pfi jejich aktivaci uvolfiuje do
séra. Koreluje sintenzitou kostni novotvorby, Ucastni se pfi utvareni a mineralizaci
osteoidu — zvysuje lokdlni koncentraci anorganickych fosforecnand, hydrolyzuje
anorganicky difosfore¢nan (pyrofosfat), ucinny inhibitor mineralizace kostni tkané

(Brown et al., 2009).

1.1.2 Osteokalcin

Osteokalcin, také nazyvany kostni Gla-protein, predstavuje hlavni nekolagenni
protein v kostni tkani, ktery je secernovany prevainé osteoblasty a pfi novotvorbé
kostni tkané je z ¢asti uvolfovan do systémové cirkulace. Sklada se ze 49 aminokyselin
a obsahuje az 3 zbytky kyseliny y-karboxyglutamové (GLA), které jsou zodpovédné za
vazbu vdpenatych iontd. Podili se tedy na mineralizaci kosti. Tvorba zbytk( GLA je
katalyzovana vitaminem K a stimulovana 1,25-dihyproxyvitaminem D. Pfi nedostatku
vitaminu K se tvofi osteokalcin nekarboxylovany, ktery je nefunkcéni. OC ma velmi
kratky biologicky poloéas a ledvinami dochazi k jeho vylu¢ovani. S ohledem na velmi
malou velikost jeho molekuly (5,8 kDa) snadno pronikd i zdravym glomerulem ledvin.
PFi renalni insuficienci vyznamné stoupa. PFi stanoveni koncentrace OC v biologickém
materialu je tfeba myslet na jeho diurnalni rytmus sekrece s nejvyssi koncentraci brzy
rano a na Spatnou stabilitu pfi pokojové teploté. Hladina OC v séru se poklada za
ukazatele osteoblastické aktivity pfi rdznych chorobach kosti a signalizuje zvyseni

metabolického kostniho obratu (Lee et al., 2000).
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1.1.3 Markery kolagenu typu |

Kolagen typu | predstavuje hlavni soucast organické kostni matrix (90 %). Kazda
molekula kolagenu typu | se sklada z 3 polypeptidovych a fetézcl, dva a-1 a treti
fetézec a-2, usporadanych vtriplex helixu (Broulik, 1999). Tvorba probiha
v osteoblastech, ze kterych je secernovan jako prekurzor prokolagen I. PINP a PICP
jsou propeptidy proteolytickymi enzymy odStépeny zprokolagenu | pred jeho
zabudovanim do kostni hmoty ve formé kolagenu I. Jejich sérova koncentrace odrazi
kostni novotvorbu (Garnero et al, 2008). Naopak pfi odbourdvani kolagenu |
pUsobenim osteoklastl se uvolnuji do systémové cirkulace C-terminalni telopeptid
kolagenu | (ICTP) ucinkem metaloproteindz a C- a N-telopeptidy kolagenu s pficnymi
vazbami tzv. cross-links (CTX a NTX) vlivem kathepsinu K. Tyto markery vypovidaji o

resorpci kostni tkdné (Hermann a Seidel, 2008).

1.2 Dvouenergiova rentgenova absorpciometrie

Pro zhodnoceni stavu kostni tkané se predevSim pouziva dvouenergiova
rentgenova absorpciometrie (DXA, dual energy X-ray absorptiometry), ktera méri
mnoZstvi kostniho minerdlu vztaZzené na plochu stanovované oblasti skeletu (BMD —
bone mineral density, g/cm?). BMD je u pacientd standardné méfena v oblasti bederni
patefe (L;-Ls) a proximalniho femuru. Touto metodou lze méfit jakoukoliv oblast
lidského skeletu nebo celotélovy obsah mineralu (Palicka et al., 2011). Principem této
metody je Ubytek velmi slabého rentgenového zareni (2-12 mikrosievert) o dvou
raznych energetickych hladindach, které je pohlceno kostni tkani pfi prlichodu méfenou
oblasti (Broulik, 2007). Uziti dvou energii zareni umoznuje korigovat vliv mékkych
tkdni. Zeslabeni rtg zareni po prichodu kosti je Umérné obsahu minerdlu ve tkani.
Vyhodou proti jinym metoddam je nizkd radiacni zatéz, vysoka reprodukovatelnost a
rychlost vy$etfeni (Sté&pdn, 2005). Diagnosticky zavér je zaloZen na srovnani zméfené
kostni hustoty s maximalnim obsahem BMD v mladém véku. Odchylka od této
hodnoty, vyjadfend v poctu standardnich odchylek (SD, standard deviation) je

oznacovana jako T skore. U déti a mladistvych a osob starsSich 70 let je hodnoticim
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kritériem hodnota Z skore, které udava pocet standardnich odchylek od pramérné
hodnoty osob stejného véku a pohlavi. Opakované vysetieni BMD v Casovych
intervalech dava informace o rychlosti zmény mnozstvi kostniho mineralu v hodnocené
oblasti skeletu a informuje o Ucinnosti |écby. Méreni signifikantni zmény mnozstvi
kostniho mineralu ve specifickych mistech skeletu s ohledem na presnost méreni lze

detekovat nejdrive v ro¢nich odstupech (Palicka et al., 2011).

Tabulka 1: Rozdéleni dle WHO podle naméfenych hodnot BMD.

BMD (bone mineral density) — hustota kostniho minerdlu; SD (standard deviation) — standardni odchylka

1.3 Regulace remodelace kostni tkané

1.3.1 Androgeny

Osteopordzou trpi nejen Zeny, ale casto opomijeni v tomto ohledu i muzi.
Vlivem starnuti dochazi k poklesu pohlavnich hormonid a u muzl je to predevsim
testosteron, ktery je velmi dullezity pro kostni tkan. SniZzenim hladiny sexudlnich
hormonl dochazi k zvySenému kostnimu obratu s naslednym snizenim hustoty
kostniho minerdlu a poruchou mikroarchitektury kostni tkané (jak trabekularni, tak
kortikalni) a s tim spojeny vznik kiehcich kosti vedouci ke vzniku fraktur (Alexandre,
2005).

Androgenni hormony jsou povaZovany za vyznamné regulatory rdstu a
maturace skeletu u obou pohlavi. Pokles sexudlnich hormonu v obdobi menopauzy a
andropauzy vede k ubytku celkové kostni hmoty (Callewaert et al., 2009).

Androgeny, C-19 steroidy, jsou secernovany Leydigovymi burikami varlete u
muzd a karou nadledvin u muzll i Zen. Testosteron, nejhojné;jsi cirkulujici androgen u

muzu, pfimo plsobi pres androgenni receptor (AR).

Lokalizace androgennich receptort v kostni tkani (upraveno dle Orwoll, 2001).

e aktivni osteoblasty v misté novotvorby kostni matrix
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* osteocyty

¢ stromalni bunky odvozené z kostni drené

¢ mista kortikalni a intramembrandzni (desmogenni) tvorby kostni matrix
* chondrocyty epifyz

* mononuklearni buriky kostni dfené a bunky cévniho endotelu

e osteoklasty

Testosteron se preménuje v perifernich tkanich (skelet) na ucinné;jsi androgen,
5-a-dihydrotestosteron, plsobenim 5a-reduktazy. Také muize byt konvertovan na 17p-
estradiol pomoci P450 aromatazy, kterd je pfitomnd téz v kostni tkani, a nasledné
aktivovat estrogenni receptory-a a B (ERa a ERP) (Callewaert et al., 2009).
Polymorfismus genu pro aromatazu je spojovan s pozitivnim vlivem na objem kortikalni
kosti u mladych muzl (Lorentzon et al., 2006). V kiife nadledvin vznikaji slabsi
androgeny — androstendion a dehydroepiandrostendion (DHEA) a jeho sulfat, které
slouzi jako substrat pro vznik estronu pomoci aromatdzy a testosteronu pomoci
steroidni sulfatazy, 17-beta-hydroxysteroid dehydrogenazy (17-B-HSD) a/nebo 3-B-HSD
v periferii. Tudiz androgeny mohou aktivovat androgenni nebo estrogenni receptory v
zavislosti na aktivité téchto enzyma, které jsou exprimovany v kostni tkani (Callewaert
et al., 2009).

Testosteron je velmi dllezity pro spravnou funkci kostniho metabolismu.
Cestou aktivace receptorll na osteoblastech zprostifedkovava proliferaci a diferenciaci
osteoblastl, produkci rlstovych faktorl, cytokinG (transformujici rdstovy faktor beta;
TGF-B), snizeni sekrece interleukinu 6 a prostagandinu E, (Clarke a Khosla, 2009).
Androgeny jsou zodpovédné za prodluzovani kosti pfimym ucinkem na chondrocyty
rastovych plotének. Injekéné podany testosteron pfimo do rdstovych plotének u
potkan( navozuje jejich proliferaci a zvétSeni (Ren et al.,, 1989). Tento fakt naznacuje,
Ze se androgeny s rlstovym hormonem podileji na urychleni linedrniho prodluzovani
kosti béhem puberty. Androgenni receptory jsou v tomto obdobi tedy zodpovédné za
prodluzovani kosti a zvétSovani objemu kostni hmoty. Na druhé strané, estrogen se

podili na nasledném uzavreni epifyzy a ukonceni rustu skeletu (Paduch et al., 2008).
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Obrazek 1: Odlisna regulace rdstu a udrzeni muzského skeletu sexualnimi hormony (upraveno dle Callewaert et
al., 2009).

Schéma objasnuje rozdilné plsobeni testosteronu a androgennich receptor( (AR) nebo 17B-estradiolu a
estrogennich receptort (ERa a ERB) na (1) longitudindini rist kosti (modra), (2) kost trabekularni
(oranzovd) a (3) kost kortikalni (zelena).

0 zadny vliv; ++ dominantni stimulaéni efekt; + stimulac¢ni vliv; + (IGF-1) stimulacni vliv, ktery by mohl byt
(Castecné) zprostredkovany inzulinu podobnym rlistovym faktorem 1; ~ rozporuplny nebo nejisty vliv

Po 3 meésicich od provedené orchidektomie u mysi bylo pozorovano snizeni
kostni denzity a pokles obsahu mineralt — vapniku a fosforu v kostni tkani (Broulik a
Broulikova, 2007). Studie provedené na potkanech po orchidektomii ukazuji, zZe
deficience androgenl negativné ovliviiuje stavbu téla snizenim celkové hmotnosti,
tukuprosté télesné hmoty, mineralni denzity kosti a narGstem télesného tuku
(Vanderschueren et al., 2000; Gentile et al., 2010). Potkan po provedené orchidektomii
je vsoucasné dobé povazovan za vhodny zvifeci model muzského hypogonadismu a

nasledné se vyvijejici osteopordzy (Wink et al., 1980; Verhas et al., 1986).

1.3.2 Insulinu podobny rastovy faktor (IGF-1; Insulin like Growth Factor 1)
V jatrech je insulinu podobny rdstovy faktor tvofen pod vlivem rlstového

hormonu. IGF-1 je syntetizovan mnoha tkdanémi vcéetné skeletu (rlstovy faktor
produkovany osteoblasty). IGF-1 je systémovym i lokalnim reguldtorem, ktery muze
ovlivnit proces kostni formace. Terapie glukokortikoidy a 1,25-dihydroxy vitaminem Ds
jeho syntézu inhibuji (Kasukawa et al., 2004). Jeho expresi v osteoblastech stimuluje
parathormon (PTH) a estradiol (Ernst a Rodan, 1991). IGF-1 se ucastni jak kostni
novotvorby, tak kostni resorpce stimulaci osteoformace v odpovédi na osteoresorpci
(Swarthout et al., 2002). Stimuluje proliferaci a diferenciaci osteoblastu, syntézu kostni
matrix a kolagenu. IGF-1 také indukuje tvorbu interleukinu 6 (IL-6) a ligandu pro
aktivator nuklearniho faktoru kappa B (RANKL) v osteoblastech, ¢imz stimuluje tvorbu
osteoklastli a naslednou osteoresorpci (Ueland, 2005). IGF-1 pozitivné plsobi na rist
kosti do délky i do Sifky a zvySuje utvareni jak jeji ¢asti kortikalni, tak trabekularni. Po
vazbé na specifické receptory vledvinnych burikach tubulG aktivuje produkci
1,25-dihydroxycholekalciferolu (kalcitriolu; 1,25(0OH),D3) a reabsorpci anorganického

fosfatu (Pi). ZvySenim produkce kalcitriolu nepfimo stimuluje intestinalni absorpci
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kalcia a Pi. Oba tyto mechanismy zvySuji mnoZstvi minerdlu v kosti (Bonjour et al.,

2009).

1.3.3 Kostni morfogenetické proteiny (BMP)

Kostni morfogenetické proteiny byly poprvé identifikovany v roce 1965 (Urist,
1965) jako faktory zodpovédné za ektopickou osifikaci svalové tkané. Patfi do
nadrodiny ruastovych faktord TGF-B (Transforming Growth Factor B), podporuji
diferenciaci mezenchymalnich bunék vchondrocyty a osteoblasty a dale
osteoprogenitorovych bunék v osteoblasty. BMP-2, BMP-4 a BMP-7 hraji hlavni roli
v hojeni zlomenin (Lieberman et al., 2002). Kostni morfogenetické proteiny zvysuji
expresi ALP, PTH, protein podobny parathormonu (PTHrP), kolagenu | a osteokalcinu in
vitro (Yamaguchi et al., 1991). BMP pusobi pres serin/treonin kindzové receptory typu |
(BMPR-1A a BMPR-1B) a Il. Kostni morfogenetické proteiny se nejprve navazou na
receptor typu Il, nasledné dojde k fosforylaci a poté k aktivaci receptoru typu I. Po
navazani BMP na receptor typu | dochazi k fosforylaci transkripénich faktoru
Smad1/Smad5/Smad8, které spolu se Smad4 wvytvaii komlex. Tento komplex se
translokuje do jadra bunky, kde navozuje transkripci cilovych gen( (Katagiri a
Takahashi, 2002). Tato signdlni drdha mduzZe byt inhibovana proteinem Smad6

(Yamaguchi et al., 2008).

Obrazek 2: BMP signalizace prostfednictvim BMP receptort a Smad (upraveno dle Yamaguchi et al., 2008).

1.3.4 RANK/RANKL/OPG

Diferenciaci a aktivitu osteoklastld zprostfedkovavaji samy osteoblasty.
Osteoblasty exprimuji na svém povrchu ligand vazajici se na receptor, aktivujici
nuklearni faktor kappa B (RANKL — receptor activator of nuclear factor kappa B ligand).
RANKL je také produkovan stromalnimi kmenovymi bunkami, fibroblasty a
aktivovanymi  T-lymfocyty. Stimuldtory kostni resorpce napf. parathormon,

1,25-dihydroxyvitamin D a prostaglandiny zvySuji produkci RANKL osteoblasty a tim
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indukuji diferenciaci osteoklastd nepfimou cestou (Adam et al., 2005). Navazanim
RANKL na receptor aktivujici nuklearni faktor kappa B (RANK — receptor activator of
nuclear factor kappa B) dojde k aktivaci osteoklastl. RANK je transmembranovym
receptorem na prekurzorech osteoklastl a na zralych osteoklastech. Interakci
RANK/RANKL blokuje solubilni receptor osteoprotegerin (OPG), ktery je produkovan
stromalnimi bunkami a osteoblasty. OPG tedy funguje jako tzv. ”lakajici, receptor
vyvazujici volny RANKL a blokujici tak RANK receptor v membrané osteoklastl a tim
dochazi k inhibici osteoklastogeneze (Pivonka et al., 2010). Za fyziologickych podminek
je pomér mezi OPG a RANKL vrovnovaze. Za patofyziologického stavu napf. u
postmenopauzalni osteopordzy dochazi ksnizeni hladiny estrogenl, ktery je
stimulatorem exprese OPG. U postmenopauzalni osteopordzy tedy dochazi k poklesu
hladin OPG a kzvySeni exprese RANKL, ktery pak vazbou na receptor RANK na
osteoblastech stimuluje jejich diferenciaci a inhibuje jejich apoptozu (Pfeilschifter et

al., 2002).

Obrazek 3: Komunikace mezi osteoblasty a osteoklasty cestou RANK/RANKL/OPG (upraveno dle de Villiers, 2009).

1.4 Vliv arterialni hypertenze na kostni metabolismus

Arteridlni hypertenze a osteopordéza jsou dvé Casta onemocnéni ve vyssich
vékovych skupinach. Obé jsou vyvoland interakci mnoha genetickych a
enviromentalnich faktord (Shimizu et al., 2008). Studie provddéné na zvifatech a
klinické studie naznacuji, Ze wvysoky krevni tlak je spojovan sabnormalitami
v metabolismu vdpniku vedouci k jeho ztratam moci, sekunddrné k narlistu produkce
parathormonu a k zvySenému uvolfiovani vapniku z kosti, coZz zvysuje riziko vzniku
osteopordzy (Hvarfner et al., 1987; lzawa et al., 1985; McCarron et al., 1980; Tsuda et

al., 2001; Gotoh et al., 2001). Mnohé studie ukazuji, Ze vysoky krevni tlak je spojovan
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s poklesem BMD (Cappuccio et al., 1999; Izawa et al., 1985). Prace Cappuccia et al.
(1999) uvadi, ze vysoky krevni tlak u starSich Zen bilé rasy je spojovan se zvySenou
ztratou kostni hmoty kréku femuru, coz by mohlo byt zpldsobeno negativnim vlivem
hypertenze na metabolismus vépniku. To vSe by mohlo vést k zvySenému riziku vzniku

fraktur.

1.5 Vliv hypercholesterolémie na kostni metabolismus

Hypercholesterolémie i dyslipidémie maji negativni efekt na kostni tkan (Tintut
et al., 2002; Tintut et al.,, 2004; Parhami et al., 2001). Tintut et al. (2002) zjistili, Ze
aterogenni lipidy in vitro inhibuji diferenciaci osteoblastli. Hypercholesterolémie u
mysi podporuje diferenciaci osteoklastt (Tintut et al.,, 2004) a sniZzuje BMD (Parhami et
al., 2001). U Zen po menopauze s profilem aterogennich lipid(i nalezli Orozco et al.
(2004) snizenou BMD v oblasti bedernich obratld a femuru. V longitudinalni studii
prezentovali Tanko et al. (2003), Ze postmenopauzdlni zeny (50-75 let) s nejvétsSim
zvySenim sérového cholesterolu mély nejvyraznéjsi pokles BMD v oblasti bedernich
obratll nezavisle na zméné jejich BMI (body mass index). Majima et al. (2008) zjistili u
pacientd s hypercholesterolémii narist sérové koncentrace NTX u Zen i muzl a BALP
pouze u Zen. Jak BALP tak NTX u muzd negativné korelovaly s HDL-CHOL (high-density
lipoprotein HDL), u Zen pozitivné s celkovym cholesterolem (CHOL) a LDL-CHOL (low-
density lipoprotein LDL). Vysledky z literatury naznacuji zvySeny kostni obrat u

pacientu jak s hypercholesterolémii, tak s dislipidémii bez ohledu na pohlavi.

1.6 Potkan jako experimentalni model v osteologii

Experimenty in vivo, ale také in vitro se provadéji predevSim na zvifecich
modelech. Jednim z nejc¢astéji uzivanych zvifat v experimentalni osteologii je potkan.
K objasnéni patogeneze kostni ztraty indukované deficienci androgend a hledani
novych |é¢ebnych mozZnosti k zabranéni ubytku kostni hmoty jsou potiebné a velmi
cenné zvifeci modely. Po odstranéni pohlavnich endokrinnich Zlaz dochazi k poklesu
koncentraci pohlavnich hormond, které jsou velmi duleZité pro spravny rast, formovani
a remodelaci kosti. Ksnizené ¢i chybéjici tvorbé hormonl dochazi v prabéhu

fyziologického procesu starnuti nebo pfi nékterych patologickych stavech.
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Hypogonadismus predstavuje jeden z hlavnich rizikovych faktor( pro vznik osteopenie
a osteopordzy u muzd (Paduch et al., 2008). Potkani muZského pohlavi dosahnou
maximalni kostni hmoty (PBM; peak bone mass) pfiblizné ve 12 mésici. Orchidektomie
provedend u potkanU v obdobi rlstu ma negativni dopad na stavbu téla. Vede
k inhibici nardstu télesné hmotnosti, svalové hmoty a kortikalni a trabekularni kostni
hmoty, také ma za nésledek dosazeni mensi maximalni PBM v porovnani s intaktnimi
potkany (Ke et al., 2001).

Potkan po provedené orchidektomii je v soucasné dobé povaZovan za vhodny
zviteci model pro studium muzského hypogonadismu, osteopenie a osteopordzy (Wink
et al.,, 1980; Verhas et al., 1986; Erben, 2001; Ke et al., 2001; Bagi et al., 2011).

Spontanné hypertenzni potkan kmene SHR je nejcastéji pouzivany
experimentalni model esencidlni hypertenze a jevi se byt vhodnym modelem
osteopordzy. U SHR potkan( byl totiZz pozorovan pokles kortikalni a spongidzni kostni
hmoty a zvySeny kostni obrat v porovnani s Wistar-Kyoto potkany slouzici jako jejich

normotenzni kontrola (Sato et al., 2010).

1.7 Léciva ze skupiny hypercholesterolemik a antihypertenziv

Byla vybrana |éCiva, kterd jsou Casto predepisovana pacientim
s kardiovaskularnim onemocnénim, o kterych neexistuje dostatek informaci

souvisejicich s kostnim metabolismem, nebo jsou informace zatim nejednotné.

1.7.1 Ezetimib
Ezetimib je hypolipidemikum ze skupiny selektivnich inhibitorld absorpce

cholesterolu (CHOL) v kartacovém lemu bunék strevni mukdzy (Rudel, 2002).
Zabranuje vstfebavani cholesterolu z potravy a Zluce ze stfevniho lumen do enterocytu
blokddou transportniho proteinu Niemann - Pick C1 like protein 1 (NPC1L1) (Altmann
et al., 2004; Shepherd, 2004; Kramer et al., 2000). Transportni protein je zejména
pfitomen v duodenu a v proximalni ¢asti tenkého stfeva, kde dochazi k maximalnimu
vstrebavani CHOL (Altmann et al, 2004). Ezetimib neovliviiuje absorpci TAG

(triacylglyceroll), mastnych kyselin, Zlucovych kyselin, progesteronu, etinylestradiolu
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(syntetického derivatu estradiolu) a vitaminl rozpustnych v tucich (A, D, E, K) (van
Heek et al., 2001), coz je vyhodné pro kostni metabolismus. Estrogenni hormony,
vitaminy D a K maji dlleZitou ulohu v Fizeni kostniho metabolismu. U&astni se na
novotvorbé kostni tkané. Ezetimib vyznamné snizuje plazmatické hladiny LDL-CHOL a
zvySuje HDL-CHOL, v mensi mite také snizuje TAG u pacientl s hypercholesterolémii
(Jeu a Cheng, 2003). Pod vlivem ezetimibu dochazi ke snizeni nabidky cholesterolu
jatrdm s naslednym zvysenim exprese LDL-receptor( a zvySenim vychytavani ¢astic LDL
z plazmy (Rudel, 2002). Ezetimib vstupuje do enterocytli, kde dochazi kjeho
glukuronidaci na aktivni metabolit. Ten vstupuje portalnim obéhem do jater a Zludi je
zpétné secernovan do stfevniho lumen, kde se vaze na kartacovy lem enterocytl (van
Heek et al., 2000). Po absorpci v cévni sténé se hydrolyzuje a je zpét vyloucen do
lumen stfeva a cely cyklus se opakuje. Tento enterohepatdlni obéh zajistuje vysokou
koncentraci a dlouhodobé plsobeni ezetimibu i jeho metabolitu (Bultas, 2004). Studie
na zviratech potvrdily, Ze glukuronovany derivat je uc¢innéjsi inhibitor absorpce CHOL,
nez samotny ezetimib (van Heek et al., 2000).

Snizend absorpce cholesterolu ve stfevé ma vSak za ndsledek zvySenou
endogenni syntézu cholesterolu v jatrech prostfednictvim reduktazy 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-koenzymu A (HMG-CoA reduktdza). Ztohoto dlvodu je vyhodné
ezetimib kombinovat se statiny (inhibitory HMG-CoA reduktazy), které endogenni
syntézu CHOL inhibuji (Rudel et al.,, 2002). Ezetimib podavany spolu se statinem je
indikovan kterapii u pacientd sprimarni hypercholesterolémii (heterozygotni
familidarni nebo nefamilidarni) a homozygotni familiarni hypercholesterolémii.
V monoterapii pacientim, u kterych neni podavani statinu vhodné a dale u
homozygotni sitosterolémie nebo u primarni hypercholesterolémie (Jeu a Cheng,
2003).

Po tfimési¢nim podavani ezetimibu (10 mg/den) pacientim s diagnostikovanou
hypercholesterolémii a s diabetes mellitus 2. typu nedoSlo k statisticky vyznamné
zméné v sérovych koncentracich ukazateld kostniho obratu (Kanazawa et al., 2009).
Sertbas et al. (2010) zkoumali vliv ezetimibu podavaném ve stejné davce (10 mg/den) u
pacientl s hypercholesterolémii na kostni metabolismus po roce podavani. Byla

zméfena BMD bedernich obratll a femuru a sérové koncentrace celkového
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cholesterolu, TAG, LDL, vapniku, fosforu, BALP a beta-CTX pfed nasazenim ezetimibu a
po roce léCeni. Po ro¢nim uzivani prokazali nevyznamné zvysSeni BALP a beta-CTX a
statisticky nevyznamné zvySeni BMD v mérenych oblastech. Lze predpokladat, Ze

ezetimib vyrazné nezasahuje do kostniho metabolismu u lidi.

1.7.2 Atorvastatin
Atarvastatin patfi do skupiny statin(i, které jsou povaZzovany za jedny

z nejucinnéjsich hypocholesterolemik. Kromé schopnosti snizovani cholesterolémie
byly u statinl prokazany tzv. pleiotropni Gc¢inky, mezi které patfi zlepseni endotelidlni
dysfunkce, snizeni zanétlivé odpovédi, stabilizace aterosklerotického platu a snizeni
formace tromb( (Liao, 2002). Navic bylo publikovano mnoho studii prokazujicich
predevsim pozitivni ucinky statin(i na kostni tkan (Jadhav a Jain, 2006).

Atorvastatin inhibuje enzym 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A (HMG-CoA)
reduktazu pfi syntéze cholesterolu. Inhibici enzymu dochazi k snizeni premény HMG-
CoA na mevalonovou kyselinu (mevalonat) a naslednych izoprenoidnich prekurzord
lipidQ. Inhibici enzymu dochazi ke snizeni syntézy cholesterolu predevsim v jaternich
bunkach (Stern et al., 2000). SniZzeni dostupnosti cholesterolu vede predevsim ke
zvyseni syntézy jaternich LDL-receptorli a ke zvySenému odstrafovani LDL-Castic
z krevniho obéhu. Dochazi tedy k poklesu celkového i LDL-cholesterolu a triglycerid( a
k zvyseni hladiny HDL-cholesterolu v krvi (Malhotra a Goa, 2001).

Mevalonat je ddle konvertovdn na geranylpyrofosfat, ktery je pfeménén na
farnesylpyrofosfat enzymem farnesylpyrofosfat syntazou, skvalen a vysledné
cholesterol (obr. 3). Farnesylpyrofosfat syntetaza je blokovana bisfosfonaty, které jsou
jiz mnoho let Uspésné pouzivané v |écbé osteopordzy. Statiny a bisfosfonaty tedy
inhibuji stejnou biochemickou cestu endogenni syntézy cholesterolu (obr. 3).

Jiz zminované izoprenoidni prekurzory, mezi které patfi hlavné
farnesylpyrofosfat a geranylgeranylpyrofosfat jsou velice duleZité pro posttranslacni
modifikaci (prenylaci) GTP-vazajicich proteind (jinak také nazyvanych malé GTPazy) —
Rho, Rac a Rab. Tyto proteiny jsou aktivovany po prenylaci a Ucastni se rdznych
transdukénich déju jako napriklad utvareni cytoskeletu. Prenylace umoziiuje pfipojeni

malych GTPaz na cytoplazmatickou membranu osteoklastl. Tento krok je potrebny pro
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spravnou tvorbu resorpini kartacové zény osteoklastl slouZici k pripevnéni ke
kostnimu povrchu a déle k naslednému uvolnéni vezikul s proteolytickymi enzymy a
kyselinami do prostoru utésnéného osteoklasty. Nedostatek meziproduktl syntézy
cholesterolu Ucinkem statind zpUsobuje tedy apoptdézu osteoklastl a nasledné snizeni

resorpce kostni tkané (Coxon a Rogers, 2003).

Obrazek 4: Ovlivnéni biosyntetické drahy cholesterolu statiny a aminobisfosfonaty (upraveno dle Jadhav a Jain,
2006).

Dalsi z faktord, ktery ovliviiuje kostni tkan je kostni morfogeneticky protein 2
(BMP-2), ktery umoziuje zvySeni exprese a diferenciace osteoblastl a nasledné zvyseni
kostni novotvorby (Mundy et al., 1999). Mundy et al. (1999) jako prvni prezentovali, Ze
v tkanovych kulturach kostnich bunék se zvysuje exprese BMP-2 vlivem statin(. Statiny
- lovastatin, simvastatin, fluvastatin a také atorvastatin v tkanovych kulturach zvysuji
pocet osteoblastll a novotvorbu kostni tkané 2-3ndsobné pravdépodobné indukci
BMP-2 (Jadhav a Jain, 2006).

Dale bylo zjisténo, Ze atorvastatin zvySuje in vitro expresi dalSich ukazatel(l
diferenciace osteoblastl, kostni formu izoenzymu alkalické fosfatazy (BALP) a
osteokalcin (OC), kolagenu |, osteoprotegerinu (OPG) (Viereck et al., 2005; Ruiz-Gaspa
et al., 2007).

Atorvastatin také stimuluje expresi vaskularniho endotelidlniho rdstového
faktoru (VEGF), ktery podporuje diferenciaci osteoblastl, potlacenim prenylace
proteinl a aktivaci signalni drahy fosfatidylinositol-3-kinazy (PI13K) (Maeda et al., 2003).

Osteopordza a aterosklerdza jsou Casta onemocnéni u populace starSich lidi.
Pacientlim s kardiovaskularnim onemocnénim je nutné podavat Iéky napf. na sniZeni
vysokého krevniho tlaku ¢i cholesterolu, ale vedlejsim efektem této Iécby mize byt
ovlivnéni kostniho metabolismu. V lepSim pfipadé pozitivné, ale pro klinickou praxi je
predevsim nutné védét, zda tato terapie nepodpofi fyziologicky Ubytek kostni hmoty,
ke kterému s vékem narUstajicim dochazi.

Prevaina vétsSina publikovanych praci naznacuje, Ze statiny maji prospésny vliv
na kostni tkan in vitro. Studie s bunécnymi kulturami osteoblastd ovlivnénych statiny

ukazuji, Ze dochazi ke stimulaci kostni novotvorby, ktera je zprostfedkovana zvySenim
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exprese kostniho morfogenetického proteinu (BMP-2). Statiny ale vykazuji jiné ucinky
in vitro nez v in vivo experimentech, ve kterych spiSe prevazuje antiresorpcni Ucinek
(Jadhav a Jain, 2006). Prace pochazejici od Maritze et al. (2001) se s timto tvrzenim
neztotoznuje. Maritz et al. (2001) prokazali statisticky vyznamné snizeni (p=0,0002)
BMD femuru u kastrovanych samic potkanl kmene Sprague-Dawley, kterym byl
podavan atorvastatin v davce 0,25 mg/100g BW po dobu 12 tydn(.

Bylo prezentovano nékolik studii, ve kterych je naznaCovdno, Ze
hypercholesterolémie a osteoporéza mohou spolu souviset (Parhami et al.,, 1999;
Tintut et al.,, 2002; Tintut et al., 2004; Majima et al., 2007; Majima et al., 2008).
Hypercholesterolémie stimuluje diferenciaci osteoklastl a resorpcni aktivitu jak in vivo
(Tintut et al., 2004), tak in vitro (Tintut et al., 2002). Majima et al. (2008) ve své praci
zjistili, Ze muzZi s hypercholesterolémii maji signifikantné vyssi sérovou hladinu NTX a
Zeny pouze BALP v porovnani s kontrolnimi skupinami, coz svédci o zvySeném kostnim
obratu. Majima et al. (2007) sledovali vliv atorvastatinu u muz( s hypercholesterolémii
na metabolicky kostni obrat. Po 3 mésicich |éCby statinem doslo k signifikantnimu
snizeni NTX. Na druhé strané in vitro studie ukazuji, Ze oxida¢ni produkty lipidd a
lipoprotein( (8-iso Prostaglandin E2, mirné oxidované LDL) inhibuji diferenciaci a funkci

osteoblastl a aktivuji osteoklasty (Tintut et al., 2002; Parhami et al., 1999).

1.7.3 Amlodipin
Amlodipin je derivatem dihydropyridinu a patfi do skupiny blokatord kalciovych

kandld 3. generace, je vyrazné lipofilni a ma vyraznou vasodilatacni aktivitu
s dlouhodobym ucinkem. Amlodipin je indikovan v |écbé hypertenze, vazospastické a
chronické stabilni anginy pectoris (Devabhaktuni a Bangalore, 2009). Jeho hlavnim
G&inkem je inhibice praniku iontd Ca®* pfes napétové Fizené pomalé L-kalciové kanaly v
buné&éné membrané. Tim dochazi ke snizeni intracelularni koncentrace iontd Ca®* a k
nasledné relaxaci hladkych svalovych bunék v perifernich a koronarnich cévach

(Devabhaktuni a Bangalore, 2009). Derivaty dihydropyridinu jsou duleZité pro prevenci
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kardiovaskularnich onemocnéni a to jak snizenim krevniho tlaku, tak také
antioxidacnimi ucinky na endotel cév, které byly prokazany v experimentech in vitro
(Civantos a Aleixandre, 2004; Rosenkranz et al., 2006).

Osteoblasty, pochazejici z nediferencovanych mezenchymalnich bunék
dfefiového stromatu, maji hlavni roli v tvorbé kostni hmoty a v dotvareni
mineralizované kosti. BEéhem své aktivace exprimuji kolagen typu |, kostni formu
izoenzymu alkalické fosfatazy (BALP) a osteokalcin (OC). Bylo prokazano, ze
osteoblasty také exprimuji napétové kalciové kanaly (Duncan et al.,, 1998). Kalciovy
kanal L-typu byl objeven i na potkanich osteoblast-like burikdch (Morain et al., 1992).
VysokovoltaZzové aktivovany kanal L-typu predstavuje spojenipéti rlznych
podjednotek (al, a2, B, y a §). Dihydropyridiny se vazi na al podjednotku napétového
kalciového kanalu (Halici et al., 2008). Nékteré regulatory kostniho metabolismu,
vitamin Ds;, parathormon a prostaglandin E, zpUsobuji zvySeni intraceluldrni
koncentrace vapenatych iontl v osteoblastech, které byly ucinkem dihydropyridinG
snizeny (Lieberherr, 1987). Tyto faktory podporuji nebo inhibuji diferenciaci
osteoblastl (Kurihara et al., 1986; Nakatani et al., 1984). Nékteré regulatory kostni
novotvorby (parathormon, 17B-estradiol) téZz ovliviiuji expresi kanald L-typu a jejich
funkcni zapojeni do kostni remodelace (Gu et al., 2001). Béhem diferenciace kostnich
mezenchymalnich bunék lidské kostni dfené by mohly byt kalciové kanaly cilem pro
farmakologickou regulaci tohoto procesu (Zahanich et al., 2005). Tato skutecnost
ukazuje na dulezitou roli kalciovych kanall v regulaci funkce osteoblastli a kostniho
metabolismu.

Mnohé prace naznacuji, Zze blokatory kalciového kandlu ovliviuji kostni
metabolismus, ale dosud neexistuje jednotny nazor, zda jsou prospésné ci nikoliv.
VétsSina studii prokazala spiSe pozitivni vliv na kostni tkan vedouci k snizeni kostni
resorpce, kostni mineralni hustoty a rizika fraktur (Rejnmark et al., 2006; Ritchie et al.,
1994; Ushijima et al., 2010).

Informaci o vlivu amlodipinu na kostni metabolismus je prozatim velmi malo a
jsou rozporuplné (Nishiya a Sugimoto, 2001; Halici et al., 2008; Ushijima et al., 2010;
Moraes et al., 2011).
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Halici et al. (2008) zjistili pomoci rentgenové fluorescencéni spektrometrie u
kastrovanych samic potkan kmene Wistar, kterym byl podavan amlodipin v davce 1 a
3 mg/kg BW po dobu 8 tydn(, signifikantni narlst koncentrace kalcia a fosforu ve
stehenni kosti.

Ushijima et al. (2010) poddavali samcim ,stroke-prone” spontanné
hypertenznich potkandm, ktefi maji sklon k mozkovym pfihodam (SHRSP) amlodipin
v davce 3 mg/kg BW po dobu 3 mésicli a prokazali statisticky vyznamny narGst BMD
femuru a signifikantni pokles sérovych koncentraci vapniku, PTH a CTX. Autoti se
domnivaji, Zze amlodipin pusobi pfimo inhibici osteoklastl anebo potlacuje sekreci PTH
s naslednou inhibici osteoklastické aktivity.

Moreas et al. (2011) zjistili statisticky vyznamny pokles alkalické fosfatazy v séru
po 1, 7 a 14 dnech poddvani amlodipinu v denni davce 0,04 mg samclm potkanu
kmene Wistar.

V experimentech bylo také prokdazano, Ze amlodipin snizuje hladinu
plazmatického testosteronu u samcui potkanl kmene Wistar (Almeida et al., 2000;
Onwuka et al, 2010). Vzhledem k dUleZitosti testosteronu pro spravnou funkci
kostniho metabolismu lze podle téchto zjisténi ocekavat naopak negativni vliv

amlodipinu na kostni tkan.

1.7.4 Metoprolol
Mezi antihypertenziva patfi kromé jinych B-blokatory. Mechanismus ucinku

snizovani krevniho tlaku spociva v tom, Ze B-blokatory snizuji srdec¢ni vydej v disledku
blokady srdecnich Bi-receptori. Nasledkem je pokles srde¢ni frekvence a snizeni

kontraktility myokardu, coZz vede ke snizeni narokll myokardu na kyslik. Proto B-

bIokatory majl soucasne Obrazek 5: Chemicky strukturni vzorec metoprololu
(vytvoreno programem ACD ChemSketch, ver. 9; Advanced

antiarytmicky a antiangidzni ucinek Chemistry Development, Inc.)

(Vitovec et al., 2004).

Metoprolol je lipofilni B1-selektivni blokator adrenergnich receptor( bez vnitini
sympatomimetické aktivity a zmirfuje ucinky zvySené sympatomimetické aktivity na
srdce. Kardioselektivita metoprololu je nespecificka, zavisi na poméru afinity ucéinné

latky k obéma typUm receptorl (Vitovec et al., 2004). Metoprolol aZ pfi vyssich
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davkach blokuje B, receptory (Vitovec et al., 2004), které byly také identifikovany na
bunikidch osteoblastl a osteoklastd (Moore et al., 1993; Takeda et al., 2002). Aktivaci
sympatického nervového systému, ve kterém hraje roli hormon leptin, dochazi
k produkci noradrenalinu v kostech, ktery se vaze na B,-receptory osteoblastl a tim
inhibuje jejich aktivitu (Takeda et al., 2002; Bonnet et al., 2008). Navic, stimulaci [,-
receptorll dochazi k produkci ligandu pro aktivator nukledrniho faktoru kappa B
(RANKL) osteoblasty, to mUze vést k aktivaci osteoklastli a tim zvySené kostni resorpci
(Bonnet et al., 2008). Vyskyt téchto receptorli na bunkach kostni tkané naznacuje, Ze
by mohl metoprolol podavany pacientim ve vy$sich davkach zasahovat pozitivné do
kostniho metabolismu cestou jejich blokady.

O vlivu metoprololu na kostni metabolismus se zatim mnoho nevi (Rejnmark et
al., 2004; Schlienger et al., 2004) a dosavadni data o B-blokatorech a jejich vlivu na
kostni metabolismus jsou nejednotna. Vétsina dosavadnich studii uvadéji, ze uzivani B-
blokatorl zlepsuje hustotu kostniho mineralu (Pasco et al., 2004; Turker et al., 2006;
Bonnet et al., 2007; Yang et at., 2011) a sniZuje riziko zlomenin (Pasco et al., 2004;
Schlienger et al., 2004; Rejnmark et al., 2006; Bonnet et al., 2007; Meisinger et al.,
2007; Yang et at.,, 2011), ale ne vSechny studie se stimto zjisténim ztotoZnuji
(Rejnmark et al., 2004).

Rejnmark et al. (2004) zjistili, Ze perimenopauzalni Zeny |é¢ené B-blokatory,
mezi kterymi byl zahrnut i metoprolol, mély trojnasobné riziko vzniku fraktury a 0 20 %
nizsi sérovy osteokalcin v porovnani s nelééenymi Zenami.

Schlienger et al. (2004) uvadéji ve své observacni studii (case-control study), Ze
B-blokatory samotné nebo v kombinaci s thiazidovymi diuretiky snizuji riziko zlomeniny

u lidi s incidenci fraktury ve stfednim a pokrocilém véku.
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2 Cile disertacni prace

Cilem mé disertacni prace bylo zjisténi vlivu a doplnéni poznatkd o vybranych,

Casto predepisovanych, |éCivech ze skupiny antihypertenziv (amlodipin, metoprolol) a

hypolipidemik (ezetimib, atorvastatin) na kostni metabolismus u potkana.

Konkrétni cile:

1. Zjisténi vlivu lékl na hladinu kostnich markeru:

stanoveni koncentrace kostnich markert v séru

zavedeni metody pfipravy homogenatl z kostni tkané

zavedeni stanoveni mnozZstvi kostnich marker( v kostnich homogenatech
metodou Western blot a ELISA (Enzyme-Like ImmunoSorbent Assay)

stanoveni koncentrace celkového vapniku v séru v tibii

2. Zjisténi vlivu |ékl na kostni mineralni hustotu:

zméreni kostni minerdlni hustoty (BMD) potkana pomoci dvouenergiové
rentgenové absorpciometrie

preparace femurl z potkana post mortem a zavedeni metody méfeni BMD
samotnych femur(

vyhodnocovani BMD ve vybranych oblastech skeletu a stavby téla (pomér
télesné svalové a tukové tkané) potkana a také vyhodnocovani BMD

samotnych femuru

3. Zjisténi vlivu l[éku na mechanické vlastnosti kostni tkané:

podileni se na zavedeni metodiky testovani mechanickych vlastnosti kostni

tkdné femurd
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3 Experimentalni cast

Vzhledem knedostatku studii o vlivu |éCiv ze skupiny antihypertenziv
(amlodipin, metoprolol) a hypolipidemik (ezetimib, atorvastatin) na kostni
metabolismus, nebo nejednotnosti sdéleni, nelze s jistotou tvrdit, zda jejich vliv je
pozitivni ¢i negativni. Pro mou disertacni praci jsem si zvolila léCiva, ktera jsou Casto
predepisovand pacientlim svysokym krevnim tlakem a svysokou hladinou
cholesterolu. Proto jsem se rozhodla pro dalsi studium vlivu zmifnovanych |éciv na
kostni metabolismus, abych pfinesla nové poznatky v této problematice.

Experimenty byly provedeny u zdravych samcl potkanl kmene Wistar ve
vyvinu, u kterych bylo mozno sledovat vliv samotného léku na jejich kostni tkan.
Reaktivita kostni hmoty u téchto zvifat nebyla modifikovana ani absenci pohlavnich
hormont, a ani pfidruzenymi chorobami (obezita, dyslipidémie nebo arteridlni
hypertenze). Dale byli pouZiti potkani kmene Wistar a spontanné hypertenzni potkani,
kterym byla provedena orchidektomie k navozeni poruchy kostniho metabolismu
vedouci k zvySeni kostniho obratu s poklesem hustoty kostniho mineralu a zménou

mechanickych vlastnosti kosti.

3.1 Experimentalni zvifata

Potkani byli ustajeni v Centrdlnim vivariu Lékarské fakulty Univerzity Karlovy
v Hradci Kralové (UK-LF HK). Protokoly vSech pokust byly schvdleny Odbornou komisi
na ochranu zvirfat proti tyrani UK-LF HK (¢. j. 2709/2009-30, 22106/2010-30,
21544/2011-30). VSechny experimenty byly provedeny v souladu s pokyny uvedenymi
ve vyhlasce ¢. 207/2004 Sb., o ochrané, chovu a vyuZiti pokusnych zvirat. V
realizovanych experimentech byli pouZiti samci potkani kmene Wistar (Biotest s.r.o.,
Konarovice, Ceskd Republika) a spontdnné hypertenzni potkani (SHR; Spontaneously
Hypertensive Rat; Anlab, s.r.o., Praha, Ceskd Republika). Potkani byli umisténi po 4 v
plastovych klecich na drevénych prachuprostych hoblindch a chovani za standardnich

podminek (klimatizované prostory, 12 vymén kubatury mistnosti za 1 hodinu, teplota

vzduchu 22+2 °C, vlhkost vzduchu 30-70 %, svételny rezim 12 hodin svétlo a 12 hodin
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tma). Zvifata byla krmena standardni laboratorni dietou (SLD; ST-1, VELAS, a.s., Lysa
nad Labem, Ceska Republika) a pitnou vodou ad libitum. Léky byly podavany v podobé
suspenze v pfipadé prvniho experimentu, v 2. a 3. studii byly Iéky pridavany do SLD a
potkandm podavany ve formé pripravenych pelet. V pribéhu pokusl byla sledovana
vaha potkan( a pravidelné zaznamenavana hmotnost spotfebovanych pelet a vypité

vody pro informaci, zda potkani |éky dobre snasi a zda pribyvaji postupné na vaze.

3.2 Podavané léky

antihypertenziva
* amlodipin (Cardilopin, EGIS PHARMACEUTICALS PLC, Budapest, Madarsko)
* metoprolol (Egilok, EGIS PHARMACEUTICALS PLC, Budapest, Madarsko)

hypolipidemika
e atorvastatin (Atorvastatin-ratiopharm, Ratiopharm GmbH, Ulm, Némecko)

e ezetimib (Ezetrol, MSP Singapure Copany, LLC., Nizozemsko)

rozpoustédlo léku a placebo
e aqua pro injectione (Sterile Water For Injection ,Fresenius”, Fresenius Kabi

Italia S. r. l., Verona, Italie)

analgosedace

e ketamin (NARKAMON SPOFA 1%; SPOFA a.s. Praha, Ceska Republika)

* midazolam (MIDAZOLAM TORREX 5MG/ML; Torrex Chiesi Pharma GMBH,
Viden, Rakousko)
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3.3 Experimenty

Byly provedeny tfi studie na potkanech samcich, kterym byly podavany vybrané

Iéky. V kazdé skupiné bylo vidy 8 zvirat.
1. experiment

Léky byly podavany samcim potkanl kmene Wistar 1x denné ve formé
suspenze Zalude¢ni sondou po dobu 8 tydna. Suspenze byla pfipravena naredénim léku
pomoci aqua pro injectione tak, aby byla vidy podavana v mnoizstvi 0,2 ml/100 g
télesné hmotnosti (BW) potkana. Kazdy potkan byl pred aplikaci zvazen, abychom
|éCivo podali v presné davce.

Experimentalni skupiny

kontrolni skupina dostavala aqua pro inj.
skupina ezetimib (1 mg/kg BW)
skupina atorvastatin (3 mg/kg BW)

1.

2

3

4. skupina metoprolol (5 mg/kg BW)
5. skupina amlodipin (3 mg/kg BW)
6

skupina kombinaci atorvastatin (3 mg/kg BW) a amlodipin (3 mg/kg BW)

Po 8 tydenni aplikaci Iékl bylo potkanim provedeno v analgosedaci (0,5
mg/100 g BW midazolamu i. m. a 10 mg/100 g BW ketaminu i. m.) denzitometrické

vySetteni pro stanoveni hustoty kostniho mineralu.

2. experiment

Na zacatku pokusu byla 32 potkanim kmene Wistar provedena oboustranna
orchidektomie (ORCH) v éterové narkdéze. U potkanl SHAM byl proveden pouze
operacni fez na Sourku, ktery byl nasledné zasit. Druhy den po operaci se zacala
podavat experimentalnim potkanim SLD obohacend o léciva (Albert Weber - SEMED,
Praha) a kontrolnim skupindm pouze SLD, vSechny diety ad libitum. Experiment trval
12 tydn(. Podle spotfeby diety byla vypoditana davka léku na kilogram télesné

hmotnosti potkana (BW).
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Experimentalni skupiny

7. kontrolni skupina sham-operovanych potkant byla krmena standardni
laboratorni dietou (SLD)

8. kontrolni skupina po provedené orchidektomii (SLD)

9. skupina po ORCH pfijimajici metoprolol (54 mg/kg BW; 25 g SLD + 24 mg
MET)

10. skupina po ORCH pfijimajici amlodipin (3 mg/kg BW; 25 g SLD + 1 mg AML)

11. skupina po ORCH pfijimajici atorvastatin (12 mg/kg BW; 25 g SLD + 6 mg AT)

3. experiment

Treti pokus byl koncipovan stejné jako pokus druhy s vyjimkou pouziti kmene
potkand. Ve tretim experimentu byli pouZiti spontanné hypertenzni potkani (SHR),
kterym byla podavana pfislusnd antihypertenziva formou diet, které byly pfipraveny ve
Vivariu UK-LF HK. Podle spotfeby diety byla vypocitdna davka léku na kilogram télesné

hmotnosti potkana (BW).

Experimentalni skupiny

1. kontrolni skupina SHAM byla krmena standardni laboratorni dietou (SLD)

2. kontrolni skupina po provedené orchidektomii (SLD)

3. skupina po ORCH pfijimajici metoprolol (50 mg/kg BW; 25 g SLD + 24 mg
MET)

4. skupina po ORCH pfijimajici amlodipin (2,5 mg/kg BW; 25 g SLD + 1 mg
AML)
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3.4 Materidl a metody
3.4.1 Stanoveni kostnich markera

Zvirata byla usmrcena odbérem krve z bifurkace btisni aorty v éterové narkdze
ve vivdriu UK-LF HK. Koncentrace kostnich markerd byly stanoveny v séru a v kostnim

homogenatu.

Priprava vzorku:

Sérum

Ziskana krev byla 2 hodiny po odbéru centrifugovana pfi 3 500 otackach/min po
dobu 10 minut pfi 4 °C. Poté bylo sérum odsato a rozpipetovano do pfrislusnych
mikrozkumavek eppendorf v potiebnych aliquotech a zamrazeno na -80 °C az do doby

analyzy.

Kostni homogendt

Homogenaty byly pfipraveny z tibii, které byly vyjmuty post mortem a diikladné
oCistény od pfrilehlych Slach a mékkych tkani. Proximalni ¢ast kosti (0,1 g) byla
homogenizovana v 1,5 ml fosfatového pufru (PBS, PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Rakousko) ve zkumavkach s keramickou kulickou (Lysing Matrix A, MP Biomedicals,
LLC, USA) na pristroji MagNA Lyser (Roche Applied Science, Némecko) ve tfech cyklech
pfi 6500 rpm po dobu 20 sekund. Mezi kazdym cyklem byly vzorky chlazeny 5 minut
v chladicim kruhu (MagNA Lyser Cooling Block). Homogenat byl prepipetovat do
zkumavek eppendorf a zcentrifugovan pfi 10 000 g a 4 °C po dobu 10 min. Ziskany
supertnatant byl napipetovan v pozadovaném mnozstvi do zkumavek eppendorf a

zamrazZen na -80°C.

V ziskaném krevnim séru byly sledovany v prvnim experimentu koncentrace
markerd kostniho obratu — CTX-I, OC, PINP a BALP pomoci metody ELISA (Enzyme -

Linked Immuno Sorbent Assay) s vyuzitim kit0:
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e CTX-l, RatLapsTM EIA (ug/l), Immunodiagnostic Systems Ltd., Velka Britanie

e OC, Rat-MIDTM Osteocalcin EIA (pg/l), Immunodiagnostic Systems Ltd.,
Velka Britanie

e PINP, Rat/Mouse PINP EIA (ug/l), Immunodiagnostic Systems Ltd., Velka
Britanie

e BALP, Rat bone alkaline phosphatase (U/I), Uscnlife Sciences & Technology
Co., Ltd, Cina

U druhého experimentu byly sledovany koncentrace sérovych markerd
kostniho obratu PINP, IGF-1 a OPG. V kostnim homogenatu z proximalni ¢asti tibie bylo
sledovano mnozstvi kostnich markert BALP, BMP-2 a CTX-I s vyuzitim ELISA kitd firmy

Uscnlife Sciences & Technology Co., Ltd, Cina.

Ve tretim experimentu byly sledovany koncentrace sérovych markert kostniho
obratu IGF-1 a OPG. V kostnim homogendatu z proximalni Casti tibie byly sledovany
hladiny kostnich markert BALP, BMP-2, PINP a CTX-Is vyuZitim kit firmy Uscnlife

Sciences & Technology Co., Ltd, Cina:

CTX-l, Rat Gross linked C-telopeptide of type | collagen (ug/l)
e PINP, Rat procollagen | N-terminal propeptide (ug/l)

e BALP, Rat bone alkaline phosphatase (U/)

e |GF-1, Rat insulin like growth factor 1 (ug/l)

e BMP-2, Rat bone morphogenetic protein 2 (ug/l)

* OPG, Rat osteoprotegerin (ug/l)

3.4.2 Stanoveni koncentrace lipidli v séru a vapniku v séru a v tibii

Biochemické vysetfeni spektra lipidd v séru — celkového cholesterolu, HDL- a
LDL-cholesterolu, triacylglyceroll a atorogenniho indexu bylo provedeno na
automatickém analyzatoru Modular PPE Roche (Mannheim, Némecko) dle pokynu

vyrobce.
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V krevnim séru byla stanovena koncentrace celkového vapniku na pfistroji
Modular PPE Roche (Mannheim, Némecko) setem (Roche) s vyuZitim o-cresolphtalein
comlexonu dle pokyn( vyrobce.

V tibii potkana bylo ve druhém pokusu stanoveno mnozstvi vapniku pomoci
plamenové fotometrie na plamenovém fotometru EFOX 5053 (Eppendorf-Netheler-
Hinz GmbH, Hamburg, Némecko) a ve tretim experimentu metodou plamenové
atomové absorpcéni spektrometrie na analyzatoru AAS DUO 280 Z + 240 FS (Varian
Australia Pty Ltd, Australie).

Analyzy byly provedeny na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky Fakultni

nemocnice Hradec Kralové (FN HK).

3.4.3 Méreni kostni minerdlni hustoty

Na konci pokusu byla potkanim zmérena celotélova kostni minerdlni hustota
(BMD; bone mineral density, g/cmz) pomoci dvouenergiové rentgenové
absorpciometrie (DXA; Dual Energy X-ray Absorptiometry) na pfristroji Hologic Delphi A
v Osteocentru FN HK. V pfipadé prvniho experimentu byli potkani vysSetfeni
v analgosedaci (5 mg/kg midazolamu a 100 mg/kg ketaminu; i.m.) den pred
usmrcenim. U druhého a tfetiho experimentu byli potkani vySetfeni ten samy den po
usmrceni. Kostni mineralni hustota ve zvolenych oblastech byla pocitacové
vyhodnocena pomoci pfislusného softwarového programu pro mala zvifata (DXA,
Hologic, MA, USA). V prvnim experimentu byla vyhodnocena BMD celého téla, v oblasti
bedernich a ocasnich obratld a v oblasti femuru. Ve druhém a tretim pokusu byla
hodnocena BMD celého téla, v oblasti bedernich obratl( a u obou femur( (obrazek 9),
a také byla stanovena hmotnost svalové a tukové tkané a procentudlni zastoupeni

tukové tkané.

Usmrceni potkani byli po zméreni pfevezeni zpét na Vivarium UK-LF HK, kde jim
byly vynaty oba femury, zabaleny do gazy zvlhcené fyziologickym roztokem a zmrazeny
na -80 °C az do doby analyzy. Pfed DXA vySetfenim byly femury rozmrazeny pfi

pokojové teploté a udriovany ve zvlhéeném stavu

Obrazek 6: Ocistény femur a jeho scan
s vyznacenymi hodnocenymi oblastmi
kostni mineralni hustoty
R1-proximalni ¢ast; R2-distalni cast
R3-oblast diafyzy
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fyziologickym roztokem. Pro zméfeni BMD byly poklddany na stll vidy ve stejné
poloze. Byla hodnocena BMD celého femuru, dale proximalni ¢asti, diafyzy a distalni

¢asti femuru (obrazek 10).

3.4.4 Testovani mechanické odolnosti kostni tkané

Femury byly wvyuZity ktestovdani mechanické odolnosti kostni tkdné na
speciadlnim elektromechanickém pfistroji (Martin Kosek & Pavel Trnecka, Hradec
Kralové, Ceska Republika, obr. 12 a). Femury, které byly uchovavany pti -80 °C, byly
pred testovanim rozmrazeny pfi pokojové teploté a béhem celé procedury udrZzovany
v gaze zvlhcené fyziologickym roztokem. Pred testovanim byla zmérena délka femuru
(obr. 11 a) a byl oznacen stred v oblasti diafyzy vodéodolnym fixem. V oznacené
oblasti, ve které byl femur testovan, byl zméren primér kosti (obr. 11 b). Zjistovanym
parametrem byla mechanickd odolnost kosti proti ohybu. Femury byly testovany ve
stfredu diafyzy pomoci tribodového ohybani kosti (three-point bending). Kost byla
poloZena na dva podplrné body, vzdalené od sebe 18 mm (obr. 12 b). Femur byl
testovan v anteroposteriornim sméru. Kost byla nejprve malou silou do 10 N fixovana
ve stabilni poloze a poté byl spustén elektromotorek snizujici nerezovy valecCek s
konstantni rychlosti 6 mm/min (Turner a Burr, 1993). Po zlomeni byly fotograficky
zdokumentovany linie lomu femurld a zmérena tloustka kompakty na distalni Casti
femuru ve sméru lamani (obr. 11 ¢) pomoci posuvného mikrometru (OXFORD 0-25MM

30DEG POINTED MICROMETER, Victoria Works, Leicester, Velka Britanie).

Obrazek 7: Mechanické testovani femurt |

a) méreni délky femuru

b) méreni pridméru femuru

c) méreni tloustky kompaktni ¢asti femuru po three-point bending testu

d) zabalené proximalni casti femuru po zlomeni, zdlvodu zabranéni vysychani pred
testovanim tlakové odolnosti kr¢ku femuru

e) dvouslozkova pryskyfice Spofacryl

f)  upevnéni proximalni ¢asti zlomeného femuru do specialni nadobky ve svislé poloze pred
testovanim tlakové odolnosti kréku femuru

Dale byla testovana tlakova odolnost kréku femuru (obr. 12 c), nebot prevazina

Cast osteoporotickych zlomenin vznika pravé vtéto oblasti. Ktestovani tlakové
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odolnosti krcku femuru byla vyuZita proximalni ¢ast kosti. Hlavice a kréek femuru byly
zabaleny do zvlhéené gazy, aby bylo zabranéno jejich vysychani béhem nasledujici
procedury (obr. 11 d). Diafyza kosti byla zalita samopolymerujici adhezivni pryskyfici na
bazi metakrylatu (Spofacryl-SpofaDental a.s.; Ji¢in, Ceskd Republika, obr. 11 e) do
specialni nadobky a tim byla kost zafixovana ve svislé poloze (obr. 11 f). Opét byla
pouzita pocatecni sila do 10 N k zajisténi stabilniho mista tlaku a konstantni rychlost
nerezové tycky se zakulacenym koncem 6 mm/min. Linie lomu kréku femurl byly
fotograficky zdokumentovany (obr. 12 d). Maximalni vynaloZena sila (Newton; N) ke
zlomeni kosti - diafyzy a krcku femuru - byla zaznamendna méfici jednotkou
(Digitalanzeiger 9180, Burster praezisiosmesstechnik gmbh & co kg, Gernsbach,

Némecko).

Obrazek 8: Mechanické testovani femurt Il
a) elektromechanicky pfristroj k testovani pevnosti kostni tkané
b) testovani femuru pomoci three-point bending testu v anteroposteriornim sméru
c) testovani tlakové odolnosti kréku femuru
d) zlomeny kréek femuru po testovani

3.4.5 Stanoveni mnozstvi kostniho morfogenetického proteinu 2 (BMP-2) metodou

Western blot

Pro pfipravu homogenatu byla vyuzita proximalni ¢ast tibie (100 mg). Do
specialnich zkumavek (Lysing Matrix A, MP Biomedicals, LLC, USA) s keramickou
kulickou, které byly po celou dobu pfipravy chlazeny na ledové tfisti, bylo
napipetovano 0,5 ml RIPA pufru (Radio-Immunoprecipitation Assay; RIPA buffer,
Sigma-Aldrich, USA) a 5 pl kazdého protedzového inhibitoru — aprotinin (2 pg/ml),
leupeptin (0,5 pg/ml) a benzamidin (50 pg/ml). Zkumavky byly vloZeny do
homogenizatoru MagNA Lyser (Roche Applied Science, Némecko). Homogenizace
probihala ve 3 cyklech, kazdy pfi 6500 rpm a po dobu 20 s. Mezi jednotlivymi cykly byly
vzorky chlazeny 5 minut v chladicim kruhu (MagNA Lyser Cooling Block). Homogenat
byl prepipetovat do zkumavek eppendorf a zcentrifugovan (10000 g, 4 °C, 10 min).
Ziskany supertnatant byl napipetovan v pozadovaném objemu do zkumavek eppendorf

a zamrazen na -80 °C.
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Koncentrace proteind byla zméfena na spektrofotometru UV-VIS Spectronic
Helios Gamma (Thermo Scientific, USA). Vzorky byly naredény fyziologickym roztokem
tak, aby v kaidém bylo 25 pg proteind. Z kazdé skupiny zvifat byl pfipraven smésny
vzorek tzv. pool z 8 potkan( (200 pg). Vzorky supernatantu z kostnich homogenat(
byly v poméru 2:1 (vzorek:pufr) smichany se vzorkovym pufrem a 5 minut zahtivany na

95 °C.

Vzorkovy pufr:
K 3x koncentrovanému vzorkovému pufru pridat:
e B-MerkaptoEthanol — 85:15 (tj. na100ul pufru 85 ul 3x konc. pufru a
15 ul B-MerkaptoEthanolu)
e Bromfenolova modf — k 100 ul pufru s B-MerkaptoEthanolem pfidat

10 ul bromfenovolé modfri

V aparature pro elektroforézu byl pfipraven 12% separacni a 4% zaostfovaci
polyakrylamidovy gel. Do prvni jamky zaostfovaciho gelu byl nanesen marker
molekulové hmotnosti (4 pl; Precision plus protein™ standards, Bio-Rad) a do dalsich
jamek byly naneseny vzorky se stejnym mnoiZstvim proteind (200 pg). Separace
proteinl v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE) probihala

v migracnim pufru pfi 200 V, 240 mA po dobu cca 70 min.

Rozdélovaci gel 12%
¢ 5 ml dH,0 (deionizovana voda)
e 3,75ml 1,5M Tris-HCI pH 8,8
* 6 ml akrylamid-N,N’-methylenbisakrylamid: 30 % akrylamid, 0,8 %
bisakrylamid
e 75 pl SDS (dodecylsulfat sodny)
e 37,5 ul APS (peroxodisiran amonny)
e 5 ul TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin)
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Zaostrovaci gel 4%

e 3,05 mldH,0

e 1,25ml 1,5M Tris-HCl pH 6,8

* 0,65 ml akrylamid-N,N’-methylenbisakrylamid: 30 % akrylamid, 0,8
% bisakrylamid

e 75ulSDS

e 37,5ulAPS

e 3,75 ul TEMED

Migracni pufr
e 30 g Tris-base
e 144 gglycin
e 5gSDS
e doplnitdH,0do5 |

Po rozdéleni proteinl nastal jejich prenos (,western blotting”) na
polyvinylidendifluoridovou membranu v pfenosovém pufru pfi 100 V, 250 mA po dobu

cca 120 min.

Prenosovy pufr
e 15,15 g Tris-base
e 72gglycin
e 1000 ml methanol

e doplnitdH,0do5 |

Po pfenosu proteini byla membrana promyta TBS/Tween (3x 5 min.) a
nasledné zbyld vazebna kapacita membrany blokovana laktoglobuliny v TBS/Tween
s 5% mlékem (Non-fat dry milk, Bio-Rad) nejméné 60 min. Poté byla membrana opét
promyta v TBS/Tween (3x 10 min.) a inkubovana s primarni protilatkou pfi 4 °C pres

noc. Po promyti v TBS/Tween (3x10 min.) byla membréana inkubovana se sekundarni
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protilatkou v TBS/Tween s 5 % mléka pfi pokojové teploté 60 min. Po inkubaci byla
membrana promyta (3x 10 min. vTBS/Tween a 3x 10 min. vTBS). Detekce
imunokomplexd byla provedena chemiluminiscencné pomoci ECL kitu (ECL,
Chemiluminiscence blotting substrate, Roche, Némecko) s naslednou expozici filmu
(Foma, Hradec Krdlové). Ziskany obraz byl naskenovadn do pocitace (ScanMaker i900,
UMAX, Praha, Ceskd Republika). Spravné naneseni vzorkd na gel bylo ovéieno
imunodetekci B-aktinu. Porovnani skupin, kterym bylo podavano vybrané lécivo s

kontrolni skupinou, bylo provedeno pouze kvalitativné.

10x koncentrovany TBS, pH 7,6
e 48,4 g Tris-base
« 160 g NaCl (FLUCA)
e« 76ml1MHCI(83mldo1ll)
e doplnitdH,0do 21

TBS
e 200 ml 10x koncentrovany TBS
e doplnitdH,0do 21

TBS — 0,05% Tween
* 1mlTween-20
e 200 ml 10x TBS
e doplnitdH,0do 21

Primdrni protildtky:
* Monoclonal Anti-B-actin antibody produced in mouse clone AC-74,

ascites fluid (Fedéni 1:250; A5316, Sigma-Aldrich, USA)
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e Anti-BMP2 antibody, Rabbit polyclonal to BMP2 (fedéni 1:20 000;
ab14933, Abcam, Velka Britanie)

Sekunddrni protilatky:
e Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP (fedéni 1:1000;
P 0447, Dako, Dansko)
e Polyclonal Swine Anti-Goat, Mouse, Rabbit Immunoglobulins/

Biotinylated (fedéni 1:25 000; E 0453, Dako, Dansko)

3.4.6 Statisticka analyza a zpracovani dat

Statistické analyzy byly provedeny na Oddéleni vypocetni techniky. Byl pouzit
program NCSS 2007 (Number Cruncher Statistical System, Kaysville, Utah, USA). V
pripadé porovnani dvou skupin byl pouzit dvou-vybérovy t-test, v pfipadé zamitnuti
normality neparametrické testy Mann-Whitney test nebo Kolmogorov-Smirnov test.
Pro porovnani sledovanych parametrd tfech skupin mezi sebou byla zvolena analyza
rozptylu s naslednym mnohonasobnym porovnanim Fisherovym LSD testem, v pfipadé
zamitnuti normality Kruskal-Wallisova neparametricka analyza rozptylu s naslednym
mnohondsobnym porovnanim Dunnovym testem (s Bonferroni modifikaci). Proménné
jsou vyjadreny jako primér * smérodatnd odchylka (SD), v pfipadé zamitnuté
normality jako medidn a mezikvartilové rozpéti (25.-75. percentil). Ke grafickému
znazornéni byly pouzity krabickové grafy (Box plot), kde byly oznaceny skupiny, které
se statisticky vyznamné liSily od pfislusné kontroly. Hladina vyznamnosti byla zvolena

a=0,05.
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4 Vysledky

4.1 Vliv ezetimibu na kostni metabolismus u potkana

4.1.1 Vliv ezetimibu na kostni metabolismus u zdravych samcu potkand kmene
Wistar

Po 8 tydnech podavani ezetimibu zdravym samclm potkani kmene Wistar
nedoslo k statisticky vyznamnym zméndm v sérovych koncentracich kostnich marker(
(graf 1), kostni mineralni hustoty v hodnocenych oblastech (tabulka 2), mechanickych
vlastnostech femur( (tabulka 3), a ani v mnozstvi kostniho morfogenetického proteinu

2 v proximalni tibii (obrazek 13) v porovnani s kontrolni skupinou.

Graf 1: Vliv ezetimibu na koncentraci kostnich markert u potkant kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.
aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
ezetimib, potkani, kterym byl podavan ezetimib v davce 1 mg/kg/den.
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Tabulka 2: Vliv ezetimibu na kostni mineralni hustotu u potkani kmene Wistar.

Kostni mineralni hustota (g/cm?) aqua pro inj. ezetimib

BMD bedernich obratld (g/cmz) 0,223%0,014 0,212+0,005
BMD ocasnich obratlQ (g/cmz) 0,222+0,012 0,228+0,004
BMD femuru (g/cmz) 0,189+0,021 0,173+0,008
Cely LF (g/cm?) 0,109+0,042 0,088+0,009
Proximalni ¢ast LF (g/cmz) 0,121+0,039 0,099+0,013
Diafyza LF (g/cm?) 0,102+0,055 0,073+0,012
DistéIni ¢ast LF (g/cm?) 0,092+0,050 0,058+0,007

Hodnoty jsou vyjadieny jako priimér + SD, n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
ezetimib, potkani, kterym byl podavan ezetimib v davce 1 mg/kg/den.

BMD, kostni mineralni hustota; LF, levy femur

Tabulka 3: Vliv ezetmibu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané femuru u potkand kmene
Wistar.

Mechanické vlastnosti kostni tkané aqua pro inj. ezetimib

Levy femur

Délka femuru (mm) 37 (36-37) 36 (36-37)
Pramér femuru (mm) 3,55 (3,51-3,60) 3,53 (3,47-3,59)
Three-point bending (N) 174 (168-191) 176 (167-189)
Maximalni tlakova sila krcku femuru (N) 145 (119-161) 152 (127-171)
Pravy femur

Délka femuru (mm) 37 (36-38) 37 (37-38)
Pramér femuru (mm) 3,38 (3,31-3,44) 3,42 (3,23-3,51)
Three-point bending (N) 192 (173-205) 180 (158-202)
Maximalni tlakova sila krécku femuru (N) 145 (96-154) 145 (132-151)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.
aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
ezetimib, potkani, kterym byl podavan ezetimib v davce 1 mg/kg/den.

Obrazek 9: Vliv ezetimibu na hladinu BMP- 2 v proximalni ¢asti tibie u potkani kmene Wistar.

kontrola, kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den; ezetimib,
potkani, kterym byl poddvan ezetimib v davce 1 mg/kg/den.
BMP-2, kostni morfogeneticky protein 2

4.2 VIliv atorvastatinu na kostni metabolismus u potkant
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4.2.1 Vliv atorvastatinu na kostni metabolismus u zdravych samcl potkanti kmene

Wistar

U potkanu, kterym byl podavén atorvastatin v davce 3 mg/kg BW byl prokazan
po 8 tydnech signifikantni pokles parametru BALP na 30 % (p=0,005) v porovnani
s kontrolni skupinou. Kostni izoforma alkalické fostatdzy se sniZila téz i v kostnim
homogenatu z proximalni ¢asti tibie, ale statisticky nevyznamné. U ostatnich markeru
kostniho obratu nebyla prokazana signifikantni zména v koncentracich mezi skupinami
(graf 2).

Namérené hodnoty kostni minerdlni hustoty ve vSech hodnocenych oblastech
neprokazali signifikantni rozdil mezi skupinami (tabulka 4).

Mechanické hodnoceni femur(i neprokazalo statisticky vyznamné zmény mezi
skupinami. Pouze primér levého femuru byl signifikantné mensi v porovnani
s kontrolou. V ostatnich hodnocenych parametrech se femury signifikantné neliSily
(tabulka 5).

MnoZstvi BMP-2 v proximalni ¢asti tibie se po 8 tydnech podéavani atorvastatinu

signifikantné vzrostlo v porovnani s kontrolou (obrazek 14).
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Graf 2: Vliv atorvastatinu na koncentraci kostnich markert u potkani kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
atorvastatin, potkani, kterym byl podavan atorvastatin v davce 3 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné aqua pro inj. (** p<0,01)

BALP v séru (p=0,005)

Tabulka 4: Vliv atorvastatinu na kostni mineralni hustotu u potkan kmene Wistar.

Kostni mineralni hustota (g/cm?) aqua pro inj. atorvastatin

BMD bedernich obratld (g/cmz) 0,223%0,014 0,217+0,012
BMD ocasnich obratlQ (g/cmz) 0,222+0,012 0,234+0,010
BMD femuru (g/cmz) 0,189+0,021 0,175%0,013
Cely LF (g/cm?) 0,109+0,042 0,118+0,038
Proximalni ¢ast LF (g/cmz) 0,121+0,039 0,139+0,042
Diafyza LF (g/cm?) 0,102+0,055 0,110+0,049
DistéIni ¢ast LF (g/cm?) 0,092+0,050 0,080+0,050

Hodnoty jsou vyjadfeny jako priimér + SD, n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;

atorvastatin, potkani, kterym byl podavan atorvastatin v davce 3 mg/kg/den.

BMD, kostni mineralni hustota; LF, levy femur.
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Tabulka 5: Vliv atorvastatinu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané femuru u potkant
kmene Wistar.

Mechanické vlastnosti kostni tkané aqua pro inj. atorvastatin
Levy femur

Délka femuru (mm) 37 (36-37) 36 (36-37)
Pramér femuru (mm) 3,55 (3,51-3,60) 3,50 (3,45-3,52)*
Three-point bending (N) 174 (168-191) 173 (160-187)
Maximalni tlakova sila krcku femuru (N) 145 (119-161) 144 (122-177)
Pravy femur

Délka femuru (mm) 37 (36-38) 37 (37-38)
Pramér femuru (mm) 3,38 (3,31-3,44) 3,46 (3,40-3,47)
Three-point bending (N) 192 (173-205) 176 (163-203)
Maximalni tlakova sila krcku femuru (N) 145 (96-154) 139 (131-142)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
atorvastatin, potkani, kterym byl podavan atorvastatin v davce 3 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné aqua pro inj. (* p<0,05; p=0,02)

Obrazek 10: Vliv atorvastatinu na hladinu BMP-2 v proximalni ¢asti tibie u potkant kmene Wistar.

kontrola, kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 mi/kg BW/den;
atorvastatin, potkani, kterym byl podavan atorvastatin v davce 3 mg/kg/den.
BMP-2, kostni morfogeneticky protein 2

4.2.2 Vliv atorvastatinu na kostni metabolismus u orchidektomovanych potkanu
kmene Wistar

Béhem experimentu (30. den po zahdjeni experimentu) doslo k dhynu jednoho
potkana z neznamych pficin ve skupiné atorvastatin. Konecna statisticka analyza byla
provedena se ziskanymi daty zbylych potkan(.

Pfed zahajenim pokusu byla 16 potkanim (skupina kontrola a atorvastatin)
provedena oboustranna orchidektomie. Jejim vlivem doslo k poklesu hodnot télesnych
hmotnosti na zacatku a na konci experimentu v porovnani se skupinou sham. Na
zacCatku pokusu signifikantné poklesla hmotnost potkanl ve skupiné atorvastatin na 93
% (p<0,01) a nesignifikantné kontrola v porovnani s sham. Po 12 tydnech byl prokazan
signifikantni pokles u obou skupin — kontrola na 87 % (p<0,01), atorvastatin na 90 %

(p<0,05) vs. sham (tabulka 6).
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Orchidektomie u kontrolni skupiny zplsobila po 12 tydnech statisticky
vyznamny pokles mnoiZstvi svalové tkané na 81 % (p<0,001) a procentudlni narlst
tukové tkané na 143 % (p<0,01) v porovnani s sham-operovanymi potkany (tabulka 7).

Stanovenim lipidového spektra vséru byl ovéren hypolipidemicky ucinek
atorvastatinu. Po 12 tydnech poddavani atorvastatinu doslo k signifikantnimu poklesu
triacylglycerolll a atoregenniho indexu, dale nesignifikantnimu poklesu celkového
cholesterolu, LDL-cholesterolu a narlistu HLD-cholesterolu v porovnani s kontrolou.
Samotna orchidektomie ukazala negativni vliv na lipidové spektrum signifikantnim
zvySenim aterogenniho indexu v porovnani se skupinou sham (tabulka 8).

Ani provedend orchidektomie, a ani poddvany atorvastatin signifikantné
neovlivnily mnozstvi vapniku v séru a v tibii mezi skupinami (graf 3).

Vlivem orchidektomie doslo k statisticky vyznamnému ndrlstu koncentraci
BALP, CTX-l a BMP-2 v porovnani ssham. Po podavani atorvastatinu byl prokazan
signifikantni pokles CTX-I, BMP-2 a OPG v porovndani s kontrolou. Atorvastatin také
zvysSil sérovou hladinu IGF-1 vs. kontrola. Tento rlstovy faktor byl vlivem
orchidektomie signifikantné snizen u skupiny kontrola vs. sham (graf 4).

Byl potvrzen negativni vliv orchidektomie na kostni mineralni hustotu, kdy
doslo k statisticky vyznamnému poklesu celotélové BMD, v oblasti obou femurd a
v oblasti bedernich obratll (graf 5). Dale na samotnych vypreparovanych femurech byl
prokazan signifikantni pokles BMD v diafyze obou femur( a celého pravého femuru vs.
sham (tabulka 9). Po podani atorvastatinu doslo k signifikantnimu nardstu celotélové
BMD, v hodnocenych oblastech skeletu byl téZ patrny narist BMD, ale statisticky
nevyznamny v porovnani s kontrolni skupinou (graf 5).

Vlivem orchidektomie doslo ke zpomaleni rlstu kosti, coZ potvrzuji namérené
hodnoty délky a priméru femur(, které byly signifikantné mensi vs. sham. Dale byla
zjisténa mensi tloustka kortikalis anteriorni ¢asti femuru v oblasti zlomené diafyzy.
Statisticka vyznamnost byla prokazana pouze u levého femuru, u pravého femuru je
téz patrny nesignifikantni pokles kortikalis vs. sham (graf 6). Ztoho vyplyva dalsi
zjisténi poklesu tlakové sily u orchidektomované kontroly ve stfedu diafyzy femuru vs.
sham (graf 7). Po 12 tydnech podavani atorvastatin zpUsobil zlepSeni rlistu a vyvoje

kostni hmoty. Délka, primér a tloustka kortikalni ¢asti kosti levého femuru byla
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signifikantné vétsi v porovnani s kontrolou. U pravého femuru byla namérena pouze
délka se statistickou vyznamnosti vs. kontrola, ostatni parametry vykazuji
nesignifikantni zvétSeni vs. kontrola (graf 6). Atorvastatin zvysil pevnost kostni tkané ve
stfedu diafyzy vs. kontrola, opét se signifikanci pouze u levého femuru. Pravy femur
vykazoval nesignifikantni zvyseni maximalni tlakové sily nutné ke zlomeni diafyzy vs.
kontrola. Hodnoty maximalni tlakové sily ke zlomeni kréku femuru nevykazuji

signifikantni rozdily mezi skupinami (graf 7).

Tabulka 6: Vliv orchidektomie a atorvastatinu na télesnou hmotnost potkanti kmene Wistar na
zacatku a na konci experimentu.

sham kontrola atorvastatin
Hmotnost na zacatku pokusu (g) 229412 22049 21248°
Hmotnost na konci pokusu (g) 569158 496+27" 512+35 €

Hodnoty jsou vyjadreny jako prdmér + SD, sham a kontrola (n=8), atorvastatin (n=7).

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez |é¢by; atorvastastin, orchidektomovani potkani, kterym byl poddvan atorvastatin
v davce 12 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné sham (b p<0,01, © p<0,05).

Tabulka 7: Vliv orchidektomie a atorvastatinu u potkant kmene Wistar na stavbu téla.

sham kontrola atorvastatin
Svalova tkan (g) 416 (374-428)° 335(317-361) 344 (335-366)
Tukova tkan (g) 68 (55-84) 86 (65-99) 82 (71-92)
Tukova tkan (%) 14 (13-17)° 20(17-23) 20(17-20)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), sham a kontrola (n=8), atorvastatin (n=7).

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez I1éCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez lécby; atorvastastin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan atorvastatin
v davce 12 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (° p<0,001, b p<0,01).
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Tabulka 8: Vliv orchidektomie a atorvastatinu na lipidové spektrum v séru u potkanti kmene Wistar.

sham kontrola atorvastatin
Celkovy cholesterol (mmol/I) 1,800,21 2,20+0,51 1,90+0,34
LDL-cholesterol (mmol/I) 0,25+0,06 0,34+0,12 0,26+0,07
HLD-cholesterol (mmol/l) 1,30+0,18 1,37+0,26 1,41+0,23
Triacylglyceroly (mmol/I) 1,6310,39 1,63+0,42 0,88+0,43"°
Atorogenni index 0,3810,13" 0,60£0,19 0,3610,01"

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, sham a kontrola (n=8), atorvastatin (n=7).

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez |é¢by; atorvastastin, orchidektomovani potkani, kterym byl poddvan atorvastatin
v davce 12 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (b p<0,01).

Graf 3: Vliv orchidektomie a atorvastatinu u potkant kmene Wistar na koncentrace vapniku v séru a
v tibii.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), sham a kontrola (n=8), atorvastatin (n=7).

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez |é¢by; atorvastastin, orchidektomovani potkani, kterym byl poddvan atorvastatin
v davce 12 mg/kg/den.
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Graf 4: Vliv orchidektomie a atorvastatinu na koncentraci kostnich markerti u potkanii kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), sham a kontrola (n=8), atorvastatin (n=7).

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez I1éCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez |é¢by; atorvastastin, orchidektomovani potkani, kterym byl poddvan atorvastatin
v davce 12 mg/kg/den.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky zndzornény.
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Graf 5: Vliv orchidektomie a atorvastatinu na kostni mineralni hustotu u potkan kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), sham a kontrola (n=8), atorvastatin (n=7).

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez I1éCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez lécby; atorvastastin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan atorvastatin
v davce 12 mg/kg/den.

BMD, kostni mineralni hustota.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky zndzornény.
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Tabulka 9: Vliv orchidektomie a atorvastatinu na kostni mineralni hustotu femurd u potkant kmene

Wistar.

sham

kontrola

atorvastatin

Cely LF (g/cm’?)

Proximalni &st LF (g/cm?)

Diafyza LF (g/cm®)
Cely PF (g/cm?)

Proximalni &st PF (g/cm?)

Diafyza PF (g/cm®)

0,090 (0,086-0,112)
0,111 (0,103-0,135)
0,075 (0,066-0,095) °
0,093 (0,085-0110) °
0,111 (0,103-0,135)
0,078 (0,076-0,087) °

0,089 (0,073-0,108)
0,114 (0,103-0,143)
0,063 (0,045-0,076)
0,078 (0,067-0,086)
0,090 (0,088-0,108)
0,057 (0,045-0,076)

0,087 (0,079-0,088)
0,122 (0,098-0,140)
0,054 (0,051-0,066)
0,071 (0,067-0,075)
0,084 (0,073-0,110)
0,053 (0,047-0,066)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), sham a kontrola (n=8), atorvastatin (n=7).

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez IéCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez lécby; atorvastastin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan atorvastatin
v davce 12 mg/kg/den.

LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (b p<0,01, “p<0,05).
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Graf 6: Vliv orchidektomie a atorvastatinu na parametry femurd u potkani kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), sham a kontrola (n=8), atorvastatin (n=7).

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez I1éCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez lécby; atorvastastin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan atorvastatin
v davce 12 mg/kg/den.

LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky zndzornény.
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Graf 7: Vliv orchidektomie a atorvastatinu na pevnost kostni tkané u potkanii kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), sham a kontrola (n=8), atorvastatin (n=7).

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez IéCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez lécby; atorvastastin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan atorvastatin
v davce 12 mg/kg/den.

LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky zndzornény.

4.3 Vlivamlodipinu na kostni metabolismus u potkant

4.3.1 Vlivamlodipinu na kostni metabolismus u zdravych samci potkand kmene
Wistar
Amlodipin v davce 3 mg/kg BW po 8 tydnech podéavani vyznamné ovlivnil
koncentraci marker( kostniho obratu. Po jeho podavani byl prokdzan pokles v séru

CTX-l na 75 % (p=0,003), PINP na 73 % (p=0,06), OC (p=42) na 83 %, BALP na 12 %
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(p=0,0009) a v kostnim homogenatu BALP na 59 % (p=0,026) v porovnani s kontrolou
(graf 8).

Po 8 tydnech poddavani antihypertenziva nebyla prokazana zména BMD v Zadné
z hodnocenych oblasti vs. kontrola (tabulka 10).

Amlodipin zpUsobil signifikantni zesileni priméru ve stfedu diafyzy pouze u
pravého femuru vs. kontrola. Parametry mechanického testovani femuru nevykazovaly
statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami (tabulka 11).

Po 8 tydnech zpUsobil amlodipin zvySeni mnoZstvi BMP-2 v proximalni casti

tibie v porovnani s kontrolni skupinou (obrazek 15).

Graf 8: Vliv amlodipinu na koncentraci kostnich markerd u potkant kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
amlodipin, potkani, kterym byl podavan amlodipin v ddvce 3 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné aqua pro inj. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001)

PINP (p=0,06); CTX-l (p=0,003); OC (p=0,42), BALP v séru (p=0,0009), BALP v kostnim homogenatu
(0,026)
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Tabulka 10: Vliv amlodipinu na kostni mineralni hustotu u potkani kmene Wistar.

aqua pro inj.

amlodipin

BMD bedernich obratld (g/cm?)
BMD ocasnich obratlii (g/cm?)

BMD femuru (g/cm?)
Cely LF (g/cm?)

Proximalni ¢ast LF (g/cm?)

Diafyza LF (g/cm?)

0,217 (0,213-0,224)
0,218 (0,213-0,232)
0,183 (0,171-0,210)
0,105 (0,096-0,118)
0,131 (0,112-0,170)
0,083 (0,073-0,100)

0,218 (0,214-0,220)
0,231 (0,225-0,236)
0,193 (0,180-0,209)
0,172 (0,096-0,204)
0,202 (0,132-0,221)
0,153 (0,071-0,218)

Distalni ¢ast LF (g/cm?) 0,072 (0,066-0,076) 0,151 (0,066-0,160)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
amlodipin, potkani, kterym byl poddvan amlodipin v ddvce 3 mg/kg/den.

BMD, kostni mineralni hustota

LF, levy femur

Tabulka 11: Vliv amlodipinu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané femuru u potkant
kmene Wistar.

Mechanické vlastnosti kostni tkané aqua pro inj. amlodipin
Levy femur
Délka femuru (mm) 37 (36-37) 37 (36-38)

Pramér femuru (mm) 3,55 (3,51-3,60) 3,52 (3,48-3,54)
174 (168-191) 174 (165-195)

145 (119-161) 143 (127-184)

Three-point bending (N)

Maximalni tlakova sila kréku femuru (N)
Pravy femur

Délka femuru (mm) 37 (36-38) 38 (36-39)

3,38 (3,31-3,44) 3,53 (3,43-3,56)*
192 (173-205) 185 (182-195)
Maximalni tlakova sila kréku femuru (N) 145 (96-154) 139 (112-167)

Pramér femuru (mm)

Three-point bending (N)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
amlodipin, potkani, kterym byl poddvan amlodipin v ddvce 3 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné aqua pro inj. (* p<0,05; p=0,013)
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Obrazek 11: Vliv amlodipinu na hladinu BMP-2 v proximalni ¢asti tibie u potkanii kmene Wistar.

kontrola, kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 mi/kg BW/den;
amlodipin, potkani, kterym byl poddvan amlodipin v ddvce 3 mg/kg/den.
BMP-2, kostni morfogeneticky protein 2

4.3.2 Vlivamlodipinu na kostni metabolismus u orchidektomovanych potkant
kmene Wistar

Vlivem orchidektomie doslo k poklesu télesné hmotnosti potkanl na zacatku i
na konci experimentu v porovnani se skupinou sham (tabulka 12).

Po 12 tydnech amlodipin u orchidektomovanych potkand nemél vliv na stavbu
téla, a ani na hladinu vapniku v séru a v tibii v porovndni s kontrolou (tabulka 13, graf
9).

Amlodipin zpuUsobil pokles koncentraci markert kostniho obratu — CTX-I, PINP,
BALP, BMP-2, OPG v porovnani s kontrolou. Naopak u kontrolni skupiny byl prokazan
statisticky vyznamny narast koncentraci CTX-I, BALP, BMP-2 vs. sham. Pod vlivem
amlodipinu doslo k signifikantnimu nartstu IGF-1 v séru vs. kontrola. Koncentrace IGF-
1 vlivem orchidektomie statisticky vyznamné klesla u kontroly vs. sham (graf 10).

Orchidektomie signifikantné snizila BMD celého téla, v oblasti bedernich
obratlll a obou femur( vs. sham. Na samotnych femurech byl prokazan signifikantni
pokles pouze celého pravého femuru a jeho diafyzy vs. sham. U skupiny amlodipin byla
zjisténa signifikantné vyssi hodnota celotélové BMD v porovnani s kontrolou (graf 11,
tabulka 14).

Orchidektomie méla negativni vliv na rist a vyvoj kosti. U skupiny amlodipin byl
zjistén signifikantné vétsi prdmér a tloustka kortikdIni kosti a zvétSila se maximalni
tlakova sila nutna ke zlomeni diafyzy pouze u levého femuru vs. kontrola. U pravého
femuru tyto parametry vykazuji stejnou tendenci jako u levého, ale bez signifikance

(graf 12, 13).
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Tabulka 12: Vliv orchidektomie a amlodipinu na télesnou hmotnost potkanti kmene Wistar na zac¢atku
a na konci experimentu.

sham kontrola amlodipin
Hmotnost na za¢atku pokusu (g) 229412 22049 21444 °
Hmotnost na konci pokusu (g) 569158 496+27°" 507+27°

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez 1é¢by; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v ddvce 3
mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné sham (b p<0,01).

Tabulka 13: Vliv orchidektomie a amlodipinu u potkant kmene Wistar na stavbu téla.

sham kontrola amlodipin
Svalova tkan (g) 416 (374-428)° 335 (317-361) 352 (328-385)
Tukova tkan (g) 68 (55-84) 86 (65-99) 73 (55-80)
Tukova tkar (%) 14 (13-17)° 20 (17-23) 17 (13-19)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez IéCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez 1écby; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v ddvce
12 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (° p<0,001, b p<0,01).

Graf 9: Vliv orchidektomie a amlodipinu u potkanti kmene Wistar na koncentrace vapniku v séru a
v tibii.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez l1é¢by; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v davce 3
mg/kg/den.
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Graf 10: Vliv orchidektomie a amlodipinu na koncentraci kostnich markert u potkanti kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez 1é¢by; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v ddvce 3
mg/kg/den.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky zndzornény.
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Graf 11: Vliv orchidektomie a amlodipinu na kostni mineralni hustotu u potkand kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez IéCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez 1é¢by; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v ddvce 3
mg/kg/den.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky zndzornény.
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Tabulka 14: Vliv orchidektomie a amlodipinu na kostni mineralni hustotu femurt u potkant kmene

Wistar.

sham

kontrola

amlodipin

Cely LF (g/cm?)
Proximalni &ast LF (g/cm?)
Diafyza LF (g/cm?)

Cely PF (g/cm?)
Proximalni &ast PF (g/cm?)

Diafyza PF (g/cm?)

0,090 (0,086-0,112)
0,111 (0,103-0,135)
0,075 (0,066-0,095)
0,093 (0,085-0110)
0,111 (0,103-0,135)
0,078 (0,076-0,087) °

0,089 (0,073-0,108)
0,114 (0,103-0,143)
0,063 (0,045-0,076)
0,078 (0,067-0,086)
0,090 (0,088-0,108)
0,057 (0,045-0,076)

0,096 (0,071-0,111)
0,112 (0,091-0,124)
0,072 (0,049-0,087)
0,083 (0,074-0,092)
0,103 (0,091-0,123)
0,062 (0,049-0,071)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.
sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez IéCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez l1é¢by; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v davce 3

mg/kg/den.
LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (b p<0,01).
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Graf 12: Vliv orchidektomie a amlodipinu na parametry femurt u potkanii kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.
sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvitat bez IéCby;
orchidektomii bez 1é¢by; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v ddvce 3

mg/kg/den.
LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky znazornény.

amlodipin kontrola sham

kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
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Graf 13: Vliv orchidektomie a amlodipinu na pevnost kostni tkané u potkanti kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez 1é¢by; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v ddvce 3
mg/kg/den.

LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky znazornény.

4.3.3 Vlivamlodipinu na kostni metabolismus u orchidektomovanych spontanné

hypertenznich potkanu

Vlivem orchidektomie nedoslo k signifikantnimu poklesu télesné hmotnosti u
spontanné hypertenznich potkand na zacatku a na konci experimentu v porovnani
s sham (tabulka 15). Po 12 tydnech ale orchidektomie zpUsobila statisticky vyznamny
pokles tukové tkané vs. sham (tabulka 16).

Nebyl nalezen signifikantni rozdil v koncentraci vapniku v séru a v tibii mezi

skupinami (graf 14).
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Vlivem orchidektomie doSlo k zvySeni kostniho obratu, které bylo prokazano
nartstem koncentraci — PINP, CTX-I, BMP-2, BALP v porovnani se skupinou sham. U
skupiny amlodipin byl zaznamendn signifikantni pokles CTX-I a BMP-2 vs. kontrola.
Signifikantné nizsi koncentrace IGF-1 byla namérena u kontroly vs. sham (graf 15).

Hustota kostniho mineralu byla u kontrolni skupiny statisticky vyznamné
snizena ve vsSech hodnocenych oblastech skeletu a vypreparovanych femurech
v porovnani s sham. Po poddavani amlodipinu nedoslo k statisticky vyznamné zméné
BMD vs. kontrola (tabulka 17).

Hodnocenim mechanickych vlastnosti femur( nebyly prokazany signifikantni
zmény mezi skupinami. Pouze délka pravého femuru byla statisticky vyznamné mensi u
kontroly vs. sham. Délka levého femuru byla téZ mensi, ale bez statistické vyznamnosti

(tabulka 18).

Tabulka 15: Vliv orchidektomie a amlodipinu na télesnou hmotnost spontanné hypertenzni potkant
na zacatku a na konci experimentu.

sham kontrola amlodipin
Hmotnost na za¢atku pokusu (g) 232120 220+10 224+10
Hmotnost na konci pokusu (g) 342426 323418 331416

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez I1éCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez 1écby; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v ddvce
2,5 mg/kg/den.

Tabulka 16: Vliv orchidektomie a amlodipinu u spontanné hypertenznich potkant na stavbu téla.

sham kontrola amlodipin
Svalova tkan (g) 254423 25717 254+12
Tukova tkari (g) 3444 " 29+2 3043
Tukova tkari (%) 12+1° 101 111

Hodnoty jsou vyjadfeny jako priimér + SD, n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez I1éCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez 1éCby; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v ddvce
2,5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (b p<0,01).
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Graf 14: Vliv orchidektomie a amlodipinu u spontanné hypertenznich potkanii na koncentrace
vapniku v séru a v tibii.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez IéCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez 1écby; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v ddvce
2,5 mg/kg/den.
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Graf 15: Vliv orchidektomie a amlodipinu na koncentraci kostnich markerd u spontanné hypertenznich

potkand.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez 1éCby; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v ddvce
2,5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky znazornény.
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Tabulka 17: Vliv orchidektomie a amlodipinu na kostni mineralni hustotu u spontanné hypertenznich

potkand.
sham kontrola amlodipin
BMD celého téla (g/cm?) 0,170+0,007 ° 0,159+0,003 0,158+0,003
BMD bedernich obratld (g/cm?) 0,227+0,012° 0,203+0,007 0,198+0,014
BMD v oblasti LF (g/cm?) 0,178+0,013" 0,159+0,008 0,158+0,009
Cely LF (g/cm?) 0,073+0,006° 0,057+0,006 0,061+0,008
Proximalni ¢ast LF (g/cm?) 0,074+0,006° 0,055+0,007 0,059+0,009
Diafyza LF (g/cm?) 0,072+0,013°¢ 0,059+0,009 0,060+0,010
BMD v oblasti PF (g/cm?) 0,182+0,018° 0,158+0,007 0,158+0,006
Cely PF (g/cm?) 0,079+0,008"° 0,066+0,009 0,064+0,003
Proximalni &ast PF (g/cm?) 0,076+0,009"° 0,063+0,008 0,060+0,006
Diafyza PF (g/cm?) 0,081+0,014°¢ 0,067+0,012 0,065+0,012

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez 1é¢by; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavdan amlodipin v davce
2,5 mg/kg/den.

BMD, kostni mineralni hustota; LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (* p<0,001, ° p<0,01, € p<0,05).

Tabulka 18: Vliv orchidektomie a amlodipinu na parametry a pevnost femurl u spontanné

hypertenznich.
sham kontrola amlodipin
Délka LF (mm) 34,1 (33,7-34,4) 33,6 (32,6-33,9) 33,7 (33,5-33,9)
Délka PF (mm) 34,3 (33,9-34,5)° 33,6 (32,9-33,8) 33,6 (33,1-33,6)
Primér LF (mm) 3,22 (3,15-3,34) 3,25 (3,15-3,30) 3,32 (3,24-3,43)
Pramér PF (mm) 3,14 (3,11-3,36) 3,22 (3,14-3,24) 3,23 (3,10-3,36)

Tloustka kortikalni kosti LF (mm) 0,60 (0,56-0,64) 0.65 (0,55-0,66) 0,62 (0,59-0,65)
Tlouétka kortikdIni kosti PF (mm) 0,62 (0,58-0,66) 0,58 (0,53-0,60) 0,57 (0,55-0,59)

Three-point bending LF (N) 150 (130-180) 176 (146-178) 151 (148-174)
Three-point bending PF (N) 155 (137-160) 149 (125-153) 139 (134-160)
Max. tlakova sila kréku LF (N) 130 (113-146) 133 (127-144) 142 (134-149)
Max tlakova sila krcku PF (N) 134 (126-143) 131 (120-147) 128 (115-142)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez IéCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez 1éCby; amlodipin, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan amlodipin v ddvce
2,5 mg/kg/den.

LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (b p<0,01).
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4.4 Vliv metoprololu na kostni metabolismus u potkanu

4.4.1 Vliv metoprololu na kostni metabolismus u zdravych samcli potkani kmene

Wistar

Po 8 tydnech podavani metoprololu v davce 5 mg/kg BW zdravym samclim
potkanl kmene Wistar nedoSlo k signifikantnimu ovlivnéni koncentraci kostnich
markerd (graf 16) a hustoty kostniho mineralu (tabulka 19) v porovnani s kontrolni
skupinou.

Metoprolol zpUsobil statisticky vyznamny pokles maximalni tlakové sily nutné
ke zlomeni kréku pravého femuru vs. kontrola. Hodnoty ziskané u levého femuru ale
tento vysledek nepotvrdily. V ostatnich sledovanych parametrech femurl nebyly
nalezeny signifikantni zmény mezi skupinami (tabulka 20).

U skupiny metoprolol bylo prokazadno zvyseni koncentrace BMP-2 v proximalni

Casti tibie v porovnani s kontrolni skupinou (obrazek 16).

Graf 16: Vliv metoprololu na koncentraci kostnich markerti v séru u potkanti kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
metoprolol, potkani, kterym byl podavan metoprolol v ddvce 5 mg/kg/den.

Tabulka 19: Vliv metoprololu na kostni mineralni hustotu u potkan kmene Wistar.

aqua pro inj.

metoprolol

BMD bedernich obratld (g/cm?)
BMD ocasnich obratlil (g/cm?)

BMD femuru (g/cm?)
Cely LF (g/cm?)

Proximalni ¢ast LF (g/cm?)

Diafyza LF (g/cm?)

0,218 (0,213-0,234)
0,218 (0,217-0,233)
0,175 (0,171-0,210)
0,095 (0,080-0,155)
0,115 (0,086-0,164)
0,079 (0,064-0,159)
0,069 (0,039-0,153)

0,219 (0,199-0,227)
0,229 (0,224-0,236)
0,200 (0,193-0,206)
0,088 (0,083-0,155)
0,102 (0,088-0,175)
0,078 (0,067-0,160)
0,072 (0,048-0,136)

Distalni &ast LF (g/cm?)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
metoprolol, potkani, kterym byl podavan metoprolol v ddvce 5 mg/kg/den.

BMD, kostni mineralni hustota

LF, levy femur

Tabulka 20: Vliv metoprololu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané femuru u potkant
kmene Wistar.

Mechanické vlastnosti kostni tkané aqua pro inj. metoprolol
Levy femur

Délka femuru (mm) 37 (36-37) 36 (36-37)
Pramér femuru (mm) 3,52 (3,50-3,60) 3,53 (3,50-3,65)
Three-point bending (N) 174 (167-189) 175 (166-187)
Maximalni tlakova sila krécku femuru (N) 151 (140-164) 143 (131-153)
Pravy femur

Délka femuru (mm) 37 (37-38) 38 (37-38)
Pramér femuru (mm) 3,4 (3,4-3,5) 3,5(3,4-3,5)
Three-point bending (N) 200 (184-205) 178 (172-198)
Maximalni tlakova sila krécku femuru (N) 157 (151-175) 127 (112-142)**

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
metoprolol, potkani, kterym byl podavan metoprolol v ddvce 5 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné aqua pro inj. (** p<0,01; p=0,002)
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Obrazek 12: Vliv metoprololu na hladinu BMP- 2 v proximalni ¢asti tibie u potkani kmene Wistar.

kontrola, kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 mi/kg BW/den;
metoprolol, potkani, kterym byl podavan metoprolol v ddvce 5 mg/kg/den.
BMP-2, kostni morfogeneticky protein 2

4.4.2 Vliv metoprololu na kostni metabolismus u orchidektomovanych potkant
kmene Wistar

Orchidektomie vedla k signifikantnimu poklesu télesné hmotnosti na zacatku
pokusu u skupiny metoprolol a nesignifikantni pokles u kontroly vs. sham. Na konci
experimentu vlivem orchidektomie doslo k statisticky vyznamnému poklesu u skupiny
metoprolol a kontrola vs. sham. Metoprolol v davce 54 mg/kg BW po 12 tydnech
podavani zpUsobil signifikantni pokles télesné hmotnosti vs. kontrola (tabulka 21).

Vlivem orchidektomie také doslo k signifikantnimu poklesu mnozstvi svalové
tkané u kontrolni skupiny a u skupiny metoprolol (p<0,001), a procentualnimu narlstu
tkdné tukové u skupiny metoprolol (p<0,01) vs. sham. Metoprolol zpUsobil po 12
tydnech podavani dalsi signifikantni pokles mnoizstvi svalové tkané vs. kontrola
(tabulka 22).

Ani orchidektomie, ani metoprolol signifikantné neovlivnily koncentrace
vapniku v séru a v tibii (graf 17).

Stanovenim koncentraci markerl kostniho obratu (CTX-I, BMP-2 a BALP) byl
zjistén signifikantni narGst u potkanl po provedené orchidektomii vs. sham. Hladina
PINP a OPG statisticky nevyznamné vzrostla v porovnani ssham. Po podavani
metoprololu doslo k signifikantnimu poklesu CTX-I, PINP, BMP-2 a OPG, u BALP byl
zaznamenan také patrny pokles, ktery ale nebyl statisticky vyznamny vs. kontrola.
Sérova hladina IGF-1 statisticky vyznamné klesla u kontroly vs. sham. Naopak u skupiny
metoprolol signifikantné vzrostla v porovnani s kontrolou, ale nedosdhla srovnatelné
hladiny s sham. Vysledky jsou prezentovany v grafu 18.

U potkan( po orchidektomii bylo prokazano signifikantni snizeni BMD celého
téla, v oblasti bedernich obratlll a obou femurd v porovnani s sham. Po podani

metoprololu nedoslo k signifikantni zméné vs. kontrola (graf 19, tabulka 23).
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U kontroly byla statisticky vyznamné kratsi délka, slabsi prdmér i tloustka
kortikalni c¢asti levého i pravého femuru v porovnani s sham. Po podani metoprololu
nebyl prokdzdn ndrlst sledovanych parametri femuru vs. kontrola. Testovani
mechanické odolnosti kostni tkané pomoci three-point bending testu ukazalo
statisticky vyznamny pokles tlakové sily nutné ke zlomeni u kontroly vs. sham. Po
podani metoprololu nedoslo k signifikantni zméné tlakové sily v oblasti diafyzy femurt
v porovnani s kontrolou. Testovanim tlakové odolnosti kréku femurd nebyl prokazan

statisticky vyznamny rozdil (graf 20, 21).

Tabulka 21: Vliv orchidektomie a metoprololu na télesnou hmotnost potkant kmene Wistar na
zacatku a na konci experimentu.

sham kontrola metoprolol
Hmotnost na zacatku pokusu (g) 229+12 22019 213+7°
Hmotnost na konci pokusu (g) 569458 496+27"° 450124 ¢

Hodnoty jsou vyjadieny jako priimér + SD, n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez I1éCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Iécby; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan metoprolol v ddvce
54 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti sham (° p<0,001, b p<0,01).

Signifikantni rozdil oproti kontrole (* p<0,05).

Tabulka 22: Vliv orchidektomie a metoprololu u potkand kmene Wistar na stavbu téla.

sham kontrola metoprolol
Svalova tkan (g) 416 (374-428)° 335 (317-361) 308 (292-326)°
Tukova tkan (g) 68 (55-84) 86 (65-99) 68 (56-84)
Tukova tkar (%) 14 (13-17)° 20 (17-23) 19 (15-21)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Ié€by; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl poddvan metoprolol v davce
54 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (* p<0,001, ® p<0,01, ¢ p<0,05).
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Graf 17: Vliv orchidektomie a metoprololu u potkand kmene Wistar na koncentrace vapniku v séru a
v tibii.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez IéCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Iécby; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan metoprolol v ddvce
54 mg/kg/den.
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Graf 18: Vliv orchidektomie a metoprololu na koncentraci kostnich markert u potkani kmene Wistar.

p=0.001
[ p<0.001 |
] p<0.01  p=<0.05 M T
] | || | EX
i —_ AR
25 = ]
s PR L
= ] T — S ] T
= 20 4 g 12 ]
A l 2 ] T
= 7 4
] E 10
S 154 = ]
o i 2 ]
- i 2 08
10 ] _T 1 1 L
] 5 06 1
] o i
5 . . . : 0.4 . . . :
kontrola  metoprolol sham kontrola  metoprolol sham
p=0.01
| p<005 |
55 - 30 p<0.01
: 1] s 1 7
T 50 ERE:E
= ] T i
o ] o ]
o 45 o 20
i — (=] 4
= 1 = ]
2 0] 2 4]
= 4.0 1 T g ] —
I= ] = ]
§ 35 ] @ § 10 ] 1
= ] T b ]
g 1 5 5 ] i
o =7 ]
= ] & ]
id] 1 ]
251 . . . . 0 . . .
kontrola  metoprolol sham kontrola  metoprolal sham
25 - 1800 -
1 p=0.001 p=001 ]
: | | | CF
i - ]
= 20 T 1400 ] p<0.001
n 4 ; ]
= . T 1200 ] | |
5 s __ = . p=0.01 p=0.05
I " T = -
& ] T g 1000 ] | || |
= i o 1
o ] E E
o 1.0 - - ]
© ] L 600 .
05 i - 400 =
] 200 g o
0.0 1 : , , , 0] . . .
kontrola  metoprolol sham kontrola  metoprolal sham

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Ié€by; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl poddvan metoprolol v davce
54 mg/kg/den.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky znazornény.
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Graf 19: Vliv orchidektomie a metoprololu na kostni mineralni hustotu u potkanii kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Iécby; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan metoprolol v ddvce
54 mg/kg/den.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky znazornény.
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Tabulka 23: Vliv orchidektomie a metoprololu na kostni mineralni hustotu femurd u potkanii kmene

Wistar.

sham

kontrola

metoprolol

Cely LF (g/cm?)
Proximalni &ast LF (g/cm?)
Diafyza LF (g/cm?)

Cely PF (g/cm?)
Proximalni &ast PF (g/cm?)

Diafyza PF (g/cm?)

0,090 (0,086-0,112)
0,111 (0,103-0,135)
0,075 (0,066-0,095) ©
0,093 (0,085-0110) *
0,111 (0,103-0,135)
0,078 (0,076-0,087) °

0,089 (0,073-0,108)
0,114 (0,103-0,143)
0,063 (0,045-0,076)
0,078 (0,067-0,086)
0,090 (0,088-0,108)
0,057 (0,045-0,076)

0,087 (0,079-0,092)
0,114 (0,086-0,120)
0,064 (0,059-0,069)
0,078 (0,073-0,086)
0,089 (0,072-0,103)
0,061 (0,058-0,071)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.
sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez IéCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Iécby; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan metoprolol v ddvce

54 mg/kg/den.
LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (°* p<0,001, ° p<0,01, € p<0,05).
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Graf 20: Vliv orchidektomie a metoprololu na parametry femuri u potkani kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Ié€by; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl poddvan metoprolol v davce
54 mg/kg/den.

LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky znazornény.
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Graf 21: Vliv orchidektomie a metoprololu na pevnost kostni tkané u potkanti kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez I1éCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Ié€by; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl poddvan metoprolol v davce
54 mg/kg/den.

LF, levy femur; PF, pravy femur.
Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky zndzornény.

4.4.3 Vliv metoprololu na kostni metabolismus u orchidektomovanych spontanné
hypertenznich potkant
Orchidektomie statisticky vyznamné neovlivnila télesnou hmotnost spontanné
hypertenznich potkan( na zacatku a na konci experimentu vs. sham (tabulka 24), ale
signifikantné snizila po 12 tydnech mnozZstvi tukové tkané vs. sham (tabulka 25).
Orchidektomie a metoprolol signifikantné neovlivnily mnozstvi vapniku v séru a
v tibii mezi skupinami (graf 22).
Koncentrace marker( kostniho obratu — PINP, CTX-l, BMP-2, BALP signifikantné

vzrostla a sérova hladina IGF-1 klesla vlivem provedené orchidektomie vs. sham. Po 12
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tydnech podavani metoprololu byl prokazan signifikantni pokles PINP a nesignifikantni
pokles CTX-I, BMP-2 a BALP vs. kontrola (graf 23).

Orchidektomie zpusobila signifikantni pokles BMD v hodnocenych oblastech
skeletu a zpomalila rdst femurl do délky se signifikanci pouze u pravého femuru, ale
neovlivnila jeho mechanické vlastnosti vs. sham. Metoprolol neovlivnil denzitu
kostniho mineralu, délku, pramér, tloustku kortikalis femuru a jeho mechanické

vlastnosti v porovnani s kontrolou (tabulka 26. 27).

Tabulka 24: Vliv orchidektomie a metoprololu na télesnou hmotnost spontanné hypertenznich
potkan( na zadatku a na konci experimentu.

sham kontrola metoprolol
Hmotnost na za¢atku pokusu (g) 232120 220+10 218+14
Hmotnost na konci pokusu (g) 342426 323418 331+17

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Ié€by; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl poddvan metoprolol v davce
50 mg/kg/den.

Tabulka 25: Vliv orchidektomie a metoprololu u spontanné hypertenznich potkand na stavbu téla.

sham kontrola metoprolol
Svalova tkan (g) 254423 257+17 253+14
Tukova tkari (g) 344" 29+2 2943
Tukova tkar (%) 12+1° 10+1 10+1

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez I1éCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Iécby; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan metoprolol v ddvce
50 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (b p<0,01).
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Graf 22: Vliv orchidektomie a metoprololu u spontanné hypertenznich potkant na koncentrace
vapniku v séru a v tibii.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez IéCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Ié€by; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl poddvan metoprolol v davce
50 mg/kg/den.
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Graf 23: Vliv orchidektomie a metoprololu na koncentraci kostnich markerl u spontanné
hypertenznich potkant.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Ié€by; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl poddvan metoprolol v davce
50 mg/kg/den.

Signifikantni rozdily mezi skupinami jsou graficky znazornény.
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Tabulka 26: Vliv orchidektomie a metoprololu na kostni mineralni hustotu u spontanné hypertenznich

potkanu.
sham kontrola metoprolol
BMD celého téla (g/cm?) 0,170+0,007 ° 0,159+0,003 0,158+0,004
BMD bedernich obratld (g/cm?) 0,227+0,012° 0,203+0,007 0,198+0,007
BMD v oblasti LF (g/cm?) 0,178+0,013" 0,159+0,008 0,159+0,008
Cely LF (g/cm?) 0,073+0,006° 0,057+0,006 0,059+0,007
Proximalni ¢ast LF (g/cm?) 0,074+0,006° 0,055+0,007 0,059+0,009
Diafyza LF (g/cm?) 0,072+0,013°¢ 0,059+0,009 0,058+0,005
BMD v oblasti PF (g/cm?) 0,182+0,018° 0,158+0,007 0,160+0,007
Cely PF (g/cm?) 0,079+0,008"° 0,066+0,009 0,065+0,007
Proximalni &ast PF (g/cm?) 0,076+0,009"° 0,063+0,008 0,062+0,010
Diafyza PF (g/cm?) 0,081+0,014°¢ 0,067+0,012 0,068+0,008

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez Ié€by; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Ié€by; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl poddvan metoprolol v davce
50 mg/kg/den.

BMD, kostni mineralni hustota; LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (* p<0,001, ° p<0,01, € p<0,05).

Tabulka 27: Vliv orchidektomie a metoprololu na parametry a pevnost femurli u spontanné
hypertenznich potkant.

sham kontrola metoprolol
Délka LF (mm) 34,1 (33,7-34,4) 33,6 (32,6-33,9)  33,5(33,2-34,1)
Délka PF (mm) 34,3 (33,9-34,5)° 33,6(32,9-33,8) 33,5(33,2-343)
Primér LF (mm) 3,22 (3,15-3,34) 3,25(3,15-3,30)  3,31(3,24-3,40)
Primér PF (mm) 3,14 (3,11-3,36) 3,22 (3,14-3,24)  3,15(3,13-3,24)

Tlougtka kortikaIni kosti LF (mm) 0,60 (0,56-0,64)  0.65(0,55-0,66) 0,60 (0,58-0,62)
Tlouétka kortikdIni kosti PF (mm) 0,62 (0,58-0,66) 0,58 (0,53-0,60)  0,57(0,53-0,59)

Three-point bending LF (N) 150 (130-180) 176 (146-178) 152 (135-161)
Three-point bending PF (N) 155 (137-160) 149 (125-153) 151 (144-153)
Max. tlakova sila kréku LF (N) 130 (113-146) 133 (127-144) 131(126-134)
Max tlakova sila kréku PF (N) 134 (126-143) 131 (120-147) 123 (111-129)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

sham, kontrolni skupina sham-operovanych zvirat bez IéCby; kontrola, kontrolni skupina po oboustranné
orchidektomii bez Iécby; metoprolol, orchidektomovani potkani, kterym byl podavan metoprolol v davce
50 mg/kg/den.

BMD, kostni mineralni hustota; LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdil oproti kontrole (b p<0,01)
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4.5 Vlivkombinace lé¢ivamlodipinu a atorvastatinu na kostni metabolismus
u potkana

4.5.1 Vlivkombinace léCivamlodipinu+atorvastatinu na kostni metabolismus u
zdravych samctl potkand kmene Wistar

Po 8 tydnech podavani kombinace léciv amlodipinu+ torvastatinu zdravym
samclm potkanU kmene Wistar se signifikantné snizila hladina BALP na 34 % (p=0,03)
v séru vs. kontrola. V kostnim homogenatu byl také zjistén pokles hladiny BALP, ale bez
statistické vyznamnosti v porovnani s kontrolou (graf 24).

Kombinace 1éka statisticky vyznamné neovlivnila mnozZstvi BMD v hodnocenych
oblastech a mechanické vlastnosti femuru vs. kontrola (tabulka 28, 29). Po 8 tydnech
byl pravy femur signifikantné delSi nez u kontrolni skupiny. Délka levého femuru byla
téz vétsi, ale bez pozadované signifikance (tabulka 29).

Poddvani kombinace 1ékd zpuUsobilo narast hladiny BMP-2 v proximalni tibii

v porovnani s kontrolni skupinou (obrazek 17).
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Graf 24: Vliv amlodipinu+atorvastatinu na koncentraci kostnich markerti v séru u potkant

kmene Wistar.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
amlodipin+atorvastatin, potkani, kterym byla poddvana kombinace amlodipinu a atorvastatin, kazdy
v davce 3 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné aqua pro inj. (*p<0,05)

BALP v séru (p=0,03)

Tabulka 28: Vliv amlodipinu+atorvastatinu na kostni mineralni hustotu u potkanid kmene Wistar.

aqua pro inj. amlodipin+atorvastatin

BMD bedernich obratld (g/cm?)
BMD ocasnich obratlii (g/cm?)

BMD femuru (g/cm?)
Cely LF (g/cm?)

Proximalni ¢ast LF (g/cm?)

Diafyza LF (g/cm?)

Distalni &ast LF (g/cm?)

0,218 (0,213-0,234)
0,218 (0,217-0,233
0,187 (0,175-0,210
0,095 (0,080-0,155
0,115 (0,086-0,164
0,079 (0,064-0,159

)
)
)
)
)
0,069 (0,039-0,153)

0,219 (0,217-0,225)
0,229 (0,215-0,236)
0,181 (0,163-0,201)
0,088 (0,083-0,155)
0,102 (0,088-0,175)
0,078 (0,067-0,160)
0,072 (0,048-0,136)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
amlodipin+atorvastatin, potkani, kterym byla podavdana kombinace amlodipinu a atorvastatin, kazdy

v davce 3 mg/kg/den.

BMD, kostni mineralni hustota; LF, levy femur; PF, pravy femur.
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Tabulka 29: Vliv amlodipinu+atorvastatinu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané femuru
u potkant kmene Wistar.

Mechanické vlastnosti kostni tkané aqua pro inj. amlodipin+atorvastatin
Levy femur

Délka femuru (mm) 37 (36-37) 37 (37-38)
Pramér femuru (mm) 3,55 (3,51-3,60) 3,52 (3,47-3,68)
Three-point bending (N) 174 (168-191) 176 (155-183)
Maximalni tlakova sila krcku femuru (N) 145 (119-161) 143 (130-188)
Pravy femur

Délka femuru (mm) 37 (36-38) 38 (38-39)*
Pramér femuru (mm) 3,38 (3,31-3,44) 3,48 (3,40-3,63)
Three-point bending (N) 192 (173-205) 187 (164-203)
Maximalni tlakova sila krcku femuru (N) 145 (96-154) 145 (117-154)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=8.

aqua pro inj., kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 ml/kg BW/den;
amlodipin+atorvastatin, potkani, kterym byla podavdna kombinace amlodipinu a atorvastatin, kazdy
v davce 3 mg/kg/den.

Signifikantni rozdil oproti kontrolni skupiné aqua pro inj. (*p<0,05; p=0,04)

Obrazek 13: Vliv amlodipinu+atorvastatinu na hladinu BMP-2 v proximalni ¢asti tibie u potkant
kmene Wistar.

kontrola, kontrolni skupina zvifat, kterym byla podavana aqua pro injectione 2 mi/kg BW/den;
amlodipin+atorvastatin, potkani, kterym byla podavdna kombinace amlodipinu a atorvastatin, kazdy
v davce 3 mg/kg/den.

BMP-2, kostni morfogeneticky protein 2
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5 Diskuse

Pri¢iny Spatného stravovani a nespravného Zivotniho stylu vedou ke vzniku tzv.
civiliza¢nich chorob, mezi které se radi mimo jiné kardiovaskularni onemocnéni (KVO) a
téZz osteoporodza. Mezi hlavni rizikové faktory vzniku KVO patfi vysoky krevni tlak a
vysokd hladina cholesterolu. Osteopordza a KVO se Castéji vyskytuji u starsich lidi. V
dnesni dobé, kdy na nas v prlibéhu Zivota plisobi mnoho nepfiznivych vlivl, je bézné,
Ze lidé v pokrocilém véku casto uZivaji velké mnozstvi Iékd. U starsich lidi se postupné
rozvijeji choroby, které musi byt dlouhodobé ¢i dokonce po zbytek pacientova Zivota
[éCeny medikamentdzné. Mezi tato onemocnéni patfi pravé arterialni hypertenze,
dyslipidémie a hypercholesterolémie, ale také napf. diabetes mellitus 2. typu,
psychiatrickd onemocnéni a mnoho dalSich. S pribyvajicim vékem dochazi k Gbytku
kostni hmoty, ¢imz se zvySuje riziko zlomenin, a proto je posledni dobou stfedem
zdjmu novych vyzkumul, zda béiné predepisované léky nezasahuji do kostniho
metabolismu. Pravdépodobné jak hypertenze, tak hypercholestorolémie negativné
ovliviiuji kostni metabolismus. Proto bylo pro moji praci dilezité nejprve zjistit, zda
samotny vybrany |ék zasahuje do kostniho metabolismu zdravého potkana a poté
teprve stanovit, jaké ma ucinky u potkana s narusenym kostnim metabolismem,

kterého bylo docileno provedenim oboustranné orchidektomie.

5.1 Vliv orchidektomie u potkant

Po provedené orchidektomii dochazi k poklesu hladiny testosteronu v krvi.
Hormony gonad jsou nepochybné velmi dllezZité pro spravny rist a vyvoj skeletu jak u
zen, tak i u muzu. Testosteron se metabolizuje enzymem cytochrom-P450-aromatdzou,
ktery je pritomen v radé tkani véetné kostni tkané v bunkach osteoblastl, na 17B-
estradiol (Clarke a Khosla, 2009). Biologicky dostupny 17B-estradiol je nezavislym
prediktorem BMD u starSich muzli a je zodpovédny za anabolicky ucinek androgend.
Estrogen samotny reguluje kostni resorpci, zatimco estrogen a testosteron spolecnég,

o v

jsou dUlezité pro kostni novotvorbu u muzid (RGzickova, 2008).
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Do 2. a 3. studie byly zafazeny dvé kontrolni skupiny - potkani po provedené
orchidektomii a sham-operovani potkani. Porovnanim ziskanych dat téchto skupin byl
prokazan negativni vliv orchidektomie na hladinu kostnich markerd, stavbu téla, BMD a
mechanické vlastnosti kosti u potkand kmene Wistar. Vlivem orchidektomie doslo po
12 tydnech k poklesu télesné hmotnosti, k snizeni svalové tkané a k ndardstu tukové
tkané. Zjistili jsme signifikantné vyssi hladiny kostnich markerd — CTX-I, BMP-2, BALP.
Ostatni kostni markery (PINP, OPG) vykazovaly téZi zvyseni, ale bez statistické
vyznamnosti. Vzrast hodnot kostnich marker( signalizuje zvyseni kostniho obratu. V
souladu s nasimi vysledky byl popsan vliv ovariektomie u potkand kmene Wistar na
hladinu kostnich markerd (Miyazaki et al., 2004). Z dosavadnich zjisténi je zfejmé, Ze
deficience gonadalnich hormon( zapficinuje aktivaci jak osteoblastl, tak osteoklasta.
Orchidektomie také zpusobila signifikantni pokles BMD celého téla, v oblasti bedernich
obratll a v oblasti femur( a s tim souvisejici zvySeni lomivosti, ktera byla prokazana
pouze v oblasti diafyzy femuru. Tlakova odolnost kréku femuru zlstala nezménéna.
Vlivem orchidektomie doslo k zpomaleni rlstu kosti. Femury byly znatelné kratsi a
jejich primér a tloustka kortikalni ¢asti kosti signifikantné mensi v porovnani s sam-
operovanou skupinou. Tento vliv orchidektomie na kosti pfikladame snizené hladiné
rastového faktoru IGF-1, ktery pozitivné plsobi na rlst kosti do délky i do Sitky a
zvySuje utvareni jak jeji casti kortikalni, tak trabekularni (Bonjour et al., 2009). Jiz drive
provedené studie na potkanech ukazuji, Ze deficience androgen(i negativné ovliviiuje
stavbu téla snizenim celkové hmotnosti, tukuprosté télesné hmoty, hustoty kostniho
mineralu a narlGstem télesného tuku (Vanderschueren et al, 2000; Gentile et al.,
2010).

U spontanné hypertenznich potkanl zpUsobila provedena orchidektomie po 12
tydnech narust hladin markerd kostniho obratu v proximalni ¢asti tibie — PINP, CTX-I,
vSech hodnocenych oblastech skeletu a samotného femuru. Kastrace také ovlivnila
mnozstvi télesného tuku, ktery byl snizen v porovnani s sham-operovanymi potkany.

Nase vysledky potvrzuji zjisténi z predchozich studii (Erben, 2001), Ze deficit
androgen(l u rostoucich potkanll negativné ovliviiuje vyvoj kosti a Ze mlady potkan,

ktery je ve vyvinu a po provedené orchidektomii je vhodnym modelem osteopenie.
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Potkan po provedené orchidektomii je v soucasné dobé povazovan za vhodny zvifeci
model pro studium muzského hypogonadismu, osteopenie a osteopordzy (Wink et al.,

1980; Verhas et al., 1986; Erben, 2001; Ke et al., 2001; Bagi et al., 2011).

5.2 Vliv ezetimibu na kostni metabolismus u potkanu

Prvnim testovanym l|éCivem ze skupiny hypolipidemik byl zvolen ezetimib,
selektivni inhibitor intestindlni resorpce cholesterolu. Ezetimib patfi mezi nova
hypolipidemika a na poc¢atku mého postgradualniho studia neexistovala zminka o jeho
vlivu na kostni metabolismus. Z téchto divod( byl ezetimib vybran pro experiment.
Kladla jsem si otazku, jaky vliv ma nové hypolipidemické léc¢ivo na kostni tkan, zda
podporuje Ubytek kostni tkané ¢i naopak mlze byt dlouhodobé uzivan, aniz by
pacientovi hrozilo zvySené nebezpedi fraktur. Vliv ezetimibu na kostni metabolismus
byl zjistovan pouze u zdravych samcl potkani kmene Wistar, u kterych jsem mohla
sledovat vliv samotného léku na jejich kostni metabolismus. Po osmi tydnech podavani
ezetimibu v denni davce 1 mg/kg BW nebyl prokazan statisticky vyznamny ucinek na
koncentraci sérovych markerd kostniho obratu (PINP, CTX-I, OC, BALP), mnozstvi
kostniho morfogenetického proteinu 2 (BMP-2) v proximalni casti tibie, denzitu
kostniho minerdlu v oblasti femuru, v oblasti bedernich a ocasnich obratlli a na
mechanické vlastnosti kostni hmoty femuru. Nase vysledky jsou obdobné v porovnani s
dosavadnimi studiemi u lidi (Kanazawa et al., 2009; Sertbas et al., 2010). Ezetimib
neovlivnil kostni tkan zdravého potkana, z tohoto dlivodu jiz nebyl dale testovan na
potkanech s narusenym kostnim metabolismem. Z dosavadnich vysledk( Ize
predpokladat, Ze ezetimib neovliviiuje kostni metabolismus u zdravych samcd potkand

kmene Wistar.

5.3 Vliv atorvastatinu na kostni metabolismus u potkana

Dalsi hypolipidemikum vybrané pro experimentalni testovani byl atorvastatin,
inhibitor klicového enzymu syntézy cholesterolu. O vlivu statin na kostni

metabolismus existuje mnoho studii, které ukazuji z velké vétSiny pozitivni stranku
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téchto léciv na kostni metabolismus (Jadhav a Jain, 2006), ale ne vSechny publikované
prace se s timto nazorem ztotoznuji (Maritz et al., 2001). Toto byl impulz pro zvoleni
atorvastatinu k testovani a objasnéni jeho vlivu na kostni metabolismus u potkand.

V prvni studii, kterd byla provedena u zdravych samcti potkanl kmene Wistar,
atorvastatin v denni ddvce 3 mg/kg BW zpuUsobil signifikantni pokles sérové hladiny
BALP. Snizeni bylo také prokazano v kostnim homogenatu z proximalni ¢asti tibie, které
ale nebylo statisticky vyznamné v porovnani s kontrolou. Sérové hladiny ostatnich
stanovovanych marker( kostniho obratu (PINP, CTX-I, OC) vykazovaly také sniZeni, ale
bez pozadované signifikance. Nékteré studie ukazuji signifikantni snizeni hladiny BALP
po podani statinG (Rosenson et al., 2005; Yavuz et al., 2009; Rejnmark et al., 2002;
Hatzigeorgiou a Jackson, 2005). Vrandomizované, dvojité zaslepené, placebem
kontrolované studii byl prokazan signifikantni pokles hladiny BALP u pacient(, kterym
byl poddvan simvastatin v maximalni denni davce 80 mg/den po dobu 8 tydnu
(Rosenson et al., 2005). Ve studii publikované autory Yavuz et al. (2009), byl téz
prokdzan po 8 tydnech statisticky vyznamny pokles hladiny BALP po podani
rosuvastatinu hypercholesterolemickym pacientliim. V prlifezové studii byl zjistén
pokles plazmatickych hladin markerd kostniho obratu — OC, BALP, CTX-l u 140
postmenopauzalnich Zen, které byly |éCeny statiny déle nez 2 roky (Rejnmark et al.,
2002). Meta-analyza publikovana v roce 2005 (Hatzigeorgiou a Jackson) se zminuje o
pozitivnim vlivu statinl, které prokazaly signifikantni zlepseni rizika zlomenin kréku
femuru a také maly, ale statisticky vyznamny efekt na hladinu kostnich marker( se
snizenim BALP a narlGstem NTX. Po 8 tydnech podavani atorvastatinu byl prokazan
narlst mnoiZstvi kostniho morfogenetického proteinu 2 v proximalni ¢asti tibie u
zdravych potkanu. Tento protein zplUsobuje zvySeni exprese a diferenciace osteoblastl
a nasledné zvyseni kostni novotvorby (Mundy et al., 1999). Jiz dfive bylo prezentovano,
Ze statiny vykazuji stimulaéni uc¢inek na osteoblasty, ktery je pravdépodobné zplisoben
indukci BMP-2 (Mundy et al., 1999; Jadhav a Jain, 2006). Kostni mineralni hustota a
mechanické vlastnosti femurd nebyli statisticky vyznamné ovlivnény po osmi tydnech
podavani atorvastatinu zdravym potkan(m. Z vysledk( prvniho experimentu vyplyva,
Ze atorvastatin zpomalil kostni obrat poklesem hladin kostnich markerd a to predevsim

BALP, ale na druhé strané zvysil mnozstvi BMP-2 v kostni tkdni. Domnivame se, Ze
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zvySeni hladiny BMP-2 mohla byt reakce na potlaceni kostniho novotvorby.
Atorvastatin u zdravych samc( potkanl ovlivnil pouze hladiny kostnich markert bez
efektu na denzitu kostniho minerdlu a mechanické vlastnosti kostni tkané.

Na zakladé vysledkl z prvniho experimentu jsme se rozhodli atorvastatin
poddvat v denni davce 12 mg/kg BW po dobu 12 tydnl potkanim po provedené
orchidektomii. Atorvastatin patfi mezi nejcastéji predepisovana léciva ze skupiny
statinl pacientdm s hypercholesterolémii. Kardiovaskuldrni onemocnéni spolu
s osteopordzou se fadi mezi tzv. civilizaéni choroby s nejvyssim vyskytem u osob
v pokrocilém véku. Kdyz se zamyslime nad tim, Ze tito pacienti pravidelné uzivaji velké
mnoizstvi lékl, které mohou mit negativni dopad na kostni tkan, tak nepochybné si
Casto predepisovany atorvastatin zaslouzi pozornost ve vyzkumu metabolismu kosti.
Po 12 tydnech podavani hypolipidemika byl prokazan signifikantni pokles marker(
kostniho obratu — CTX-I, BMP-2 a OPG v porovnani s orchidektomovanou kontrolou. U
pacientd s diagndzou diabetes mellitus 2. typu s mikroalbuminurii byl prokazan
signifikantni pokles OPG po 18 tydnech podavani nizkych davek (priimérna davka 12,5
mg/den) simvastatinu (Nellemann et al., 2007). Lze se domnivat, Ze pokles OPG u
orchidektomavanych potkant byl zplsoben inhibici osteoblastd atorvastatinem. V
rozporu s nasim zjisténim je studie Vierecka et al. (2005) na bunécnych kulturach
lidskych osteoblastl, kdy atorvastatin zvysil diferenciaci osteoblastli a expresi OPG.
Dosavadni data a nase vysledky jen podporuji hypotézu, Ze statiny odlisné pUsobi v in
vitro experimentech neZ v in vivo. Po 3 mésicich Iécby muzl s hypercholesterolémii
atorvastatinem byl prokazan pokles markeru osteoresorpce NTX v séru (Majima et al.,
2007). V. mnoha experimentech bylo prokazano, Ze statiny zvysuji expresi genu pro
BMP-2 (Jadhav a Jain, 2006). V prvnim experimentu s atorvastatinem podavanym
zdravym potkandm v denni ddvce 3 mg/kg po dobu 8 tydn(, byl prokdzan zvyseny
nartst BMP-2 v kostni tkani. Naopak ve studii s orchidektomovanymi potkany, kterym
byl 1ék poddavan ve vys$sim mnoiZstvi 12 mg/kg a po delsi dobu 12 tydn(, byl pfekvapivé
prokazan signifikantni pokles BMP-2 v kosti. Rozdilny vysledek téchto dvou studii by
atorvastatinu na hladinu BMP-2 v kostni tkani zavisi na pocatec¢nim stavu kostniho

metabolismu, kdy v 1. experimentu byl neposkozen a v 2. experimentu byl narusen
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vlivem provedené orchidektomie. Po podavani atorvastatinu byla zjiSténa vyssi hladina
IGF-1 v séru v porovnani s orchidektomovanou kontrolou. IGF-1 je rlstovym faktorem,
ktery pozitivné pUsobi na rust kosti do délky i do Sitky a zvySuje utvareni jak jeji ¢asti
kortikalni, tak trabekularni. U potkan(, kterym byl podavan lék, doslo k ristu femuru
jak do délky, tak do Sifrky a také se zvétSila tloustka kortikalis v oblasti diafyzy
v porovnani s kontrolou, u které doslo k zpomaleni rlstu kosti vlivem provedené
Atorvastatin zpUsobil zvySeni syntézy IGF-1 a tim umoznil rist a vyvoj kosti, ktery byl
potlacen vlivem orchidektomie. Zlep3eni celotélové kostni minerdlni hustoty je dalSim
pozitivnim vlivem atorvastatinu na kostni tkan. Vysledky BMD v hodnocenych
oblastech ukazuji také zvyseni, ale bez statistické vyznamnosti. Nase vysledky jsou
v kontrastu s praci od Maritze et al. (2001), ve které se autofi zmifuji o negativnim
vlivu atorvastatinu (2,5 mg/kg/den) na BMD femuru u intaktnich samic potkan(
Sprague-Dawley po 12 tydnech podavani. Po podavani atorvastatinu v nasem
experimentu doslo také k zvyseni pevnosti diafyzy femuru. Statisticka vyznamnost byla
prokdzana pouze u levého femuru, ale vysledky pravého femuru vykazuji téz zvyseni
hodnot maximalni tlakové sily. Uyar et al. (2009) také prokazali zlepSeni pevnosti
diafyzy femuru u kastrovanych samic potkant Sprague-Dawley po 8 tydnech podavani
atorvastatinu (50 mg/kg/den) v porovnani s kastrovanou kontrolou. Navic také zjistili

nartst BMD femuru.

5.4 Vlivamlodipinu na kostni metabolismus u potkani

Po 8 tydnech podavani amlodipinu v denni ddvce 3 mg/kg BW zdravym samcim
potkand kmene Wistar byl pozorovan statisticky vyznamny pokles sérové koncentrace
markeru kostni resorpce CTX-1. Dale doslo k signifikantnimu poklesu hladiny markeru
kostni novotvorby BALP a to jak v séru, tak v kostni tkani. Pokles sérové koncentrace
PINP byl sice patrny, nedosahl vsak statistického vyznamu (p=0,06). NaSe vysledky
naznacuji, ze vlivem amlodipinu dochazi k potlaceni kostniho obratu u zdravych
potkand kmene Wistar. Po 8 tydnech podavani Iéku doslo k zvysené expresi BMP-2 v

proximalni casti tibie. Domnivdme se, Ze zvysend hladina proteinu BMP-2 je
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pravdépodobné kompenzacni reakci na potlaceni funkce osteoblastli amlodipinem.
Tento predpoklad vsak vyZzaduje dalsi studie. Vyhodnocenim BMD a mechanickych
vlastnosti kostni tkané jsme nezjistili signifikantni zmény. U pravého femuru bylo
pozorovano zvétseni praméru femuru ve stfedu diafyzy, ale vysledky levych femurt
zvétSeni nepotvrdily. Nase vysledky naznacuji, Ze uzivani amlodipinu v poddvané davce
muZe zpUsobovat zpomaleni kostniho metabolismu bez signifikantniho zasahu do BMD
a mechanickych vlastnosti kostni tkané zdravych samct potkan(i kmene Wistar.

V 2. studii byl orchidektomovanym potkanim kmene Wistar podavany
amlodipin v denni davce 3 mg/kg BW. Po 12 tydnech podavani antihypertenziva
potkandm doslo k statisticky vyznamnému poklesu markerd kostniho obratu PINP,
CTX-Il, BALP, BMP-2 a OPG a k signifikantnimu nartstu IGF-1 v porovnani s kontrolnimi
potkany po orchidektomii. Nase vysledky jsou obdobné s praci Ushijima et al. (2010),
ktefi samclm SHRSP podavali amlodipin v davce 3 mg/kg BW po dobu 3 mésicl a
prokazali statisticky vyznamny pokles sérové hladiny CTX-I. Prace Ritchie et al. (1994)
uvadi, Ze dihydropyridiny pravdépodobné potlacuji kostni resorpci prfimou inhibici
funkce osteoklastl. Nase vysledky potvrzuji, Ze amlodipin inhibuje funkci osteoklastu
snizenim hladiny CTX-l in situ v tibii. Po 12 tydnech podavani amlodipinu doslo k
signifikantnimu poklesu hladiny BALP. Podobné vysledky se vyskytli i v praci Moreas et
al. (2010), kdy po 1, 7 a 14 dnech podavani amlodipinu prokazali pokles sérové
alkalické fosfatazy u samcl potkan( kmene Wistar. Nase vysledky ukazuji pozitivni vliv
amlodipinu zvySenim hladiny IGF-1, ktera byla vlivem orchidektomie snizena. Halici et
al. (2008) zjistili u kastrovanych samic potkant kmene Wistar, kterym byl podavan
amlodipin v dadvce 1 a 3 mg/kg BW po dobu 8 tydnd, signifikantni narlst koncentrace
kalcia a fosforu ve stehenni kosti pomoci rentgenové fluorescencni spektrometrie. V
nasi praci jsme neprokdazali zvySeni mnozstvi kalcia v tibii po poddvani amlodipinu
orchidektomovanym potkandm. NasSe vysledky naznacuji, Ze amlodipin vyznamné
zasahuje do kostniho metabolismu potkan(, ma pozitivni vliv na kostni metabolismus
snizenim kostniho obratu, ktery byl vystupriovan vlivem orchidektomie. U potkand,
kterym byl podavdn amlodipin, doslo k narlstu celotélové BMD. V hodnocenych
oblastech skeletu se nam nepodafil prokdzat signifikantni nardst BMD v porovnani s

orchidektomovanou kontrolou na rozdil od Ushijima et al. (2010), ktefi prokazali
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statisticky vyznamny nar(ist BMD femuru po 3 mésicich podavani amlodipinu. Tlakova
sila nutna ke zlomeni levého femuru v oblasti diafyzy statisticky vyznamné vzrostla, coz
dokazuji i hodnoty pridméru femuru v oblasti zlomu a tloustky kortikalni ¢asti kosti. U
pravého femuru jsme nepotvrdili statisticky vyznamny narlst tlakové sily v oblasti
diafyzy, ale presto ziskané hodnoty naznacuji zlepSeni mechanické odolnosti kostni
tkané. Vysvétleni pro tuto stranovou diferenci prozatim chybi. Vysledky z 2.
experimentu naznacuji, Ze dlouhodobé podavani amlodipinu potkanim kmene Wistar
po orchidektomii ma pozitivni vliv na kostni metabolismus snizenim kostniho obratu.
Po 12 tydnech podavani antihypertenziva doslo k narlstu hustoty kostniho mineralu a
k zlepSeni vlastnosti mechanické odolnosti kostni tkané. Lze predpokladat, Zze podavani
amlodipinu pacientim s diagnostikovanou osteopordzou, by mohl mit protektivni
ucinek na kostni tkan.

Amlodipin podavany v davce 2,5 mg/kg BW kostrovanym spontanné
hypertenznim potkan(m zpUsobil signifikantni pokles markerd kostniho obratu CTX-I a
BMP-2 a k statisticky nevyznamnému snizeni BALP a narlstu IGF-1. Doslo tedy k
zpomaleni kostniho obratu inhibici jak osteoblastl, tak osteoklastd. Na BMD a
mechanické vlastnosti kostni tkané nebyl pozorovan signifikantni efekt.

Ve vSech trech studiich byl pozorovan vyznamny vliv na hladiny marker(
kostniho obratu. Amlodipin zpUsobil zpomaleni kostniho obratu ovlivnénim jak
osteoklastli, tak osteoblastl. Rozdilny efekt byl pozorovan na hladinu rlstového
faktoru osteoblastll BMP-2 v kosti, kdy u zdravych potkant doslo k zvyseni jeho hladiny
a u potkand po orchidektomii bylo tomu naopak. Predpokladame, Ze vliv
antihypertenziva na hladinu BMP-2 zdvisi na délce poddvani a na vychozim stavu

kostniho metabolismu potkan(.

5.1 Vliv kombinace léciv amlodipinu+atorvastatinu na kostni metabolismus u
potkanu

Kombinaéni |é¢ba pacientu s rizikovymi faktory kardiovaskularnich onemocnéni
predstavuje moderni smér v terapii hypertenze a poruch lipidového metabolismu. Na

nasem trhu je kdispozici fixni kombinace pravé nami vybranych I|éCiv -
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antihypertenziva amlodipinu a hypolipidemika atorvastatinu vjedné tableté
(10mg/10mg) pod nazvem Caduet od firmy Pfizer. Pripravek Caduet je indikovan pro
prevenci kardiovaskuldrnich pfihod u pacientli s hypertenzi, u nichz se soucasné
vyskytuji tfi kardiovaskularni rizikové faktory a ktefi maji normalni nebo mirné
zvySenou hladinu cholesterolu v plazmé, nemaji klinické priznaky ischemické choroby
srde¢ni a u nichZ se povazuje za vhodné podavani kombinace amlodipinu spolu
s nizkymi davkami atorvastatinu v souladu se soucasnymi doporucenimi pro lécbu
(terapeutické indikace ze Souhrnu udajl o pripravku, Pfiloha €. 2 k rozhodnuti 0 zméné
registrace sp. zn. sukls171154/2009).

Z davodu vyskytu fixni kombinace téchto IéCiv na ¢eském trhu jsme se rozhodli
podavat kombinaci amlodipin (3 mg/kg BW) a atorvastatin (3 mg/kg BW) samclm
potkanim kmene Wistar s nenarusenym kostnim metabolismem po dobu 8 tydn(.
V krevnim séru byl zjistén signifikantni pokles koncentrace BALP na 34 % v porovnani
s kontrolou. Pokud bychom chtéli hodnotit u¢innost 1€k samotnych, tak po podavani
amlodipinu doslo k poklesu az na 12 % a po podani atorvastatinu na 30 % v porovnani
s kontrolni skupinou. Z vysledk( je patrné, Zze podavani kombinace |éCiv je méné Gcinna
na hladinu BALP v séru, nez podavani samotnych |écCiv a to predevsim amlodipinu. Jak
po podani léciv samotnych, tak v kombinaci doslo k narlstu koncentrace BMP-2
v proximalni ¢asti tibie. Z vysledkl je zfejmé, Ze po podavani samotného atorvastatinu
vzrostla hladina BMP-2 nejvice a po podavani samotného amlodipinu nejméné. Po 8
tydnech podavani kombinace |éCiv jsme zjistili u pravého femuru jeho signifikantni
nartst do délky v porovnani s kontrolou. Levé femury vykazovaly téz vétsi délku

v porovnani s kontrolni skupinou, ale bez poZzadované signifikance.

5.2 Vliv metoprololu na kostni metabolismus u potkant

V soucasnosti mame k dispozici nékolik studii o vlivu B-blokator( na kostni
metabolismus a prevazna vétSina z nich demonstruje pozitivni vliv na skelet. Bylo
zjisténo, Ze B-blokatory pravdépodobné zvysuji novotvorbu kostni hmoty (Takeda et
al., 2002). Mnohé prace uvadi, Ze uzivani B-blokatorl zlepsuje kostni mineralni hustotu

(Pasco et al., 2004; Turker et al., 2006; Bonnet et al., 2007; Yang et al., 2011) a sniZuje



Diskuse 97

riziko fraktur (Pasco et al., 2004; Schlienger et al., 2004; Rejnmark et al., 2006; Bonnet
et al., 2007; Meisinger et al., 2007; Yang et al., 2011). Naopak Rejnmark et al. (2004) ve
své praci uvadi, Ze perimenopauzalni Zeny lé¢ené B-blokatory (téZ metoprololem) mély
trojnasobné riziko vzniku fraktury a o 20 % nizsi sérovy osteokalcin v porovnani s
nelééenymi Zenami.

Beta-blokatory patfi mezi ¢asto uzivanou skupinu antihypertenziv, mezi které
patfi také pravé metoprolol. O jeho vlivu na kostni metabolismus se zatim mnoho nevi
a dosavadni data o PB-blokatorech a jejich vlivu na kostni metabolismus jsou
nejednotna.

V 1. experimentu byli pouZiti zdravi dospéli samci potkani kmene Wistar,
jejichz kostni metabolismus byl ovlivnén pouze B-blokatorem v relativné nizké denni
davce 5 mg/kg BW a v relativné kratkém case 8 tydnl — v porovnani s lidmi, ktefi tyto
léky uZivaji dlouhodobé a na jejich kostni metabolismus navic puUsobi faktory jak
neovlivnitelné (vnitfni, endogenni; napt. vék, rasa, pohlavi, genetické vliv, geografické
a klimatické vlivy), tak ovlivnitelné (vnéjsi, exogenni; napf. Zivotni styl, uZivani
nékterych 1ékd). Stanovovali jsme hustotu kostniho minerdlu ve 3 oblastech skeletu s
rozdilnym zastoupenim trabekularni a kortikalni kosti a neprokazali jsme statisticky
vyznamnou zménu po 8 tydnech podavani metoprololu. Ackoli nedosSlo ke zméné v
BMD, prokdzali jsme statisticky vyznamny pokles tlakové odolnosti krcku nutné ke
zlomeni pouze u pravého femuru v porovnani s kontrolni skupinou. U levého femuru
byl patrny také pokles, ale bez poZzadované signifikance. Pomoci three-point bending
testu nebyla zjisténa statisticka vyznamnost v maximalni tlakové sile ve stfedni oblasti
diafyzy mezi skupinami. Nase vysledky naznacuji, Ze metoprolol ovliviiuje kostni tkan a
to predevsim trabekularni ¢ast kosti, ktera je metabolicky aktivnéjsi nez kost kortikalni.
Lokadlné v kosti doSlo k znatelnému narlstu exprese kostniho morfogenetického
proteinu 2 v proximalni ¢asti tibie. Domnivame se, Ze zvySeni syntézy BMP-2 je reakci
na zménu (zeslabeni) trabekuldrni ¢asti kosti vliivem metoprololu.

V nasi 2. studii jsme sledovali vliv metoprololu u samct potkand kmene Wistar
na kostni metabolismus, ktery byl narusen vlivem orchidektomie. Lék byl podavan po
relativné dlouhou dobu 12 tydnU v denni davce 54 mg/kg BW. Po 12 tydnech podavani

metoprololu orchidektomovanym potkandm bylo prokazano snizeni kostniho obratu.
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Doslo k signifikantnimu poklesu hladin CTX-I, PINP, BMP-2 a OPG. Kostni alkalicka
fosfataza také poklesla, ale bez statistické vyznamnosti. Je zajimavé, ze v predchozim
experimentu na zdravych dospélych samcich potkand kmene Wistar, kterym byl
podavan metoprolol v nizsi davce (5 mg/kg BW) a po kratsi dobu (8 tydn), doslo k
zvySeni mnoZstvi rlstového faktoru osteoblastd BMP-2 v proximalni ¢asti tibie. Kostni
morfogenetické proteiny (BMP) patfi do nadrodiny rastovych faktorl TGF-B
(Transforming Growth Factor B), které podporuji diferenciaci mezenchymadlnich bunék
v chondrocyty a osteoblasty a osteoprogenitorovych bunék v osteoblasty (Lieberman
et al., 2002). Naopak u orchidektomovanych potkani se hladina BMP-2 v kostnim
homogenatu po podavani metoprololu signifikantné snizZila. Potkani s neporusenym
kostnim metabolismem reagovali na podani metoprololu v predchozim experimentu
odliSnou expresi BMP-2 v kostni tkani nez potkani, ktefi méli kostni metabolismus
narusen vlivem orchidektomie. Nase vysledky ukazuji pozitivni vliv metoprololu
zvySenim hladiny IGF-1, kterd byla vlivem orchidektomie sniZzena. V nasi pfedchozi
studii metoprolol zpUsobil snizeni tlakové odolnosti kréku femuru po 8 tydnech
podavani. V této studii metoprolol neovlivnil ani kostni minerdlni hustotu a ani
mechanické vlastnosti kosti u orchidektomovanych potkan(. Nase vysledky bohuzel
nepodpofrily hypotézu vétSiny praci, Ze beta-blokatory zlepSuji BMD a snizuji riziko
vzniku fraktur.

Ve tfeti studii se spontdnné hypertenznimi potkany, kterym byl podavan
metoprolol v denni davce 50 mg/kg BW po dobu 12 tydnd, se projevil vliv [éCiva pouze
na hladinu kostnich marker(. Byl prokazan signifikantni pokles PINP a nesignifikantni
pokles CTX-1, BMP-2 a BALP v porovnani s orchidektomovanou kontrolni skupinou.

Je pozoruhodné, Ze vysledky studie na zdravych potkanech a studii na
potkanech po provedené orchidektomii se vyrazné lisSi v mnoZstvi BMP-2 v tibii a ve
vlivu na mechanickou odolnost kostni tkané. Domnivame se, Ze efekt metoprololu na
kostni metabolismus bude pravdépodobné zavisly na jeho davce a délce podani a také
na momentalnim stavu kosti a produkci proteoanabolickych hormond, alespon u

potkand.
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6 Zavéry

Disertacni prace shrnuje dosavadni poznatky o vlivu vybranych hypolipidemik
(ezetimib, atorvastatin) a antihypertenziv (amlodipin, metoprolol) na kostni
metabolismus. Ddle hodnoti a diskutuje nova zjisténi o ucincich téchto IéCiv na kostni
metabolismus u zdravych nebo kastrovanych samcl potkand kmene Wistar, a také u
spontanné hypertenznich potkani, kterym byla provedena oboustrannd
orchidektomie. Predkladana prace byla soustifedéna na hodnoceni zmén koncentraci
kostnich marker( nejen v séru, ale také v kostni tkani. TéZ byla zamérena na zjistovani
zmén v denzité kostniho mineralu v rlznych oblastech skeletu a na zménu télesné
stavby (tukové a svalové tkané). V neposledni fadé bylo stfredem zajmu zjisténi zmén

mechanickych vlastnosti femuru.

Ze ziskanych vysledkU Ize shrnout tyto zavéry:

* Orchidektomie provedend u potkanl kmene Wistar zp(lsobila po 12
tydnech zvySeni kostniho obratu (narast koncentraci kostnich markerd —
PINP, CTX-I, BALP, OPG, BMP-2), pokles sérové koncentrace rlistového
faktoru IGF-1, snizeni BMD a zpomaleni vyvoje kostni hmoty, kterd
vyustila ve zvySenou lomivost v porovnani s intaktnimi potkany. Potvrdili
jsme negativni vliv kastrace na stavbu téla a na kostni metabolismus.

* Ezetimib vdenni ddvce 1 mg/kg BW signifikantné neovlivnil kostni
metabolismus u zdravych samc( potkanl kmene Wistar po osmi
tydnech podavéni. Lécivo pravdépodobné neovliviiuje kostni
metabolismus alespon u potkanl a Ize ho podavat bez obav z naruseni
skeletu.

e Atorvastatin podavany po dobu osmi tydn( v denni davce 3 mg/kg BW
zdravym samcum potkan(i kmene Wistar prokdazal pozitivni vliv na kostni
metabolismus snizenim kostniho metabolického obratu (statisticky
vyznamny pokles sérové koncentrace BALP) a zvySenou syntézou BMP-2
v proximalni ¢asti tibie v porovnani s kontrolnimi potkany. Atorvastatin

(12 mg/kg BW) podavany orchidektomovanym potkanlim kmene Wistar
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zpUsobil po 12 tydnech pokles kostniho obratu (signifikantni pokles CTX-
I, BMP-2, OPG), zvysSeni syntézy IGF-1 a zlepSeni mechanickych vlastnosti
femuru. V porovnani skontrolnimi potkany po orchidektomii byly
femury delsi, v prdméru silnéjsi a zvysila se maximalni tlakova sila nutna
ke zlomeni ve stfedu diafyzy femuru. Atorvastatin je vhodnym
hypolipidemikem u pacientd s narusenym kostnim metabolismem.
Mohlo by se uvaZovat o jeho poddavani pro prevenci vzniku osteopordzy.
Amlodipin (3 mg/kg BW) podavany 8 tydn(i zdravym potkanim sniZzil
kostni obrat (signifikantni pokles CTX-I, BALP vséru i vkostnim
homogendtu) a zvysil syntézu BMP-2 v kosti. Toto antihypertenzivum
podavané ve stejné davce jako v prvnim experimentu po dobu 12 tydna
orchidektomovanym potkaniim kmene Wistar sniZilo kostni metabolicky
obrat (signifikantni pokles vSech stanovovanym kostnich markert),
zpUsobilo narlst IGF-1, zvyseni celotélové BMD a pokles lomivosti
diafyzy femuru v porovnani skontrolou po orchidektomii. U
orchidektomovanych potkand kmene SHR byl prokazan snizeny kostni
metabolicky obrat signifikantnim poklesem ukazatele kostni resorpce
CTX-I a rlstového faktoru osteoblasti BMP-2. Zvysledkd vyplyva, ze
amlodipin plsobi pozitivné na kostni metabolismus alespon u samcl
potkanu.

Kombinace amlodipin+atorvastatin  zplsobila  pokles  sérové
koncentrace BALP a nartst BMP-2 v kostni tkani. Dale signifikantni rdst
femuru do délky, ktery byl prokdzan pouze u pravého femuru, u levého
byl téZ patrny, ale bez pozadované signifikance. Tato kombinace IéCiv se
jevi pozitivnimi ucéinky na kostni metabolismus, stejné jako léciva
poddvana samotna.

Metoprolol (5 mg/kg BW) zpUsobil po 8 tydnech sice narlst mnozstvi
BMP-2 v proximalni ¢asti tibie, ale pokles maximalni tlakové odolnosti
krcku ke zlomeni pouze u pravého femuru v porovnani s kontrolou. U
orchidektomovanych potkanl kmene Wistar dosSlo po 12 tydnech

podavani metoprololu (54 mg/kg BW) k poklesu kostniho metabolického



Zavéry 101

obratu (signifikantni pokles PINP, CTX-I, BMP-2, OPG) a narlstu sérové
koncentrace IGF-1 v porovnani s orchidektomovanou kontrolou. U
orchidektomovanych potkani kmene SHR jsme prokazali statisticky
vyznamny pokles PINP. Vysledky jsou dosti nejednoznacné. Lze
predpokladat, Ze u orchidektomovanych potkani kmene Wistar a
spontanné hypertenznich potkantd ma metoprolol pozitivni vliv na kostni
metabolismus jeho zpomalenim, ale bez vyznamného vlivu na BMD a
sily nutné ke zlomeni diafyzy a kréku femuru. Vzhledem k nejednotnosti
vysledk( nelze s jistotou tvrdit, zda ma metoprolol spiSe negativni nebo

pozitivni ucinky.

Zavérem lze fici, Ze vybrand léciva (atorvastatin, amlodipin, metoprolol)
ovliviuji uréitym zpUisobem kostni metabolismus a to jak u zdravych samcl potkana,
tak i u potkanQ s narusenym kostnim metabolismem navozenym kastraci. Z vysledku
predkladané disertacni prace vyplyva, ze se ucinky léciv v nékterych hodnocenych
parametrech vyznamné liSi u zdravého a orchidektomovaného potkana. Vliv [éCiv na
skelet evidentné zavisi na vychozim stavu kostniho metabolismu potkana.

Prezentovand prdace pfinasi nové poznatky o vlivu vybranych hypolipidemik a
antihypertenziv na kostni metabolismus a zaroven otvira dalsi témata pro budouci
studium této problematiky za pouZiti modernéjsi pristrojové techniky a molekularnée-
biologickych metod. Pfedkladana disertacni prace nastinila problém, ktery upozornuje
na to, Ze vybér vhodného antihypertenziva a hypolipidemika by mél zohlednit i
soucasny stav kostniho metabolismu u pacienta. Vzhledem k tomu, Ze praveé tato léciva
jsou béiné predepisovana lidem v pokrocilém véku, ktefi maji velmi casto

diagnostikovanou osteopenii ¢i osteopordzu.
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7 Souhrn

Osteopordza patii mezi nejcastéjsi metabolicka kostni onemocnéni, které se
fadi mezi zavazné civilizaCni choroby a predstavuje velky zdravotni a socioekonomicky
problém zvlasté ve vyssich vékovych kategoriich. Kardiovaskularni onemocnéni jsou
jednim z velkych problém0 nasi spolecnosti a nejcastéjsi pricinou umrtnosti na celém
svété. Mezi hlavni rizikové faktory patfi hypercholesterolémie a arteridlni hypertenze,
které jsme schopni ucinné ovlivnit fadou lékl(. Prozatim nebyla vénovana velka
pozornost skutecnosti, zda a jak tyto Iéky ovliviuji kostni metabolismus. S pribyvajicim
vékem lidi se castéji vyskytuje hypertenze a hypercholesterolémie spolecné s
progredujicim ubytkem kostni hmoty vedouci az k osteopordéze. Mnohé studie
naznacuji, Ze antihypertenziva a hypolipidemika urcitym zplsobem zasahuji i do
kostniho metabolismu.

Pfedmétem zajmu predkladané prace bylo zkoumani vlivu vybranych, ¢asto
predepisovanych, |é¢iv ze skupiny antihypertenziv (amlodipin, metoprolol) a
hypolipidemik (ezetimib, atorvastatin) na kostni metabolismus u zdravych samc(
potkand kmene Wistar a u potkand po provedené orchidektomii (Wistar a spontanné
hypertenznich potkan().

Béhem mého doktorského studia byly provedeny tfi experimenty na potkanech
se zmifiovanymi léCivy. V 1. experimentu byla poddvana léciva (metoprolol, amlodipin,
atorvastatin, ezetimib, kombinace amlodipin+atorvastatin) samclm potkanim kmene
Wistar s kostnim metabolismem nenarusenym kastraci. V 2. studii byla poddvdna
léCiva (amlodipin, metoprolol, atorvastatin) orchidektomovanym potkanim kmene
Wistar a ve 3. experimentu pouze antihypertenziva (amlodipin, metoprolol)
orchidektomovanym spontanné hypertenznim potkantm.

Ezetimib nevykazoval signifikantni efekt na kostni metabolismus u zdravych
samcl potkand. Ostatni IéCiva zpUsobila utlumeni kostniho metabolického obratu a
zvySenou syntézu rlstového faktoru osteoblastd BMP-2 v kostni tkani. Po podavani
metoprololu doslo k zvySené lomivosti kréku pravého femuru. Vysledky z levého
femuru nebyly signifikantni, ale vykazovaly také snizeni maximalni tlakové sily nutné ke

zlomeni.
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Orchidektomie navodila zrychleni kostniho metabolického obratu, ktery byl
zjiStén narlGstem koncentraci kostnich markerd, dale pokles IGF-1, kostni mineralni
hustoty a zvySenou lomivost femurd. Po 12 tydnech podani lé¢iv orchidektomovanym
potkandm kmene Wistar bylo prokazano utlumeni kostniho obratu poklesem kostnich
marker( a ndrGstem IGF-1. Nejucinnéji se jevil atorvastatin, ktery navic zpUsobil
zvySeni hustoty kostniho mineralu, nardst femurd v primeéru a délce a s tim souvisejici
lepsi pevnost kostni tkané v porovnani s orchidektomovanou kontrolou. Ddle pak
amlodipin, ktery zlepsil celotélovou hustotu kostniho mineralu a parametry levého
femuru (prameér, tloustka kortikalni ¢asti kosti a sila nutna ke zlomeni v oblasti diafyzy
femuru), u pravého femuru jevily hodnoty stejnou tendenci, ale nesignifikantné.

Ve 3. experimentu byla podavana antihypertenziva po dobu 12 tydn(
orchidektomovanym spontanné hypertenznim potkanim. Amlodipin a metoprolol
zpUsobily utlumeni kostniho metabolického obratu, ktery byl zvySen vlivem
orchidektomie. Na hustotu kostniho mineralu a mechanické vlastnosti kostni tkané
neméla antihypertenziva statisticky vyznamny vliv.

Ziskana data umozZnila demonstrovat vliv vybranych |éfiv na kostni
metabolismus. Selektivni inhibitor absorpce cholesterolu ezetimib nemél vliv na kostni
metabolismus potkana. Atorvastatin, inhibitor biosyntézy cholesterolu, ukazal nejvice
pozitivni Ucinek na kostni tkan. Statiny vykazuji mnoho pleiotropnich ucink(, mezi
které patfi také vliv na kostni metabolismus, ktery byl v predkladané praci prokazan.
Lze predpokladat, Ze atorvastatin md velmi pozitivni vliv na skelet, alespori u potkana.
DalsSim l|éCivem, které se jevi jako prospésné na kostni metabolismus, je blokator
kalciovych kanal(i amlodipin. Metoprolol ze skupiny B-blokator( vykazuje rozporuplny
vliv na kostni tkan a to predevsim na odolnost krécku femuru v tlaku nutného ke
zlomeni u zdravych samcli potkan(, ale u orchidektomovanych potkand tento
negativni vliv nebyl prokazan.

Lze predpokladat, Ze statiny a derivaty dihydropyridinu by mohly oddalit
projevy vzniku osteopordzy alespon u potkanu. Je nutné provést dalsi experimenty za
pouziti modernéjsi pristrojové techniky a molekularné-biologickych metod. Déle je také
nutné potvrdit Gcinek na skelet v retrospektivnich ¢i prospektivnich studiich u pacient

uzZivajicich tato léciva.
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8 Summary

Osteoporosis is one of the most common metabolic bone diseases, which
belong to civilization diseases, and is a major health and socioeconomic problem,
particularly in the older age groups. Cardiovascular diseases are one of the great
problems of our society and a leading cause of death worldwide. The major risk factors
include hypercholesterolemia and arterial hypertension, which can be effectively
reduced by several groups of drugs. At the present, not much attention has been paid
to whether or how these drugs affect bone metabolism. With increasing age, people
are more likely to develop hypertension and hypercholesterolemia with progressive
loss of bone leading to osteoporosis. Many studies have suggested that
antihypertensive and hypolipidemic drugs in some way influence bone metabolism.

The subject of the present thesis was to investigate the effect of selected,
frequently prescribed antihypertensive drugs (amlodipine, metoprolol), and
hypolipidemic drugs (ezetimibe, atorvastatin) on bone metabolism in healthy male
Wistar albino rats and in rats after orchidectomy (Wistar and spontaneously
hypertensive rats).

During my postgradual study, three experiments in rats with above mentioned
drugs were performed. In the first experiment, drugs (metoprolol, amlodipine,
atorvastatin, ezetimibe, a combination of amlodipine + atorvastatin) were
administered to male albino Wistar rats with bone metabolism undisturbed castration.
In the second study, drugs (amlodipine, metoprolol, atorvastatin) were administered
to orchidectomized Wistar rats. In the third experiment, orchidectomized
spontaneously hypertensive rats were treated with antihypertensive drugs
(amlodipine, metoprolol).

Ezetimibe did not show any significant effect on bone metabolism in healthy
male rats. Other drugs caused suppression of bone turnover and increased synthesis of
osteoblast growth factor BMP-2 in bone tissue. After administration of metoprolol,
maximum strength of the right femoral neck was increased. Results from the left
femur were not significant, but showed a reduction of the femoral neck maximum

load.



Ptilohy 105

Orchidectomy induced acceleration of bone turnover as indicated by increased
concentrations of bone markers, reduction of IGF-l, bone mineral density and
increased fragility of the femur. Suppression of bone turnover by decrease in bone
markers and increase in IGF-I were shown after 12 weeks administration of drugs to
orchidectomized Wistar rats. The most effective agent seems to be atorvastatin, which
increased bone mineral density, diameter and length of the femurs, and thus improved
bone strength compared with orchidectomized control rats. Furthermore, amlodipine
improved whole-body bone mineral density and parameters of the left femur
(diameter, thickness of cortical bone and the maximal strength of the femoral shaft). In
the right femur, the values had the same tendency, but were not significantly changed.

In the third experiment, antihypertensive drugs were given to orchidectomized
spontaneously hypertensive rats for 12 weeks. Amlodipine and metoprolol caused a
suppression of bone turnover, which had been increased by the influence of
orchidectomy. The antihypertensive drugs did not have statistically significant effects
on the bone mineral density and mechanical properties of bone tissue.

Obtained data allowed demonstrating the effect of selected drugs on bone
metabolism. Ezetimibe, a selective cholesterol absorption inhibitor, had no effect on
bone metabolism in rats. Atorvastatin, an inhibitor of cholesterol synthesis, showed
the most positive effect on bone tissue. Statins exhibit many pleiotropic effects, which
include also effect on bone metabolism, which was demonstrated in the presented
work. It can be assumed that atorvastatin has a very positive effect on the skeleton, at
least in rats. Another drug that appears to be beneficial on bone metabolism is the
calcium channel blocker amlodipine. B-blocker metoprolol has inconsistent effects on
bone tissue, especially in the compression test of the femoral neck. The maximal load
was decreased in healthy male Wistar rats, but in orchidectomized rats this negative
effect was not demonstrated.

It can be assumed that the dihydropyridine derivatives and statins could delay
the symptoms of osteoporosis, at least in rats. It is necessary to perform further
experiments using more modern instrumentation and molecular biology methods. It is
also necessary to confirm the effect on the skeleton in retrospective or prospective

studies in patients taking these drugs.
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