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

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

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

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

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

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

Materidl a metody

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

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

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

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

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

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

Tabulka 1

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

ninu a 4 % argininu. Prvni experimen-

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

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

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

pelety a usuSeny v suSicce potravin
pii 55 °C.

SD vs OA p < 0,01

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

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

s w2z

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

Statistickd analyza byla provedena s vyuzitim software

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

Vysledky

ni

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

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

Vsechny sledované parametry denzity kostniho minerdlu

Graf 1
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byly statisticky nevyznamné vys$i u skupiny MCDD nez
u ostatnich skupin (tab. 2).

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

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

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

Diskuze

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

femur

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

kreek

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

Celkova Bederni patef Ocasni patef

Prav§ femur diet, navozujicich jaterni poSkozeni,

SD

0,147
0,144-0,154

0,206
0,199-0,213

0,184
0,177-0,185

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

0,160 + 0,004

CHOL

0,150
0,112-0,157

0,200
0,197-0,208

0,195
0,179-0,214

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

po kterou byly diety poddvany do us-

MCDD

0,160
0,154-0,163

0,226
0,213-0,231

0,193
0,187-0,199

mrceni potkanl a testovani vlastnosti

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

OA

0,149
0,143-0,150

0,202
0,197-0,208

0,185
0,181-0,187

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

0,162 + 0,006

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

zmén v jatrech spole¢né se zménami

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

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

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

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

Zavéry

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

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

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

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

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

Podékovani: Studie byla podporena Vyzkumnym ziamé-
rem MZO 00179906.
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