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SOUHRN

Zikan V.: Kalcitonin a regulace osteoklastické kostni resorpce

Gen pro kalcitonin (CT) koduje dva polypeptidy, CT a a peptid odvozeny od CT genu (aCGRP). CT je peptidovy hormon o 32 ami-
nokyselinach, ktery produkuji C buiiky stitné zlazy. CT pfimo potlacuje aktivitu osteoklastti prosttednictvim vysokoafinitniho CT re-
ceptoru. Vyssi koncentrace CT se zjistuji fyziologicky béhem riistu, téhotenstvi a laktace. S vyuzitim experimentalnich my3i s deleci
genu pro CT/aCGRP bylo potvrzeno, ze CT skute¢né chrani skelet matky béhem laktace. Osoby nebo experimentalni zvifata s defi-
citem CT jsou citlivéjsi vaci expozici PTH nebo 1,25 dihydroxyvitaminu Dy. U my3i s knock out genem pro CT/aCGRP bylo pozo-
rovano zvy$eni kostni resorpce s vékem. U lidi zatim nebylo potvrzeno, Ze by se snizena sekrece CT s vékem podilela na zvyseni kost-
ni resorpce. U mysi s chybéjicim genem pro CT/aCGRP byl pozorovan také nartst kostni hmoty, pravdépodobné v duisledku centralni
stimulace kostni novotvorby neuropeptidem aCGRP. Vyznam ale miize mit i zména citlivosti osteoklastt vii¢i inhibi¢nimu vlivu Ca?".
In vitro bylo prokazano, Ze CT snizuje senzitivitu osteoklasti viici extracelularnim Ca?+. P¥i deficitu CT by naopak zvySena citlivost
osteoklastt k inhibi¢nimu vlivu Ca?" mohla zajistit ochranu pied ubytkem kostni hmoty.
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SUMMARY

Zikan V.: Calcitonin and regulation of osteoclastic bone resorption

The calcitonin (CT) gene encodes two polypeptides, CT and o-CT gene-related peptide (a1CGRP). CT, a 32-amino-acid-long peptide
produced by thyroid C cells, directly inhibits osteoclast function through a high-affinity CT receptor. It is well known that CT levels
rise during periods of calcium stress, such as pregnancy, growth, and lactation. The CT/aCGRP-null mouse confirmed that CT pro-
tects the maternal skeleton during lactation, at least in mice. Subjects with CT deficiency as well as CT/aCGRP-null animals were mo-
re responsive to PTH- or vitamin D-induced stimulation. Moreover, the deficiency of CT in the CT/aCGRP-null mouse does result in
increased bone resorption with age. However, there is conflicting evidence whether reduced CT secretion with age may contribute to
higher bone resorption in humans. In addition, the CT/aCGRP-null mouse showed high bone mass, likely resulting from the central
effect of aCGRP. An alternative possibility is that a subtle change in osteoclast function might contribute to preserved bone mass. Ex-
tracellular Ca?* is a physiologically relevant, direct inhibitor of osteoclastic bone resorption. In vitro studies have shown that CT inhi-
bits Ca?* sensing. On the other hand, CT loss may enhance Ca?* sensitivity and therefore preserve bone mass.
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Uvod

znamych druhové specifickych CT je vysoce konzervovani

Kalcitonin (CT) je peptidovy hormon o 32 aminokyseli-
ndch, ktery u clovéka produkuji prevdzné parafolikuldrni
C buriky Stitné zlazy. Genovy komplex pro CT se sklddd
z gent o a B a je u lidi lokalizovan na 11. chromozému. Po
transkripci genu a se v C buiikdach $titné zlazy tvori kombi-
naci exonit 1-4 mRNA prokalcitoninu. V bunkach perifer-
niho a centrdlniho nervového systému se kombinuji exony
1-3, 5, 6 a tvofi se mRNA kédujici peptid odvozeny od CT
genu o (CGRP a). Prestoze od objevu CT uplynulo jiz vice
nez 45 let [1], pfesnd fyziologicka tloha tohoto hormonu
u c¢lovéka nebyla dosud objasnéna. Syndrom nedostatku
nebo nadbytku CT neni zndm. Dlouhodoby nedostatek CT
u osob po totdlni thyreoidektomii nebo nadbytek CT
u pacientii s meduldarnim karcinomem §titné zlazy ma maly
nebo Zadny ucinek na homeostdzu vdpniku a kostni meta-
bolizmus. Fyziologickou tlohu CT vSak podporuji nékteré
charakteristiky kalcitoninového systému [2]: 1) struktura

a ma nékteré spole¢né charakteristiky, mj. CT md vzdy 32
aminokyselin, 1-7 disulfidicky mistek na N-termindlnim
useku a amid prolinu na C-termindlnim tseku; 2) cirkuluji-
cf koncentrace CT v krvi jsou srovnatelné s koncentracemi
jinych hormont se znamym fyziologickym tc¢inkem; 3) byl
identifikovan kalcium senzitivni receptor na povrchu C bu-
nék Stitné zlazy, ktery reguluje sekreci CT v zdvislosti na
zméndch kalcémie; 4) byl rozpoznan receptor pro CT na os-
teoklastech, ktery je zodpovédny za antiresorpéni tcinek
hormonu. In vitro jiz nizké fyziologické koncentrace CT
zpuasobuji down — regulaci tohoto receptoru a také modulu-
ji odpovéd osteoklasti na extraceluldarni Ca2* [3, 4].

Regulace aktivity osteoklasti

Kalcitonin

Aktivita zralych osteoklastd je pod pfimym vlivem jak sa-
motnych Ca?*, které se uvoliiuji do prostoru resorpcni
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kavity v pribé&hu osteoresorpce [5], tak fady dalSich lokal-
nich faktorti produkovanych osteoklasty nebo osteoblasty,
napt. IL-6 a RANKL [6,7]. Z peptidovych hormont ptsobi
piimo na povrchové receptory osteoklasti CT a pravdépo-
dobné také TSH [8]. I kdyZ PTH miZe putsobit také pfimo
na osteoklasty prostiednictvim nizkoafinitntho receptoru
[9], pfedpoklada se, Ze in vivo je vliv PTH na osteoklasty
zprostfedkovan prevdzné bunikami osteoblastické fady [7].
Nésledujici prehled je zaméfen predevSim na regulacni vy-
znam CT a extraceluldrnich Ca?+.

CT se vaze s vysokou afinitou na specifické s G proteiny
sprazené receptory na povrchu osteoklasti (CTR) [7]. Jejich
strukturni charakteristikou je 7 alfa helix@ pronikajicich po-
vrchovou membranou a dlouha extracelularni doména [10].
CTR patii do stejné receptorové rodiny jako PTH, PTHrP,
adrenomedulin a sekretin. Gen pro CTR se naléza na 7.
chromozomu. Bylo jiZ popsdno alesponi 7 izoforem mRNA
lidského CTR [11]. Odhaduje se, Ze zraly osteoklast mé na
svém povrchu pfiblizné 1 000 000 téchto receptort [12],
a osteoklasty tak mohou velmi citliv€ reagovat i na malé fy-
ziologické zmény koncentrace CT [13,4]. O regulaci CTR

Graf 1

Primérné zmény koncentraci (a standardni chyba priméru) C-termindlniho telopeptidu kolagenu
typu | v plazmé (P-beta CTX, v % proti bazalnim hodnotdm) u 6 mladych Zen po subkutanni
aplikaci 2 IU (A), 10 IU (A) nebo 50 IU (M) lososiho kalcitoninu (sCT), nebo po aplikaci
200 IU sCT nosnim sprejem ( @) a primérné zmény koncentraci N-terminalniho propeptidu

prokolagenu typu | v séru (S-PINP, v % proti bazalnim hodnotam) () a osteokalcinu (OC) ()
po subkutanni aplikaci 50 IU sCT. Kontrolni perioda nalacno (P-beta CTX (O), S-PINP (O)
aP-0C (O)).* p < 0,05; signifikantni rozdil proti bazalni hodnoté;
RM ANOVA s korekei pro mnohonasobné porovnavani; Tukey's test. Podle [29].
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zatim neni mnoho zndmo. Bylo zjisténo, Ze expresi genu pro
CTR zvysuji glukokortikoidy [14], expresi naopak sniZuje
CT [14] a exprese CTR klesa také pfi acidéze [15]. V regu-
laci CTR se uplatiiuje také M-CSF (macrophage-colony
stimulating factor) a NFkB (nuclear factor kB) [16]. S CT
ptibuzné peptidy CGRPa, amylin a adrenomedulin se také
vazi na CTR, ale s nizkou afinitou, a ptisobi tak az ve vys-
Sich koncentracich [17].

Je znamo, Ze dlouhodobé&jsi poddvani CT muZe navodit
téZ ztratu odpovédi osteoklastti na hormon, tzv. inikovy fe-
nomén [18-20]. Pfi¢inou tohoto escape fenoménu muze byt
down-regulace CTR na osteoklastech [18]. Bylo prokazano,
ze i fyziologické koncentrace CT zpusobuji down-regulaci
CTR [3]. Pii dlouhodobé expozici CT se muze uplatiiovat
snizend exprese genu pro CTR nebo vznik generace novych
osteoklastd rezistentnich na CT. U lid{ by se rezistence na
lososi CT mohla vyvinout také v souvislosti s tvorbou pro-
tilatek proti lososimu CT, i kdyZ jejich vyznam ve sniZeni
uc¢innosti losostho CT zatim nebyl potvrzen [21].

CT inhibuje bazdlni i stimulovanou kostni resorpci [22].
Chambers a spol. a zjistili in vitro, Ze jiz nizké (pikomoldr-
nf) koncentrace CT rychle méni mo-
tilitu a uspofadani cytoskeletu osteo-
klasta [13]. RozliSuji se dvé faze
ucinku CT: 1) rychla ztrita motility
osteoklastu, tzv. Q-faze (quiescence)
s polo¢asem ~ 15 min (Ucinek je
zprostfedkovan pres Gs a cAMP), 2)
pomalejsi R- faze (retraction) s polo-
casem ~ 27 min (i¢inek je zprostied-
kovéan pres Gq a aktivaci d&ja zavis-
Iych na Ca?+) [23]. CT potlacuje také
sekre¢ni aktivitu osteoklastd a sniZu-
je syntézu a sekreci tartarat rezistent-
ni kyselé fosfatizy [24] a produkci
H+ [25]. Rizné druhové specifické
CT se ve svém antiresorpcnim ucin-
ku 1isi. Lidsky (a obecné savci) CT je
101U méné Gcinny v inhibici kostn{ resorp-
ce nez lososi CT.

In vivo je dobfe dokumentovan hypo-
kalcemicky a hypofosfatemicky uci-
nek suprafyziologickych ddvek CT
[26,27]. T kdyZ hypokalcemicky tci-
nek CT koreluje s inhibici kostnf re-
sorpce in vivo u experimentalnich
zvitat [28], jsou diskutovany i dalsi
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l mechanizmy, kterymi CT sniZuje
9 kalcémii a fosfatémii [2,26]. Piimé
ucinky CT na osteoklasty je mozné
nyni in vivo studovat také pomoci
citlivych markert kostni resorpce,
napf. méfenim fragmentu C-termi-
ndlniho telopeptidu kolagenu typu
I (BCTX) v séru nebo plazmé. Sami
jsme u lidi dokumentovali akutni an-
tiresorp¢ni dcinek jak exogenniho lo-

Kontrola
PINP

50 IU
oC

30— \ \ \ \ \ \

.
(S}
(=21
~—

doba po aplikaci [hod]
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9 CT. Akutni pokles koncentrace mar-
keru kostni resorpce BCTX jsme
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zjistili po jednordzové subkutanni aplikaci jiz pouhych 2 TU
losostho CT (graf 1) [29]. Poddnim vyssi davky losostho
CT se prodluzuje trvani uc¢inku peptidu na kostni resorpci,
a po aplikaci 50 IU losositho CT bylo mozné maximalni an-
tiresorpéni ucinek prokazovat jest€ po 9 hodindch (graf I).
Tato akutni inhibice kostni resorpce neni doprovizena po-
tlatenim syntézy kolagenu (propeptidu prokolagenu typu I)
na rozdil od osteokalcinu, kde jsme zaznamenali mirné, ale
vyznamné sniZeni koncentrace po aplikaci CT (graf I).
I kdyZ pokles koncentraci osteokalcinu je pravdépodobné
zpusoben inhibici kostni resorpce a snizenym uvolnénim
osteokalcinu z kostni matrix, nelze vyloucit také jiny me-
chamizmus pusobeni CT, ktery potlacuje aktivitu osteoblas-
tu.

Také zvySeni koncentrace endogenniho CT u zdravych
mladych osob navozené kritkou, 30minutovou infuzi vapni-
ku (v davce 1,7 mg Ca/kg télesné hmotnosti) vyznamné ko-
relovalo s poklesem koncentrace markeru osteoresorpce
BCTX v séru, na rozdil od pacientil po totalni thyreoidekto-
mii, u kterych nebylo zaznamendno zvySeni koncentrace CT
v plazmé a odpovéd markeru osteoresorpce BCTX po kalci-
ové inflzi byla vyznamné opozdénd (graf 2 a, b) [30]. Pfimé
pasobeni CT na povrchové receptory osteoklastl vysvétluje
rychly pocateéni pokles markeru osteoresorpce BCTX, kte-
ry byl signifikantni jiz za 30 minut po podani{ kalciové infi-
ze, na rozdil od thyreoidektomovanych osob, kde byl zazna-
mendn signifikantni pokles BCTX az v 90. minuté. Za
pozdéjsi pokles osteresorpce je pravdépodobné zodpovédny
pokles koncentrace PTH, ktery na rozdil od CT ovliviiuje
aktivitu osteoklastd nepiimo pisobenim na burniky osteob-
lastické tady. Tyto vysledky podporuji hypotézu, Ze endo-
genni CT se uplatiiuje v regulaci osteoresorpce také u lidi.

Bylo zjisténo, Ze nedostatek CT se miiZe projevit za stavi
se zvySenou expozici hyperkalcemizujicim podnétim, jako
je pasobeni PTH nebo vitaminu D. U zdravych zvifat byla
dokumentovana mensi hyperkalcémie ve srovnani s thyroi-
dektomovanymi po kalciové injekci nebo po aplikaci PTH
[31,32]. Blaho$ a spol. [33] zjistili po 15minutové infizi
10 % kalciumglukonatu (0,8 ml/kg télesné hmotnosti) sta-
tisticky vyznamné zpomaleni poklesu kalcémie po ukonce-
ni infize kalcia u pacientl po totdln{ thyroidektomii. Bylo
prokazano, Ze funkcni rezerva C bunék je omezena u star-
Sich osob [34] a muzZe se také vyCerpat pfi trvalé tendenci
k hyperkalcémii pfi zvySené kostni resorpci u Zen s osteo-
porézou nebo u pacientl s thyreotoxikzou [35]. U pacien-
ti po totdlni thyreoidektomii také snadné&ji vznika hyperkal-
cémie pii 1écbé vitaminem D [33].

Vyznam endogenniho CT v regulaci kostni remodelace
a kalciové homeostdzy potvrzuji studie s transgennimi zvi-
faty, u kterych byl odstranén gen pro CT/aCGRP. Hoffova
a spol. zjistili po podani PTH transgennim myS$im s deleci
celého CT/aCGRP genu vétsi vzestup kalcémie a zdroveni
i vyS8i koncentrace markeru osteoresorpce deoxypyridinoli-
nu v moc¢i nez u zdravych mysi [36]. Vzestup kalcémie by-
lo moZzné zablokovat aplikaci CT tésné pied podanim PTH.
Bazadlni stuperi kostni resorpce ani pocet osteoklasti se
u 3mésicnich mysi s deleci CT/CGRPa nelisil od zdravych
zvitat. S vékem se ale kostni remodelace u t€chto mysi s de-

Graf 2a

Primérné zmény koncentraci (a standardni chyba
priméru) intaktniho kalcitoninu v plazmé (CT, v ng/I)

po podani intravendzni kalciové zatéze (1,7 mg/kg

télesné hmotnosti) u zdravych (@)
a u thyroidektomovanych osob (O). * p < 0,05;
signifikantni rozdil proti bazalnim hodnotam
(RM ANOVA s korekci pro mnohonasobné porovnavani,
p < 0,001; Bonferroni t test, p < 0,05).
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Graf 2b
Korelace mezi mezi maximalni koncentraci CT
(ve 13 minuté po zacatku inflze kalcia) a individualnim
snizenim koncentraci beta CTX v plazmé v 60 minuté
po zacatku inflze kalcia (r2 = 0,48; p < 0,05). Zdravi
dobrovolnici ( @) a pacienti po totalni thyroidektomii (O ).
B) Primérné zmény koncentraci (a standardni chyba
priméru, v % proti bazalnim koncentracim) C-terminalniho
telopeptidu kolagenu typu | v plazmé (P-beta CTX,)
po podani intravendzni kalciové zatéze (1,7 mg/kg télesné
hmotnosti) u zdravych ( @ ) a u thyroidektomovanych
0sob ( O) a béhem kontrolni periody nalac¢no u zdravych
osob (A ). # p < 0,01, AUC, ttest; signifikantni rozdil
mezi skupinou zdravych a thyroidektomovanych osob.

Podle [30].
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a zvySend kostni remodelace (kostni resorpce i novotvorba)
[37]. Prekvapivy byl ndlez zvySené kostni novotvorby a vy-
soké kostni denzity, ktery byl zfejmy jak u 3 mésicnich, tak
u starSich 18 mési¢nich mysi s chybéjicim CT genem. Pred-
poklada se, Ze toto zvyseni kostni novotvorby je disledkem
centrdlniho stimula¢niho ptisobeni CGRPa. Tuto hypotézu
podporuji dalsi studie u mysi se selektivnim deficitem genu
pro aCGRP, u kterych byla zjisténa sniZend kostni novo-
tvorba a také mirnd osteopenie [38]. Na druhé strané nelze
vyloucit inhibi¢ni d¢inek samotného CT na kostni novo-
tvorbu. Na osteoblastech vSak zatim nebyly potvrzeny re-
ceptory pro CT a mechanizmus ptsobeni CT na osteoblasty
zatim zUstdva nevysvétlen. Je ale mozné, Ze cinek CT na
osteoblasty je nepfimy a je zprostfedkovan pies osteoklasty.
Vyznam osteoklastd pro kostni novotvorbu podporuje zaji-
mavé zjisténi, Ze také delece jedné alely CTR vede k feno-
typu se zvysSenou kostni novotvorbou a vysokou kostni den-
zitou [39].

Vyssi koncentrace CT se zjistuji fyziologicky béhem ris-
tu, téhotenstvi a laktace [40]. Woodrow a spol. [41] neddv-
no pfinesli pfimy experimentalni dikaz, Ze CT skute¢né
chrini skelet matky béhem laktace. Na modelu transgenni
mysi, u které byl gen pro CT/CGRP a odstranén, prokazali
vetsi ztraty kostni hmoty béhem téhotenstvi a laktace. Ztra-
té kosti u téchto transgennich mysi bylo mozné ptedejit po-
davanim exogenniho CT, ale nikoli CGRP a.

Extraceluldarni Ca?*

Osteoklastickou kostni resorpci za fyziologickych podmi-
nek pfimo moduluje kromé CT také extraceluldrni Ca?,
které se uvolniuji do prostoru resorpéni kavity v pribéhu re-
sorpce kosti a dosahuji zde vysokych milimolarnich kon-
centraci (8—40 mM) [42]. Inhibi¢ni vliv Ca?* na aktivitu os-
teoklast je zndmy [43], i kdyZ zatim neni dobie objasnén
mechanizmus tohoto pisobeni Ca?* na osteoklasty. Pfedpo-
klad4 se, ze Ca?* pusobi na osteoklast prostfednictvim rya-
nodinového receptoru II. typu (RyR II), ktery je lokalizovan
na plazmatické membrané osteoklast [43]. RyR receptory
zajistuji také uvolnéni Ca?* z nitrobunécnych zasob a kon-
troluji vstup Ca?* do bunécného jadra. RyR receptor je akti-
vovan cADP ribosou, kterd vznika pisobenim intracelular-
niho enzymu ADP-ribosyl cykldzy, CD 38. Chybéni tohoto
enzymu u mysi mélo za ndsledek zvySenou aktivitu osteo-
klastl (chybi inhibi¢n{ vliv Ca2*) a rozvoj osteopordzy [44].
Je pravdépodobné, Ze po inhibici osteoklastti Ca2* mus{ exi-
stovat také mechanizmy k obnoveni resorpcni aktivity oste-
oklastti. V tomto procesu se pravdépodobné uplatiiuje inter-
leukin 6 (IL-6). ZvySeni extracelularniho Ca?* v prubéhu
resorpce kosti stimuluje jak syntézu, tak sekreci IL-6 a jeho
receptoru, ktery nasledné zvySuje aktivitu osteoklastd, prav-
dépodobné snizenim jejich citlivosti vici inhibi¢nimu vlivu
Ca? [6,45]. Studie in vitro prokazuji, Ze se na tomto proce-
su reaktivace osteoklastd podili také CT. Zaidi a spol. pro-
kdzali in vitro, Ze CT ve velmi nizkych femtomoldrnich
koncentracich vyznamné snizuje citlivost osteoklastti vici
inhibi¢nimu vlivu Ca?+, pravdépodobné cestou aktivace pro-
tein kindzy A [4]. In vivo je zndmy tzv. rebound fenomén,
kdy po pocatecni inhibici kostni resorpce po aplikaci loso-
stho CT nasleduje faze opétovné aktivace kostni resorpce.
CT tedy po inicidlni inhibici kostni resorpce pravdépodob-

né reguluje i senzitivitu kalciovych senzorl a vede v souhte
s dalSimi lokdlnimi faktory a hormony k nésledné reaktiva-
ci kostni resorpce. In vivo by se v této reaktivaci osteoklas-
tické aktivity mohl uplatiiovat PTH, jehoZ koncentrace se po
aplikaci CT zvysuji v disledku mirné hypokalcémie navo-
zené predchozi aplikaci CT [46]. CT se tak v souhfe s Ca?*
a dal$imi ptisobky (napf. IL-6) a hormony (napi. PTH) prav-
dépodobné podili na regulaci cyklickych zmén resorpéni
aktivity a motility osteoklast, které umoziiuji osteoklastim
hloubit tunely uvniti kortikdlni a na povrchu trabekuldrni
kosti. Tento modulaéni vliv CT by také mohl vysvétlit para-
doxni zjisténi, Ze pacienti s deficitem CT nemaji osteopo-
rézu, protoze senzitivita osteoklasti vici inhibi¢nimu vlivu
Ca?+ je pfi deficitu CT zvySend a nedochazi tedy k nad-
mérné osteoresorpci. U pacientd s nadbytkem CT, napf. pfi
meduldrnim karcinomu S§titné Zl4zy, je naopak senzitivita
osteoklasti vici inhibi¢nimu vlivu Ca?+ sniZzena a nevznika
tedy osteoskleroticky fenotyp [47].

Zaver

Antiresorp¢ni tcinky samotného CT jsou dobfe znamy,
avsak objasnéni fyziologického vyznamu CT pro kostni me-
tabolizmus vyZzaduje pochopeni mechanizmu pisobeni CT
ve vztazich k dal$im regula¢nim faktorim — hormonim
(napt. PTH), neuropeptidim (CGRPa) a lokalné pisobicim
faktoram (Ca?+, IL-6 ad.), jejichZ G¢inky na kostni metabo-
lizmus se mohou vzdjemné ovliviiovat. Pochopeni téchto
vztaht jisté pfispéje i k vyvoji novych 1é¢ebnych postupt.
V soucasné dobé se hledaji nové cesty jak zvysit biologic-
kou dostupnost a ti¢innost CT. Antiresorp¢ni dc¢innost CT je
vyznamné limitovana, jak vznikem rezistence na CT, tak je-
ho biologickou dostupnosti. Ve stadiu klinického vyzkumu
jsou jiz ordlni analoga CT [49]. Dalsi cestou je vyvoj litek,
které by zvysily ucinnost endogenniho CT, napf. zvySenim
citlivost CTR na osteoklastech, nebo modulaci sekrece en-
dogenniho CT prostfednictvim kalcium senzitivniho recep-
toru.
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