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SOUHRN

Zivna H., Zivn)’r P, Svejkovské—Kubikové K., Fekete S., Holecek M.: Vliv kratkodobého hladovéni na metabolismus kost-
ni tkdné u intaktnich potkanti - samct

Cil: Sledovali jsme vliv 24-hodinového hladovéni na kostni metabolismusvu intaktnich potkant samcti kmene Wistar.
Material a metody: Potkani byli rozdéleni do 2 skupin po 10 potkanech. Ziveni po dobu 12 tydnu standardni laborator-
ni dietou (ST1) ad libitum: 1. skupina ST1-S Zivena do okamziku usmrceni. 2. skupina ST1-H24 hodin pfed usmrcenim
hladovéla. Potkani byli usmrceni vykrvédcenim z bfi$ni aorty, poté byla u potkanu stanovena kostni mineralni hustota
(BMD; g/cm?) a slozeni téla dvouenergiovou rentgenovou absorpciometrii. Biomechanickd odolnost kosti byla méfena
piistrojem vyrobenym na zakazku. V homogenatu kosti byly stanoveny ukazatele kostniho obratu: N terminalni propep-
tid prokolagenu I. typu PINP, kostni frakce alkalické fosfatazy BALP, kostni morfogeneticky protein BMP-2, karboxyter-
minalni telopeptid kolagenu CTX a insulin like growth factor (IGF-I).

Vysledky: Vyznamny ubytek télesné hmotnosti a tukové tkané byl zjistén u hladovéjici skupiny ve srovnani s potkany
ST1-S. Tloustka kosti a sila nutné ke zlomeni torzi pravé tibie byla mensi u ST1-H ve srovnani s ST1-S. Rozdily v kon-
centraci markert z kostniho homogenatu mezi skupinami nebyly nalezeny.

Zavéry: Domnivame se, Ze potkani Ziveni standardni laboratorni dietou maji zajisténu tvorbu piiméfeného mnozstvi tu-
kové tkané, ktera je béhem hladovéni metabolizovana. Ubytek tukové tkané pomaha Setfit svalovou i kostni tkan.
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SUMMARY

Zivna H., Zivn}'/ P, Svejkovské—Kubikové K., Fekete S., Hole¢ek M.: Effect of short-term fasting on bone metabolism in
intact male rats

Objective: The effect of 24-hour starvation on bone metabolism in intact male Wistar rats was monitored.

Material and methods: The rats were divided into 2 groups of 10 rats and fed for 12 weeks with a standard laboratory
diet (ST1) ad libitum: The first group (ST1-S) was fed ST1 until sacrifice. In the 2 group (ST1-H), ST1 was disconti-
nued 24 hours before sacrifice. Rats were sacrificed by bleeding from the abdominal aorta, after which bone mineral den-
sity (g/cm?) and body composition were determined by dual-energy X-ray absorptiometry. Biomechanical bone resistan-
ce was measured using a custom-made device. The following markers of bone turnover were determined in bone homo-
genates: procollagen I N-terminal propeptide, bone fraction of alkaline phosphatase, bone morphogenetic protein 2,
carboxyl-terminal collagen cross-links and insulin-like growth factor 1.

Results: A significant loss of body weight and adipose tissue was found in the starving group compared to ST1-S rats. The
bone thickness and torsion force required to break the right tibia were lower for ST1-H compared to ST1-S. There were
no differences in the concentration of markers assessed in bone homogenate between the groups.

Conclusion: We believe that rats fed with a standard laboratory diet have adequate amounts of adipose tissue that is me-
tabolized during fasting. The loss of adipose tissue helps save muscle and bone tissue.
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Uvod

Vétsina praci se vénuje dlouhodobym tc¢inktim latek
na kvalitu kostni tkan€, na kostni metabolismus. Pied-
poklada se, Ze neZ se projevi vliv latek na kosti, tak
uplynou tydny.

Hladovéni ma tii faze [1]. Prvni faze laénéni u ¢lo-
véka zacind ihned po strdveni poZitého jidla, nastupu-
je pocit hladu a byvd 3x denné. Je Cerpdna energie
z glykogenu.

Ve druhé fazi hladovéni, tj. pol2 hodindch hladové-
ni je polovina energie ziskdna z volnych mastnych ky-
selin (FFAs) spiSe nez glukézy [2]. Uvoliuje se glyce-
rol a volné mastné kyseliny pro glukoneogenezi [3]
a pro B-oxidaci [1]. Ve tieti fazi hladovéni jiZ nestaci
ketoldtky k udrzeni bazdlniho metabolismu a zacne se
metabolizovat svalova tkan [1,4].

Fyziologické zmény pozorované pii hladovéni uka-
zuji predev§im pokles IGF-I a estrogenu a zvySeni
Peroxisome proliferator — activated receptor gamma
(PPARY), coz se ukazuje jako stimul pro prekurzorové
buriky k pfesunu od osteoblasti k adipocytiim [5,6].

Béhem hladovéni se z jater uvoliiuje Fibroblast
growth factor-21 (FGF-21), ktery stimuluje oxidaci
mastnych kyselin v jatrech, ketogenezi, citlivost bun¢k
na inzulin, blokuje efekt STH a je pfi¢inou ubytku kos-
ti. FGE-21 primérné tlumi cestu IGF-I v jatrech [7].

Hladovéni stimuluje tvorbu ROS (Reactive Oxygen
Species), predev§sim H,0,. H,0, je esencidlni pro au-

tofagii pti hladovéni [8], H,O, ve vysoké davce vede
k bunécnému poskozeni, ale v nizké davce ma dulezi-
tou roli jako signaliza¢ni molekula pfi biologickych
procesech [9].

Hladovéni tlumi gen Bcl-2 (B-cell lymphoma 2),
ktery fyziologicky sniZuje tvorbu autofagosomi, a tim
brani apoptéze buiiky [10]. Exprese Bcl-2 proteinu,
anti-apoptotického proteinu, ktery méni propustnost
membrdn, je zvySena v prirozené stdrnoucich buii-
kach, kde se zastavuje rtst [11].

Jednou z potieb odbourdvani kosti pii hladovéni je
poskytnuti minerald do télesnych tekutin, predevsim
vapniku. Vapnik je zdsadni pro bunécnou fyziologii
a jeho nedostate¢ny prijem rychle stimuluje kostni re-
sorpci s uvolnénim z kostntho hydroxyapatitu [12].
Druhym diivodem udbytku kosti je mechanicka teorie
[13]. Pokud jedinec méné vaZzi, pak je i méné zatiZena
kostra a muze se spustit kostni resorpce endostalné
[14,15].

Kostni metabolismus je nejcastéji sledovan stanove-
nim hladin markert kostnitho obratu. Mezi specifické
markery, odrdZejici kostni metabolismus patfi kostni
alkalicka fosfataza, (BALP), osteokalcin (OC) a N-
a C-termindlni propeptid prokolagenu typu I (PINP,
PICP). BALP je lokalizovdna v membranach osteo-
blasti [16]. PINP je propeptid z prokolagenu I pied je-
ho zabudovdnim do kostni hmoty ve formé& kolagenu I,

s

také odraZzi kostni novotvorbu [17]. Naopak pti odbou-

Tabulka 1
Vliv hladovéni na télesnou hmotnost, sloZzeni téla a obsah tuku (m + SD)
Hmotnost zvifat na konci pokusu (g) Lean BMC (g) Tuk (g) Tuk (%)
STI-S 516 + 13 342 £ 28 75+ 18 17,8 £4,1
STI1-H 479 + 15 343 + 28 51 £ 18 12,6 £3,7
vs. ST1-S p < 0,001 vs. ST1-S p < 0,05
Tabulka 2
Vliv hladovéni na kostni mineralni hustotu (g/cm2; m + SD)
DXA total Th patef Levy femur Pravy femur
ST1-S 0,170 £ 0,028 0,225 + 0,091 0,203 £ 0,132 0,201 = 0,161
STI-H 0,169 + 0,031 0,221 + 0,098 0,185 + 0,072 0,184 + 0,120
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rdvéani kolagenu I se uvoliluje C-termindlni telopeptid
kolagenu I (CTX-I), coz vypovidd o resorpci kostni
tkané [18]. Dalsi faktor, kostni morfogeneticky protein
(BMP-2) podporuje expresi a diferenciaci osteoblastt
s ndslednym zvySenim kostni novotvorby [19]. Inzu-
linu podobny rastovy faktor IGF-I se tcastni kostni no-
votvorby a stimuluje osteoformaci pifi osteoresorpci
[20].

Polozili jsme si otazku, jestli i kratkodobd zména od-
néti potravy na 24 hodin bude mit vliv na kostni meta-
bolicky obrat u potkant.

Pro zjiSténi u¢inku kritkodobého hladovéni na kost-
ni tkan byli v této studii pouziti zdravi samci potkant,
u kterych neni metabolismus kosti negativné ovlivnén
ani nedostatkem anabolickych hormont, ani jinym pa-
tologickym stavem.

Materiél a metody

Zvitata:

Studie byla provedena podle projektu pokusi schva-
leného Odbornou komisi na ochranu zvitat proti tyra-
ni LF UK — HK (¢.j. 30793/2010-30 a 8593/2008-30).
Byli pouziti dospéli samci potkanit kmene Wistar
(Biotest, s. r. 0., Konarovice) s t€lesnou hmotnosti
235 + 7 g na zacatku pokusu. Potkani byli ve vivariu
Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kréalové
(LF UK — HK) umisténi po 5 v plastikovych klecich
a chovani za standardnich podminek (12 hodin svétlo
a 12 hodin tma, teplota 22 + 2 °C, vlhkost vzduchu
30-70 %, pitnd voda ad libitum). Po dobu 12 tydni by-
li potkani Ziveni ad libitum standardni dietou pro hlo-
davce (ST-1, VELAS, Lysa nad Labem).

Obr. 1

Experiment:
Potkani byli rozdéleni do dvou skupin po 10 zvifa-
tech:

1. Skupina ST1-S Zivena po dobu 12 tydnt standardni
laboratorni dietou (ST1).

2. Skupina ST1-H Zivena po dobu 12 tydni dietou ST1
ad libitum a 24 hodin pfed usmrcenim byla v§echna
dieta odebrdna a ponechdna pouze pitnd voda ad li-
bitum. Télesnd hmotnost potkant a spotieba diety
byla sledovdna jednou tydné. Zvitata byla usmrcena
odbérem krve z bifurkace bfi$ni aorty v éterové ane-
stézii.

Hustota kostntho minerélu:

Potkantim byla po jejich usmrceni zméfena kostni
minerdlni hustota (BMD, g/cm?) pomoci dvouenergio-
vé rentgenové absorpciometrie (DXA — Dual Energy
X-ray Absorptiometry) na piistroji Hologic Delphi A
(Hologic, MA, USA) v Osteocentru Fakultni nemocni-
ce Hradec Kralové. Kostni minerdlni hustota celého té-
la, v oblasti bedernich obratli a v oblasti femuru byla
pocitacové vyhodnocena pomoci prislusného softwa-
rového programu pro mald zvifata (DXA, Hologic,
MA, USA).

Testovdni mechanické odolnosti kostni tkané:

Vynaté tibie byly zamraZeny na —80 °C do dalSich
analyz. Tibie byly vyuZity k testovdni mechanické
odolnosti kostni tkdné na specidlnim elektromechanic-
kém pfistroji (Martin KoSek & Pavel Trnecka, Hradec
Kréilové, CR) podle metodiky popsané dfive [21,22].
Pred testovanim jsme zméfili délku a pramér vySetio-
vanych kosti. Tibie byly ldmdny ve stfedu diafyzy po-
moci tfibodového testovani (three-
point bending). Kost byla poloZena
na dva podptrné body, vzdalené
od sebe 18 mm v anteroposterior-
nim sméru. Kost byla nejprve vy-
stavena pocdtecni sile do 10 N
a poté byl spustén elektromotorek
snizujici nerezovy vdlecek kon-
stantni rychlosti 6 mm/min. Po zlo-
mu jsme zméfili tlouStku kortikal-
ni Casti kosti pomoci posuvného
mikrometru (OXFORD 0-25MM
30DEG POINTED MICROME-
TER, Victoria Works, Leicester,
Velkd Britdnie). Maximélni vyna-
lozena sila (v tlaku N) vedouci ke
zlomeni kosti byla zaznamendna
méfici jednotkou (Digitalanzeiger
9180, Burster praezisiosmesstech-
nik GmbH&Co KG, Gernsbach,
Némecko).

Pti pripravé zlomeni torzi se ko-
nec tibie svisle fixuje ve formé
a zalije se samopolymerujici adhe-
zivni pryskyfici na bazi metakryla-
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Tabulka 3
Vliv hladovéni na mechanické vlastnosti a odolnost kostni tkané tibii (m + SD)

Skupina Délka (mm) Primér (mm) T¥ibodové Tloustka kortikalni Fraktura )
ohybéni (N) kosti (mm) a torze tibie (N
LT ST1-S 40,73 + 1,51 2,75 £ 0,37 130,5 £ 18,4 0,521 + 0,009 -
ST1-H 40,92 + 0,94 2,71 0,18 126,1 £ 11,4 0,535 £ 0,022 -
ST1-S 39,71 £ 0,37 2,90 £ 0,28 - 0,541 + 0,094 2974 + 13,3
PT
ST1-H 41,15 £ 0,82 2,72 £ 0,18 - 0,526 + 0,015 259,5 + 31,2
vs. ST1-S vs. ST1-S
p = 0,027 p = 0,003
LT - levé tibie, PT — prava tibie
Tabulka 4

Vliv hladovéni na koncentrace kostnich markerd v kostnim homogenatu, PINP pg/ml; BALP ng/mi;
BMP-2 pg/ml; CTX ng/ml a IGF-1 pg/ml; m + SD nebo median a 25. a 75. percentily)

PINP BALP BMP-2 CTX1 IGF-1
STI1-S 151,3 5,27 22,27 £ 3,66 6 745 1387
145,5-179,2 3,80-5,48 5 050-9 881 1 096-2 850
ST1-H 154,6 3,89 23,65 + 8,22 6 308 1497
101,4-237,7 2,28-4,94 4 633-11 504 973-2 195

tu (Spofacryl-SpofaDental, a.s.; Ji¢in) ve specidlni na-
dobce (obrdazek 1). Po péti minutiach metylmetakrylat
ztuhne a postup se opakuje s druhym koncem tibie (a).
Stied kosti je po celou dobu obalen gdzou namocenou
ve fyziologickém roztoku. Upravené konce kosti se za-
sunou do drzdki piistroje (b). Po spusténi pristroje se
zacne jedna jeho cast otacet rychlosti 24°/min. az do-
jde ke zlomenli tibie v torzi a na obrazovce zlistane zo-
brazena hodnota, pfi které doslo ke zlomeni kosti (vy-
jadfeno v N/m — ¢, d).

Analyza kostnich homogenéti:

Homogenat kosti byl pripraven z proximdlni ¢asti ti-
bie (0,15 g) v 1,5 ml fosfatového pufru (PBS, PAA
LaboratoriesGmbH, Pasching, Austria) na pfistroji
MagNA Lyser (Roche) ve tfech cyklech pti 6 500 rpm
po dobu 20 sekund. Mezi kazdym cyklem byly vzorky
chlazeny v chladicim kruhu (MagNA Lyser Cooling
Block). V kostnim homogenatu byly stanoveny kon-
centrace kostnich markerd: N-termindlni propeptid
prokolagenu I (PINP; pg/ml), karboxytermindlni telo-
peptid kolagenu I (CTX-I; pg/ml), kostni forma izoen-
zymu alkalické fosfatazy (BALP; ng/ml), kostni mor-
fogeneticky faktor 2 (BMP-2; pg/ml) a Insulin Like
Growth Factor I (IGF-I; pg/ml) metodou ELISA s vy-
uzitim kit od firmy Uscn Life Science Inc., Wuhan,

Cina. Analyzy byly provedeny na Ustavu klinické bio-
chemie a diagnostiky Fakultni nemocnice Hradec
Krélové.

Statistickd analyza:

Vysledky byly statisticky zpracovdny programem
SigmaStat 3.1 JandelScientific® (San Rafael, CA,
USA) pomoci neparového t-testu a Mann-Whitney tes-
tu. Vysledky jsou vyjadfeny jako primeér + smérodat-
na odchylka (SD), v pfipadé neparametrickych hodnot
jako median a 25. a 75. percentil. Hodnoty p < 0,05
a niz8i byly povazovany za signifikantni.

Vysledky

Béhem experimentu se u rostoucich potkant fyzio-
logicky zvySovala télesnd hmotnost (hodnoty nejsou
prezentovany). U skupiny hladovéjici 24 hodin pred
ukoncenim pokusu doslo ke statisticky vyznamnému
poklesu télesné hmotnosti (p < 0,001) ve srovndni
s potkany, ktefi méli ptistup k dieté aZ do chvile jejich
usmrceni. Podobné po 24 hodinédch hladovéni u skupi-
ny ST1-H jsme nalezli statisticky vyznamny pokles
obsahu tukové tkdné v téle (p < 0,05) ve srovnéni se
skupinou potkand, kterd do doby usmrceni méla pii-
stup k dieté ad libitum (tabulka I).
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Vyhodnocenim denzitometrickych méfeni jsme ne-
nalezli statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou
potkant Zivenou ad libitum a skupinou, ktera hladové-
la 24 hodin pfed usmrcenim, pouze se ukazal trend
k niz§im hodnotam u hladové&jicich potkant (tabul-
ka 2).

Tloustka kortikalni kosti levé tibie (LT) byla u hla-
dovéjici skupiny vétsi nez u skupiny, kterd méla do
ukonceni experimentu piistup k dieté. Tloustka kosti
pravé tibie (PT) byla statisticky vyznamné mensi
u skupiny ST1-H ve srovndni se skupinou Zivenou ad
libitum (tabulka 3).

Nenalezli jsme statisticky vyznamné rozdily v kon-
centraci markerti z kostniho homogenitu mezi skupi-
nou Zivenou ad libitum a skupinou, kterd hladovéla 24
hodin pfed usmrcenim. Zjistili jsme pouze trend k po-
klesu hodnot BALP u hladovéjici skupiny ve srovnani
se skupinou sytou (tabulka 4).

Diskuze

V nasem experimentu jsme chtéli zodpovédét otaz-
ku, zda mize i akutni hladovéni ovlivnit metabolismus
kosti. Sledované skupiny potkant se po celou dobu ex-
perimentu neliSily v télesné hmotnosti, pouze po 24
hodindch hladovéni poklesla télesnd hmotnost i obsah
tukové tkané v téle. Na poklesu hmotnosti se jisté
podilelo i vyprazdnéni obsahu traviciho traktu. Pfi
dlouhodobém hladovéni potkand bychom jisté dosahli
statisticky vyznamnych rozdill, ale to nebylo na$im
cilem. VétSinou lidé hladovi kratkodobé, napft. pred
opera¢nim zdkrokem nebo vySetfenim.

Predpokldddme, Ze potkani se po 24 hodindch hla-
dovéni, s ohledem na rychlost metabolismu, nalézali
v druhé fazi, kdy ze svych tukovych zasob spotfebova-
li 15 %. Tehdy je energie ziskdvdna z mastnych kyse-
lin z odbourané tukové tkané [2]. Uvoliluje se glycerol
a volné mastné kyseliny pro glukoneogenezi [3] a pro
B-oxidaci [1].

Vzhledem k tomu, Ze osteoblasty a adipocyty po-
chazeji z téZe populace mezenchymalnich kmenovych
bunék [23], je mezi nimi udrZovana dynamicka rovno-
vaha, pak odklon od linie osteoblastti vede ke zvysené
produkci adipocytt [24,25]. V soucasné dobé¢ je tuko-
vé tkan chdpdna nejen jako pasivni zdroj energie, ale
produkci adipokinti ma mnoho dalSich dilezitych tloh
v organismu. Podili se na fad¢ rdznych funkci, véetné
metabolismu kosti [26]. Mizeme olekavat, Ze tukova
tkan uloZend v kostni dfeni bude pfi hladovéni poma-
hat obnoveni a udrZeni funkce osteoblasta [13,27].
Uloha osteocytli neni vazana jen na kostni tkan, ale za-
sahuje i do metabolismu tukt, a dokonce i do lymfo-
poézy [28].

Mnohé prace se podrobné zabyvaji procesy hlado-
véni. Nartstaji polty receptorti aktivovanych peroxi-
zomovymi proliferdtory gamma (PPARY) preferujici
adipocyty [5,6], klesaji koncentrace IGF-I, ¢imZ se
spousti odbourdvani [7]. Reaktivni formy kysliku

(ROS) zvySuji autofagii pti hladovéni. Néktefi autofi
tvrdi, Ze ROS béhem hladovéni nartstaji [8], jin{ tvr-
di, Ze naopak klesaji [29].

Mechanicka teorie je urcité platnd pti dlouhodobém
hladovéni, kdy dojde k poklesu télesné hmotnosti [13].
Leh¢i kostra pfi sniZzené télesné hmotnosti miize byt
disledkem kostni endostedlni resorpce [14,15]. MiZe-
me se domnivat, Ze jiZ po 24 hodindch hladovéni rea-
guje 1 kostni tkan poklesem své pevnosti, kdy pokles-
ly sily nutné ke zlomeni pravé tibie torzi u hladovéjici
skupiny. Toto zjiSténi by znamenalo, Ze jiZ po 24 ho-
dindch hladovéni miZze organismus potkana registro-
vat pokles télesné hmotnosti s patficnym odrazem
v pevnosti kostni tkdné. Tuto hypotézu bude jesté nut-
né ovérit.

V naSem experimentu poklesla statisticky vyznamné
tloustka kortikdln{ kosti pravé tibie. Ale naopak tloust-
ka kortikaln{ kosti levé tibie se zvySila. Tento jev, vel-
mi ¢asto pozorovany v naSich experimentech, by mohl
vypovidat o rizném zatiZeni levych — pravych konce-
tin potkana, pravdépodobné o dominantnosti levé nebo
pravé mozkové hemisféry.

Zjistili jsme vyznamny pokles mnoZstvi tuku v téle
a nevyznamny pokles hodnot BMD ve vSech sledova-
nych oblastech u skupiny ST1-H. NaSe vysledky jsou
ve shod€ s Rosenem, ktery u mySsi neprokazal korela-
ce mezi stehenni BMD a mnoZstvim adipocyti [30].

Zaveér

Domnivime se, Ze pii kriatkodobém hladovéni
u potkani s dostatkem tukové tkané je kostni tkan Set-
fena a neni nucena presmérovat metabolismus kosti ke
zvySené osteoresorpci.
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