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Seznam zkratek

BCTX C-terminalni telopeptid kolagenu typu I (8 CrossLaps)

BMD Bone mineral density (denzita kostniho mineralu)

BMI Body mass index (index télesné hmotnosti)

iCa lonizované kalcium

OPG Osteoprotegerin

PINP N-termindlni propeptid prokolagenu typu |

PTH Parathormon

RANKL Ligand pro receptor aktivujici nuklearni faktor kappa B

TRAP5b Tartardt rezistentni kysela fosfataza isoenzym5b

TPTD Teriparatid (rekombinantni lidsky N-terminaini fragment molekuly parathormonu,
PTH [1-34])

25-OHD 25 - hydroxyvitamin D



Abstrakt (CZ2)

Cirkadianni rytmus parathormonu (PTH) je dobfe dokumentovan, ale jeho
fyziologicka Uloha neni zcela objasnéna. U zdravych osob sleduji biochemické markery
kostni remodelace podobny cirkadianni rytmus jako PTH s no¢nim vzestupem kostni resorpce
a novotvorby. Ztrata diurnalni variability PTH byla pozorovana nejen u pacientl s primarni
hyperparatyre6zou, ale také u pacientek s postmenopauzalni osteoporézou. Kontinualné
zvySené koncentrace PTH vedou k nadmérné stimulaci kostni resorpce, naproti tomu
intermitentni podavani PTH ma u pacientll s osteoporézou silny osteoanabolicky Gcinek.
Zatim nebylo zkoumano, zdali senzitivita skeletu vici plisobeni exogenniho PTH zavisi také
na denni dobé jeho aplikace. Cilem nasi prace bylo ovéFit hypotézu, Ze aplikace teriparatidu
(TPTD, lidského rekombinantniho PTH [1-34]) v rliznou denni dobu ovliviiuje fyziologicky
cirkadianni rytmus kostni remodelace a také denzitu kostniho mineralu (BMD) pfi
dlouhodobé lécbé TPTD.

Do prvni studie bylo zafazeno 14 Zen s postmenopauzalni osteopordzou léenych
TPTD v davce 20 ug denng, aplikovanym subkutanné bud' rdno pred snidani (~ v 8:00 hod)
anebo po vecefi (~ ve 20:00 hod). Byly hodnoceny sérové koncentrace C-terminalniho
telopeptidu kolagenu typu I (BCTX), N-terminélniho propeptidu prokolagenu typu | (P1NP),
ionizovaného kalcia (iCa) a koncentrace plazmatického intaktniho PTH v priibéhu 24 hodin.
Vysledky prokazaly signifikantni zavislost vsech mérenych parametrd na denni dobgé. Vecerni
IéCba TPTD signifikantné prohloubila amplitudu cirkadianniho rytmu markeru kostni resorpce
BCTX, zatimco ranni aplikace TPTD vedla k oplosténi rytmu BCTX. Cirkadianni rytmus
markeru kostni novotvorby PINP vykazoval vyrazné mensi amplitudu nez BCTX. Zmény iCa
béhem 24 hodin pozitivné korelovaly se zménami BCTX (p < 0,001) a negativné se zménami
PTH (p <0,001). K nasledné ro¢ni Ié€bé TPTD, ktery byl aplikovan bud' rano pred snidani (~
v 8:00 hod) anebo po veCefi (~ ve 20:00 hod), bylo randomizovano celkem 50 pacientek
s postmenopauzalni osteoporézou. Vecerni podavani TPTD vedlo po 6 mésicich 1éCby k
vyznamné vétSimu vzestupu markeru kostni novotvorby - PINP (+358% vs. +215%) a také
markeru kostni resorpce - tartrat rezistentni kyselé fosfatazy isoenzymu 5b (+70% vs. +37%),
ve srovnani s ranni aplikaci (p < 0,05). Po roce leCby TPTD doslo k vyznamnému vzestupu
BMD v oblasti bederni patefe v obou skupinach (p < 0,001), ale signifikantné vétsi narGst
BMD (p < 0,05) byl zjistén po rannim podavani TPTD (+ 9,1 %) v porovnéni s veCernim
rezimem (+ 4,8%).

Prokazali jsme, Ze denni doba podani TPTD vyznamné moduluje jak cirkadianni
rytmus kostni remodelace, tak cirkadianni zmény kalcia v séru a endogenniho PTH v plazmé
u Zzen s postmenopauzalni osteoporézou. Rocni Ié€ba TPTD podavanym rano vedla
k vyznamné vétsimu narlstu BMD v oblasti bederni patefe ve srovnani s vecernim rezimem
IéCby. Vysledky studie podporuji hypotézu, Ze odpovéd skeletu na Ié€bu TPTD vyznamné
ovliviiuje denni doba jeho aplikace. Tyto vysledky mohou mit vyznam pro zvyseni
dlouhodobé ucinnosti léCby TPTD.

Kli¢ova slova: cirkadianni rytmus, kostni remodelace, osteopordza, parathormon, teriparatid



Abstract (EN)

Circadian rhythm of parathyroid hormone (PTH) is well documented, but its
physiological role is not fully understood. In healthy individuals, biochemical markers of
bone remodeling follow a similar circadian rhythm to PTH with a nocturnal rise in bone
resorption and formation. The loss of PTH diurnal variation was observed not only in primary
hyperparathyroidism, but also in patients with postmenopausal osteoporosis. Continuously
elevated concentrations of PTH lead to excessive stimulation of bone resorption, whereas
intermittent PTH administration has a strong osteoanabolic effect in patients with
osteoporosis. It has not been examined whether the skeletal sensitivity to PTH action depends
also on the time of its application.

The aim of our study was to verify the hypothesis that the application of teriparatide
(TPTD, recombinant human PTH [1-34]) at different times of the day in the context of its
diurnal variability affects the physiological circadian rhythm of bone remodeling and also the
skeletal response (bone mineral density, BMD) to long-term TPTD treatment.

Fourteen women with postmenopausal osteoporosis treated with 20 micrograms of
TPTD daily, applied subcutaneously either in the morning or evening, were included in the
first study. The concentration of serum C-terminal telopeptide of type I collagen (BCTX), N-
terminal propeptide of type | procollagen (P1NP), serum ionized calcium (iCa) and plasma
intact PTH concentrations were evaluated within 24 hours. The results showed a significant
dependence of all measured parameters on the time of day. Evening TPTD treatment
significantly enhanced the amplitude of the circadian rhythm of bone resorption marker
BCTX, while morning TPTD applications led to the flattening of BCTX rhythm. Circadian
rhythm of bone formation marker PLNP showed significantly smaller amplitude that seen in
BCTX. Changes in serum iCa were positively related to changes in serum BCTX (p<0,001)
and negatively related to changes in PTH (p<0,001).

Fifty women with established postmenopausal osteoporosis were randomized to 12-
month treatment with 20 ug of TPTD, administered daily either in the morning (before
breakfast, at 8.00 a.m.) or in the evening (after dinner, at 8.00 p.m.). After 6 months, the
evening teripartide treatment resulted in a more pronounced increase in bone formation
marker - PINP (+358% vs. 215%) as well as bone resorption marker - tartrate-resistant acid
phosphatase isoform 5b (+70% vs. +37%) when compared with the morning treatment arm
(p <0,05). After 12 months of TPTD treatment, the lumbar spine BMD grew markedly in
both treatment groups (p < 0,001) with a significantly greater increase in the morning arm
(+9,1%) compared to the evening arm (4,8%).

We have shown that timing of TPTD treatment significantly modulates the circadian rhythm
of bone turnover markers as well as calcium-parathyroid axis in women with postmenopausal
osteoporosis. 12-month morning administration of TPTD resulted in a larger increase in the
lumbar spine BMD than the evening application. These results support the hypothesis that
timing of TPTD administration significantly affects the skeletal response to TPTD treatment.
Timing of TPTD treatment can be important for increasing its long- term efficacy.

Keywords: circadian rhythm, bone remodeling, osteoporosis, parathyroid hormone,
teriparatide



1. Uvod

Studie zabyvajici se variabilitou intaktniho parathormonu (PTH) potvrdily dvoufazovy
rytmus PTH s menSim vzestupem koncentrace mezi 16:00 a 19:00 hod a s druhym vétSim
vrcholem mezi 02:00 a 06:00 hod ranni (el Hajj Fulehain et al., 1997). Bylo dokumentovano,
Ze cirkadianni zmény v sekreci PTH jsou synchronizovany s hladinou vapniku, fosfatl a
marker( kostni remodelace (Joseph et al., 2007). Zakladni sloZka cirkadianniho rytmu PTH je
endogenni (el Hajj Fulehain et al., 1997) a vnéjsi faktory, napf. nutri¢ni (Blumsohn et al.,
1994; Calvo et al., 1990; Fraser et al., 1994), endokrinni, neuroendokrinni nebo neuralni,
moduluji jeho amplitudu (Joseph et al., 2008; Logue et al., 1992; Schmitt et al., 2003).
Fyziologicka funkce cirkadianniho rytmu PTH zatim nebyla zcela objasnéna. Zmény v
endogenni sekreci PTH se vyskytuji u nékterych endokrinnich onemocnéni, jako je primarni
(Logue et al., 1990) nebo sekundarni hyperparatyredza, akromegalie (White et al., 2006) Ci
nedostatek rlistového hormonu v dospélosti (White et al., 2005), kde ovlivriuji proces kostni
remodelace a mohou pfispivat ke vzniku osteoporozy. Také u Zen s postmenopauzalni
osteopordzou byla popsana ztrata cirkadidnniho rytmu PTH a byly pozorovany dalsi
abnormality v sekreci PTH (Eastell et al., 1992; Fraser et al., 1998; Ledger et al., 1994).
PFiciny téchto abnormalit v sekreci PTH u pacientl s osteopor6zou zatim nebyly vysvétleny.

Lécba exogennim PTH ma na kost anabolické i katabolické UCinky v zavislosti na
koncentraci a délce expozice (Dobnig et al., 1997). DelSi expozice PTH napf. v pfipadé
kontinudlni infuze (Hock a Gera, 1992) nebo trvale zvy3ené koncentrace endogenniho PTH u
pacientll s primarni hyperparatyre6zou vede k nadmérné stimulaci osteoresorpce (Mosekilde,
2008). Naproti tomu kratkodobéa expozice PTH nap¥. po jednordzové subkutanni aplikaci,
vede k vétsi stimulaci kostni novotvorby (Podbesek et al., 1983). Existence fyziologického
cirkadianniho rytmu kostni remodelace (Wichers et al., 1999; Quvist et al., 2002; Eastell et al.,
1992; Nielsen et al., 1991), ktery u zdravych osob koreluje s cirkadiannimi zménami
endogenniho PTH a fosfatd v séru (Joseph et al., 2007), svéd¢i pro vzajemnou souhru
kostniho a fosfokalciového metabolismu. Byla formulovana hypotéza, Ze cirkadianni
variabilita endogenniho PTH by mohla byt dllezita pro stimulaci kostni novotvorby. Snaha
o restauraci fyziologického cirkadianniho rytmu PTH a/nebo obnoveni citlivosti kostnich
bunék k ucinklim PTH mliZe vytvofit novou strategii v 1écbé osteopordzy (Fraser et al., 2004).
Ucinek 1é6by PTH nebo jeho N-terminalniho fragmentu, teriparatidu (TPTD) na kostni
remodelaci se mlze lisit v zavislosti na denni dobé jeho aplikace. Tato otazka ale zatim

nebyla u lidi zkoumana a je cilem nasi préace.



2. Cile prace

Cilem préace bylo ovéfit hypotézu, Ze odezva kostnich bunék na Ié€bu TPTD zavisi na denni
dobé jeho podani.

Studie |
Cilem prvni studie bylo posoudit, zdali denni doba aplikace TPTD ma vliv na cirkadianni
rytmus kostni remodelace, endogenniho PTH a ionizovaného kalcia (iCa) u pacientek

s postmenopauzalni osteopordzou.

Studie 11

Cilem druhé studie bylo zhodnotit dlouhodobé zmény kostnich marker(i a denzity kostniho
mineralu (BMD) u pacientek s postmenopauzalni osteoporézou Ié€enych TPTD podavanym
bud’ rano pred snidani (~ v 8 hod) anebo po vecefi (~ ve 20 hod).



3. Metodika

Studie |

Do prvni studie bylo zafazeno 14 Zen s postmenopauzalni osteopordzou (ve véku 72,4
+ 9,3 let) I1éCenych TPTD v davce 20 pg denné (Forsteo ®, Eli Lilly and Co), aplikovanym
subkutanné bud’ rano pred snidani (~ v 8:00 hod) anebo po vecefi (~ ve 20:00 hod). Do studie
byly zahrnuty postmenopauzalni Zeny (nejméné 5 let po menopauze), u kterych byla
denzitometricky diagnostikovana osteoporoza (T- skore < - 2,5 v oblasti bederni patere nebo
krcku femuru) a z&roven byla jiZ pritomna osteoporoticka zlomenina. U v3ech pacientek byla
souCasneé zajisténa suplementace vitaminem D3 (v davce 800 -1000 1U denng) a kalciem
(celkovy prijem vapniku nejméné 1000 mg denné). Do studie nebyly zafazeny pacientky s
abnormalni koncentraci kalcia v séru ¢i v moci, s deficitem vitaminu D (sérové koncentrace
25- hydroxyvitaminu D <50 nmol/l), ¢i s jinym onemocnénim (kromé osteoporozy)
zasahujicim do kostniho metabolismu. Zakladni charakteristika pacientek je uvedena
v tabulce 1.

Den pred zahajenim studie pacientky pferusily Ié€bu TPTD, vapnikem a vitaminem D
a noc pred zacatkem studie lacnily. V den studie byla pod&vané standardizovand strava v Case
od 8:00 do 8:30 hod, 11:30 do 12:00 hod a 17:30 do 18:00 hod, byl vymezen také pfijem
tekutin. Doba spanku a bdéni nebyla porusena. TPTD byl podan bud' rano (~ v 8:00 hod, pred
snidani) nebo vecer (~ ve 20:00 hod, po vecefi). V 08:00 hod (pfed podanim TPTD) byla
pacientkdm zavedena intravendzni kanyla a nasledné byl proveden 1. odbér krve. V pribéhu
dalSich 24 hodin byly odebrany krevni vzorky (sérum a plazma) v intervalu 3 hodin.

Biochemickéa analyza

Koncentrace ionizovaného kalcia (iCa) v séru byla méfena pomoci iontové selektivni
elektrody s AVL 9180 (Roche Diagnostics GmbH, Némecko). Plazmatické koncentrace
imunoreaktivniho intaktniho parathormonu (PTH) a sérové koncentrace C-terminélniho
telopeptidu kolagenu typu | (BCTX) byly méfeny pomoci elektrochemiluminiscenéni
imunoanalyzy (analyzator Elecsys 1010, Roche Diagnostics, Némecko). Sérové koncentrace
intaktniho N-terminalniho propeptidu prokolagenu typu | (PINP) byly stanoveny
radioimunoanalyzou (Procollagen Intact PINP, Orion Diagnostica, Finsko). Sérové
koncentrace 25 - hydroxyvitamin D (25-OHD) byly stanoveny pomoci enzymatické
imunoanalyzy (OCTEIA-25-Hydroxy Vitamin D, Immunodiagnostic Systems Limited,
Boldon, Velk4 Britéanie).



Statisticka analyza

K posouzeni 24 hodinovych cyklickych zmén méfenych veli€in byl pouzit linearni
model s opakovanym méfenim (GLM RM, General Linear Model Repeated Measured
Variant). GLM RM jsme uZili kromg testovani vyznamnosti zaznamenanych hodnot
vybranych proménnych (Cas, skupina, interakce mezi ¢asem a skupinou) rovnéz pro
porovnani mérenych parametr(l v ramci jedné skupiny a také pro odhad podilu variability, a
tim zhodnoceni velikosti Gginku (size effect) této zavislosti (n%). Cohenova konvence
oznaduje silny vliv pfin? > 0,137, stfedné silny vliv pfi 0,137> n? > 0,0588 a slaby vliv pfi
0,0588> 1?> 0,0099. Pouzitim Pearsonova korelaéniho koeficientu byl zkouman vztah mezi
zménami v drovni hladiny BCTX nebo iCa a PTH mezi jednotlivymi odbéry (rozdil 3 hodin).
Jako alternativu k GLM RM jsme uzili Cosinor model. VSechny statistické testy byly
provedeny pomoci programu SPSS, software pro Windows, verze 16.0. (SPSS Inc, Chicago,
IL, USA).

Tabulkal Vstupni charakteristika pacient( studie |

ranni TPTD veCerni TPTD p
Pocet pacient( 7 7 -
Veék (roky) 69,7 £9,2 75,1+£9,1 ns
Véha (kg) 68,6 +7,0 539+4,1 0,004
Vyska (m) 1,65 + 0.06 1,53+0,06 0,006
BMI (kg/m?) 25,6 + 2,6 230+11 ns
BMD bederni pater (T-score) -3,2+£0,7 -3,1+£0,8 ns
BMD celkovy proximalni femur (T-score) -2,1+0,9 -2,4+0,7 ns
Doba lécby TPTD (mésice) 94+18 11,9+23 ns
S-iCa (mmol/l) 1,29 £ 0,05 1,31+£0,05 ns
P-PTH (ng/l) 28974 258 £11,3 ns
S-BCTX (ng/l) 662,5 £168 940,1£461 ns
S-PINP (ug/l) 118,3+ 39 1699+92 ns

Data jsou uvedena v primérnych hodnotach + SD. Rozdily mezi skupinami byly analyzovany
neparovym t-testem.

Zkratky: p: hladina vyznamnosti; ns: nesignifikantni rozdil mezi skupinami;

TPTD: Teriparatid (rekombinantni lidsky N-terminalni fragment molekuly parathormonu,

PTH 1-34); BMI: body mass index; BMD: bone mineral density (denzita kostniho mineralu);
S-iCa: ionizované kalcium v séru; P-PTH: plazmaticky intaktni PTH; S-BCTX: C-terminalni
telopeptid kolagenu typu I v séru; S-PINP: N-terminalni propeptid prokolagenu typu | v séru
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Studie 11

Do studie byly zafazeny ambulantni pacientky s prokazanou postmenopauzalni
osteopordzou ve véku 60 aZ 85 let. Vstupni kritéria splfiovaly postmenopauzalni Zeny s
alespori jednou osteoporotickou zlomeninou obratle a denzitometrickym nalezem s T-skore <
- 2,9 v oblasti celkového proximalniho femuru nebo kréku femuru. Do studie nebyly zafazeny
pacientky s koncentraci 25- OHD v séru pod 50 nmol/l, abnormalni koncentraci kalcia v séru
¢i v moci, nebo pacientky s jinym chronickym onemocnénim ovliviiujicim kostni
metabolismus. Zakladni charakteristika pacientek je shrnuta v tabulce 2.

Pacientky byly IéCené subkutanni injekci TPTD v davce 20 pg denné (Forsteo ®, Eli
Lilly and Co.) aplikovanym bud' rdno (~ v 08:00 hod., pfed snidani) anebo vecer (~ ve 20:00
hod., po vecCeri.). VSechny pacientky mély celkovy denni pfijem vapniku nejméné 1000 mg, a
to bud prostfednictvim potravy nebo stravy obohacené o doplriky uhli¢itanu vapenatého (500
mg elementarniho kalcia dvakrat denné, po snidani a po vecefi). Po celou dobu léCby byla
podavana suplementace vitaminem D3 v davce 800 - 1000 IU denné. P¥i vstupni, 6 —a 12-
meésicni kontrole bylo provedeno kontrolni méfeni BMD a odbér krve po pfedchozim no¢nim
lanéni. Nasledné byla provedena laboratorni analyza (markery kostni remodelace, kalcemie

a rutinni biochemické vysetreni krve a moce).

Biochemickéa analyza

Pro analyzu sérové koncentrace 25- OH D, BCTX, PINP a plazmatické koncentrace
intaktniho PTH byly uZity metody popsané v metodice studie I. Sérové koncentrace 5b
izoformy tartaréat rezistentni kyselé fosfatazy (TRAP 5b) byly méfeny enzymatickou
immunonalyzou (Bone TRAP Assay, Immunodiagnostic Systems Limited, Boldon, Velka
Britanie).

Sérové koncentrace celkového kalcia, kreatininu a fosfatd v séru byly méreny pomoci

automatického analyzéatoru (Modular, Roche Diagnostics, Némecko).

Méreni kostni denzitometrie

Denzita kostniho mineralu byla méfena pfed zahajenim lécby TPTD, dale po 6 a 12 mésicich
IéCby, pomoci dvouenergiove rentgenové absorpciometrie (DXA,; denzitometr QDR 4500,
Hologic Inc, Waltham, MA, USA, software v. APEX 3,0).

10



Statistickd analyza

Pro statistickou analyzu byly uZity absolutni hodnoty biochemickych parametrd a BMD

a rovnéz procentualni zmény BMD oproti vychozim hodnotam. Srovnani dat v rdmci
jednotlivych skupin a mezi skupinami bylo provedeno pomoci GLM-RM. GLM-RM jsme
uzili rovnéz pro odhad podilu vysvétlené variability, a tim i velikosti U€inku této zavislosti

(n?). Kromé toho byl uzit Mann-Whitney test k testovan{ rozdilé mezi skupinami. Véechny

statistické testy byly provedeny pomoci programu SPSS pro Windows, verze 16.0 (SPSS Inc,

Chicago, IL, USA).

Tabulka 2  Vstupni charakteristika pacientl studie 11

ranni TPTD vecerni TPTD p

Pocet pacient( 26 24

Vek (roky) 72+5/1 73+9 ns
Roky po menopauze 26,5+ 6,8 23,4+6,4 ns
Vyska (m) 1,59 + 0,06 1,538 ns
Véaha (kg) 61,2+8 58,8+9 ns
BMI (kg/m?) 242 +3 25,2 +3,8 ns
BMD bedernf patef (g/cm?) 0,652 + 0,08 0,723 +0,15 ns
BMD celkovy proximéalni femur 0,639 + 0,09 0,608 + 0,09 ns
BMD krcek femuru 0,487 £ 0,07 0,513 £ 0,07 ns
BMD 1/3 radia 0,497 £ 0,06 0,495 £ 0,06 ns
Pocet pacientl s prevalentni zlomeninou:

obratel 26 24 ns
kréek femuru 1 2 ns
humerus 3 1 ns
zapesti 8 7 ns
jina nizkozatéZova zlomenina 6 7 ns

Data jsou uvedena v prdmérnych hodnotach + SD

Zkratky: p: hladina vyznamnosti; ns: nesignifikantni rozdil mezi skupinami;
BMI: body mass index; BMD: bone mineral density (denzita kostniho minerélu); TPTD:
teriparatid (rekombinantni lidsky N-terminalni fragment molekuly parathormonu, PTH 1-34)

11



4. Vysledky

Vysledky studie |

Analyza zmén sérové koncentrace BCTX ukézala vyznamny vliv denni doby na
naméFené hodnoty (&as, p <0,001, n? = 0,492, velmi silny G&inek podle konvence Cohena).
Tyto vysledky naznacuji, Ze hodnoty BCTX tvofi charakteristickou kFivku, které je vlastni
vSem pacientlim a vysvétluje 49,2% interindividualni variability mérenych hodnot BCTX.
Dalsi analyzy ukézaly jesté silnéjSi model, ktery charakterizuji dvé kfivky pro kazdou
skupinu zvIast’ (interakce ¢asu vs. skupiny, p < 0,001, n’= 0,496). Ve skupiné pacient(i
IéCenych TPTD aplikovanym ~ ve 20:00 hod sledovaly sérové koncentrace CTX cirkadianni
rytmus, zatimco ve skupiné pacient(l Ié¢enych TPTD aplikovanym rano kfivka ukazala spise
cirkasemidianni (dvouvrcholovy) rytmus s vyznamné nizsi amplitudou. Analyza prébéhu
kfivek po 12 hodinach ukazala vyznamné vyssi denni primérnou hodnotu sérového BCTX
(mezi 20:00 - 08:00) ve ve&erni skuping, ve srovnani s ranni skupinou (p = 0,033, n? =0,326).

GLM-RM analyza priibéhu zmén PINP vychazejici ze dvou kfivek (kazda skupina
zvlast) prokazala vyznamné odlisné rytmy P1NP (interakce Casu a skupiny, p <0,001,
n?=0,248), oviem s mnohem mensi amplitudou nez u markeru kostni resorpce. Nebyly
zjistény rozdily ve 24 h primérnych hodnotach mezi ranni a vecerni TPTD skupinou,
pravdépodobné vzhledem k velké interindividualni variabilité sérové koncentrace PINP.

Analyza zmén ionizovaného kalcia prokazala vyznamny vliv ¢asu (p = 0,021), interakce
gasu a skupiny (p <0,001) a velmi silny Gginek podle konvence Cohena (vliv &asu n? = 0,180,
interakce ¢asu a skupiny n? = 0,423). Rozdil ve 24 hodinové nebo 12 hodinové primérné
koncentraci mezi obéma skupinami byl nevyznamny (p = 0,973), avsak sily test(l byly
extrémneé nizké (0,050). Sérové koncentrace iCa ale vyznamné korelovaly s markerem kostni
resorpce BCTX (p < 0,001).

Analyza variability endogenniho plazmatického PTH prokézala jak vyznamny vliv ¢asu
(p = 0,038), tak interakce ¢asu a skupiny (p <0,001) a velmi silny u¢inek podle konvence
Cohena: vliv ¢asu n? = 0,152, interakce €asu a skupiny n° = 0,283. VVyznamné negativni
korelace byla nalezena mezi zménami iCa a PTH (p < 0,001). Primérné denni hodnoty PTH

se neliSily mezi skupinami (p = 0,572), ale sila testu byla extrémné nizka (0,083).
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Vysledky studie 11

Do studie bylo zafazeno celkem 52 pacientek. Dvé pacientky ve veCerni skupiné
prerusily 1écbu pred 6 mésicem lécby (jedna z osobnich diivodd, druha z diivodu hypertyre6zy
zplsobené polynoddzni toxickou strumou, ktera nesouvisela s 1é¢bou TPTD). VSechny ostatni
pacientky dokoncily 12 - mési¢ni sledovani. LéEba TPTD byla dobfe tolerovana u obou
IéCebnych skupin, nebyly zaznamenany Zadné zmény denni doby podani 1é¢by. Compliance

k 1eCbé byla > neZ 85% v obou lécenych skupinach.

Denzita kostniho mineralu (BMD)

KdyZ byly hodnoceny obé l1é¢ebné skupiny spolecné, 1é¢ba TPTD vedla k signifikantnimu
zvy$eni BMD v oblasti bederni patefe (GLM-RM, p <0,001; n? = 0,549). V oblasti celkového
proximalniho femuru a kr€ku femuru nebyly zjistény vyznamné zmény BMD, zatimco BMD
v oblasti distalniho radia vyznamné klesla (GLM-RM, p <0,001; n? = 0,274). V ranni skupiné&
pacientll doslo k vyznamné vétSimu narlistu BMD v oblasti bederni patefe ve srovnani

s veCerni skupinou (p < 0,05). Déle byl zjistén vyznamny rozdil mezi IéCebnymi skupinami
pfi hodnoceni smérnic kFivek vyjadfujicich zménu BMD v oblasti bederni patefe (GLM-RM,
efekt v rdmci skupiny, p = 0,029, n? = 0,081), stejné jako signifikantni rozdil v profilech obou
kfivek (GLM-RM, linearni kontrast v ramci skupiny, p = 0,018; n? = 0,126). Zmény BMD v

ostatnich méfenych oblastech zajmu se mezi skupinami vyznamné nelisily.

Biochemické markery kostni remodelace

KdyzZ byly hodnoceny obé l1é¢ebné skupiny spolecné, 6 mésicni leCba TPTD vedla k
vyznamnému zvy3eni sérové koncentrace BCTX (GLM-RM, p <0,001; n’= 0,504), sérové
koncentrace TRAP 5b (GLM-RM, p <0,001; n’= 0,372) a sérové koncentrace PINP (GLM-
RM, p <0,001; n°= 0,549). Charakteristicky pribéh k¥ivky pro prislusné kostni markery, ktery
je vlastni v obou lé€ebnych skupinach, vysvétluje velkou ¢ast interindividualni variability
mérenych kostnich marker( (+50,4% pro BCTX, 37,2% pro TRAP 5b a 54,9% pro, PINP).
Nebyly zjistény vyznamné rozdily ve smérnicich kfivek mezi lé¢ebnymi skupinami (GLM-
RM). PFi hodnoceni rozdild mezi profily kfivek (GLM-RM, linearni kontrast v ramci
skupiny), byl zjistén vyznamné vétsi narlist PINP a TRAP 5b béhem prvnich 6 mésicl Iécby
TPTD ve vecerni 1éCebné skupiné ve srovnani s ranni 1é¢ebnou skupinou (GLM-RM, pro
PINP p = 0,041; n°= 0,058 a pro TRAP 5b p = 0,040; n° = 0,115). Po 12 mésicich 1é¢by
TPTD nebyly prokazatelné rozdily v sérové koncentraci PINP mezi 1é¢ebnymi skupinami.
Naopak, sérova koncentrace TRAP 5b méla tendenci byt vyssi i po 12 mésicich léCby TPTD
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ve veCerni léCebné skupiné ve srovnani s ranni skupinou. Nebyl pozorovan Zadny vyznamny

rozdil v sérové koncentraci BCTX mezi léCebnymi skupinami.

Vapnik a fosfor
PFi hodnoceni obou lééebnych skupin pacientek jak spole¢ng, tak samostatné, nebyly
pozorovany zadné signifikantni zmény v sérové koncentraci kalcia a fosfatd. Hyperkalcémii

jsme nezaznamenali u Zadné pacientky.

5. Diskuze

Cilem naSi prace bylo ovéfit hypotézu, Ze Gc€inek léCby TPTD na skelet je ovlivnén
denni dobou jeho podani. V prvni pilotni studii u Zen s postmenopauzalni osteoporézou jsme
zjistili, Ze denni doba aplikace TPTD je schopna vyrazné ovlivnit cirkadidnni variabilitu
marker( kostniho obratu, sérového kalcia i endogenniho PTH. Pfi Ié¢bé TPTD aplikovanym
veCer (~ ve 20:00 hod) se zmény markeru kostni resorpce (BCTX) blizily fyziologickému
cirkadiannimu rytmu a dosahovaly nejnizSich hodnot mezi 11:00- 14:00 hod a vrcholu mezi
23:00 - 02:00 hod ranni. Ranni podavani TPTD (~ v 08:00 hod) mélo za néasledek vyrazné
snizeni amplitudy rytmu se zvySenim BCTX mezi 08:00 - 14:00 hod a naslednym sniZzenim
koncentraci az do 20:00 hod a pak opét s narlistem BCTX bé&hem nocnich hodin. Paralelni
zmény koncentrace iCa a BCTX, naznaCuji, Ze zmény v sérové koncentraci iCa mohou
odrazet zmény v resorpéni aktivité osteoklastll. Plazmatické koncentrace endogenniho PTH se
vyrazné snizily 3-6 hodin po podani TPTD a profily sérového iCa a endogenniho PTH byly
signifikantné nepfimo Umérné, coZ naznacuje, Ze funkce pfistitnych télisek je béhem Iécby
TPTD zachovana.

Nase vysledky ukazuji, Ze citlivost osteoklastli na Ié¢bu TPTD se lisi v zavislosti na denni
dobé podani TPTD. Mechanismy, které by vysvétlily rozdilnou citlivost skeletu v zavislosti
na denni dobé aplikace TPTD nejsou v soucasné dobé objasnény. Na bunécné Grovni se
zvyseni kostni resorpce po podani PTH vysvétluje nepfimym plsobenim PTH na osteoklasty
ovlivnénim tvorby lokalnich faktorl, zejména RANKL (ligand pro receptor aktivujici nuklearni
faktor kappa B) v osteoblastech a soucasné prechodnym poklesem v produkci osteoprotegerinu
(OPG), ktery plsobi jako solubilni receptor pro RANKL (Onyia et al., 2000; Ma et al., 2001).
V recentni studii byla dokumentovana existence cirkadianniho rytmu cirkulujiciho OPG s
dennim vzestupem a nocnim poklesem koncentrace OPG u zdravych osob. Navic, zmény

cirkulujiciho OPG byly nepfimo-umeérné sekreci endogenniho PTH a koncentracim BCTX v
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pribéhu 24 hodin (Joseph et al., 2007). Lze pfedpokladat, Ze cirkadianni zmény v sekreci
OPG mohou alespoii ¢asteéné modulovat efekt 1écby TPTD na resorpéni aktivitu osteoklast(.
Utinek lécby PTH na osteoklasty midze byt v rannich hodiniach utlumen také pFijmem
potravy, kterd potlaGuje resorpéni aktivitu osteoklastd (Clowes et al., 2002). Rovnéz
koncentrace markeru kostni novotvorby (PINP) se vyrazné liSily v zavislosti na dobé podani
TPTD (p = 0,001), ale rozdily byly mnohem mensi, nez zmény markeru kostni resorpce
BCTX. Sérové koncentrace PINP mirng, ale signifikantné (p <0,05) klesly po 6 hodinach po
rannim i ve€ernim podani TPTD, s naslednym mirnym vzestupem koncentraci PINP v obou
skupinach. Celkova priimérna hodnota PINP za 24 hodin se mezi skupinami vyznamné
neliSila, pravdépodobné vzhledem k velké interindividudlni variabilité.

Tato studie prokézala, Ze se cirkadianni zmény kostni remodelace, zejména kostni
resorpce, iCa i endogenniho PTH vyznamné liSi v zavislosti na denni dobé podani TPTD.
Vysledky podpofily hypotézu, Ze odezva kostnich bunék na l1é€bu TPTD se lii v zavislosti na
denni dobé jeho podani. Dal$i studium je nezbytné k objasnéni mechanizm( rozdilné
odpoveédi kostnich bunék na lécbu TPTD béhem dne. Otazku zdali denni doba podani TPTD
ma i dlouhodoby dopad na zmény BMD jsme feSili v nasledujici studii.

Studie 11

Studie Il je prvni pilotni praci, ktera ukazala, Ze denni doba aplikace TPTD ma
vyznam pro dlouhodobé zmény markerl kostni remodelace a BMD u pacientek s
postmenopauzalni osteopor6zou. Ranni aplikace TPTD po dobu 12 mésicl vedla
k signifikantné vétsimu narlistu BMD v oblasti bederni patefe ve srovnani s vecerni aplikaci
TPTD. Tyto vysledky mohou byt vysvétleny odliSnou citlivosti kostnich bunék na TPTD
v zavislosti na denni dobé jeho podani. Béhem prvnich 6 mésicti 1écby TPTD jsme prokazali
vyznamngé Vetsi nardst koncentraci TRAP 5b ve vecerni lé¢ebné skupiné ve srovnani s ranni
IéCebnou skupinou, na rozdil od BCTX, kde jsme rozdily mezi skupinami neprokazali.
Koncentrace TRAP 5b totiz na rozdil od BCTX, odrazi spise pocet osteoklastli nez jejich
aktivitu a TRAP 5b rovnéZ nevykazuje cirkadianni variabilitu (Henriksen et al., 2007). Nase
vysledky v studii | jiz naznaCily, Ze veCerni podavani TPTD nadmérné stimuluje i no¢ni
vrchol aktivity osteoklastické kostni resorpce (BCTX), atim mlze zpomalit narlist BMD.
Proto vyssi kostni resorpce pozorovana v 6. mésici Ié¢by ve vecerni [é¢ebné skuping mize byt
jednim z moznych vysvétleni pro nizsi narlst BMD v oblasti bederni patefe po roce léchy
TPTD u této skupiny pacientd. Naopak podavani antiresorpéniho pripravku vecer by mohlo

oslabit no¢ni narlst kostni resorpce.
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Vzhledem k tzv. fenoménu spfaZeni (coupling) je nardst kostni resorpce po vecerni
aplikaci TPTD spojen také se zvySenim koncentrace PINP. Zda se vSak, Ze vétSi vzestup
kostni formace ve vecerni lIé¢ebné skupiné nedostacuje k vyrovnani G¢inku nadmérné zvysené
kostni resorpce béhem nocnich hodin. Vyssi narlist BMD v ranni skupiné byl spojen s nizsim
narlistem PINP ve srovnani s vecerni skupinou. Vzhledem k tomu, Ze ¢innost osteoklastd
a osteoblastll je propojena prostfednictvim normalniho procesu kostni remodelace (Parfitt et
al., 1982), mize byt vétsi nardst PINP ve vecerni lé¢ebné skupiné (studie I) zplsoben vétsi
kostni resorpci a kostni remodelaci ve srovnani s ranni skupinou pacientl. Skute¢né byla
zjisténa silnad pozitivni korelace mezi zménami koncentraci TRAP 5b, stejné jako BCTX s
PINP po 6 mésicich lIécby TPTD (r=0,621 a r = 0,750 pro TRAP 5b a BCTX resp., p <0,0001
pro oba). AvSak zatimco rozdily ve zménach PINP mezi obéma skupinami vymizely po 12
meésicich 1éCby TPTD, sérové koncentrace TRAP 5b mély tendenci byt vy3si i po 12 mésicich
I6Cby ve vecerni l1éCebné skupiné ve srovnani s ranni skupinou.

Zmeény plo$né BMD béhem prvnich 12 meésict 1écby TPTD souvisi zejména s
pokraCujici mineralizaci nové kostni matrix, tedy mensi zména plosné BMD nemusi nutné
znamenat niz$i osteoanabolicky efekt Iécby. Ve skuteCnosti mlze plosnd BMD
podhodnocovat  zlepseni kostni hmoty v dlsledku zvySeného objemu relativné
nemineralizovaného osteoidu. Ke studiu anabolickych Gg¢inkd rdznych lééebnych rezim
TPTD na kost u lidi jsou proto potfebné i dalSi metody, jako nap¥. transiliakéIni kostni biopsie
nebo vyuZiti vysoce rozliSujiciho CT ¢i MRI. Zajimavé vysledky by mohly pFinést i nove
aplikace DXA, napf. tzv. TBS (Trabecular Bone Score). BMD v oblasti distalniho radia
vyrazngé klesala v obou lécebnych skupinach pacientd bez vyznamnych rozdild. Pokles plosné
BMD voblasti distalniho radia odrdzi pravdépodobné velmi aktivni endokortikdIni
a intrakortikalni kostni remodelaci (Foldes et al., 1991). Biomechanické studie prokazaly, ze
pevnost kosti i pfes pokles BMD pfi 16€bé TPTD neklesa (Delmas et al., 2006).

Nase studie ukazala, Ze rocni Ié€ba TPTD pfi denni aplikaci rdno vedla k vyznamné
vétSimu narlstu BMD v oblasti bederni pétefe ve srovnani s vecernim rezimem léchy.
Vysledky studie podporuji hypotézu, Ze odpovéd skeletu na 1éCbu TPTD vyznamné ovliviuje
denni doba jeho aplikace. Tyto vysledky mohou mit vyznam pro zvySeni dlouhodobé
ucinnosti 1é¢by TPTD, ale dalsi vyzkum je nezbytny pro zjisténi mechanizmd rozdilné
odpovédi kostnich bunék na TPTD béhem dne.
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6. Zavéry

Vysledky nasi prace lze shrnout nasledovné:

e Denni doba podani TPTD statisticky vyznamné ovliviiuje cirkadianni rytmus
markerd kostni remodelace, ionizovaného kalcia a endogenniho PTH. Aplikace
TPTD po vecefi (~ ve 20 hod) prohloubila fyziologicky cirkadianni rytmus kostni
resorpce (BCTX) se signifikantnim narlistem BCTX v noci a s poklesem jeho
koncentraci dopoledne, zatimco ranni 1é€ba TPTD (aplikace pfed snidani ~ v 8
hod) vedla k signifikantnimu oplosténi amplitudy BCTX. Cirkadianni zmény P1NP
vykazovaly mnohem mensi amplitudu neZz BCTX a po aplikaci TPTD jsme
zaznamenali pfechodny, ale vyznamny pokles koncentrace PINP (na rozdil od
BCTX, kde jsme po aplikaci TPTD pozorovali nariist koncentrace).

e Rocni léCba TPTD podavana pred snidani (~ v 8 hod) vedla ke statisticky
vyznamné vétSimu vzestupu BMD v oblasti bederni patefe ve srovnani s vecerni
aplikaci TPTD (~ ve 20 hod). Zmény markeru kostni resorpce TRAP 5b
a markeru novotvorby PINP v séru vykazovaly pfesné opacny trend s vétSim
vzestupem obou marker( ve skupiné s vecerni aplikaci TPTD. Nadmérny vzestup
kostni resorpce béhem noci pravdépodobné vysvétluje mensi narlist BMD ve
veCerni TPTD skupiné. Naproti tomu ranni vzestup kostni resorpce je oslaben
vzhledem k inhibi¢nimu Gc¢inku potravy na kostni resorpci, zejmena béhem
rannich a dopolednich hodin. Zdali je vyssi narGist BMD po ranni aplikaci TPTD
v souhlase i s vétSim osteoanabolickym Gcinkem TPTD (vétsi nardist osteoidu)

vyZzaduje dalSi ovéreni.

Obé studie jsou prvnimi pilotnimi projekty, které zkoumaly vliv denni doby aplikace
TPTD na BMD a biochemické markery kostniho obratu u pacientek s postmenopauzalni
osteopordzou. Vysledky jsou v souladu s naSi hypotézou, Ze odezva kostnich bunék na lécbu
TPTD zavisi na dobé jeho podani. Denni doba aplikace TPTD milize byt dileZita pro
dlouhodobou G¢innost této léchby. Ovéreni nasich vysledkl a vysvétleni mechanizmi rozdilné

odpoveédi kostnich bunék na TPTD vyZaduje dalSi vyzkum.
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