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1. Uvod do problematiky

Kost ma v lidském organismu mnoho funkci, od opémé a ochranné,
pies rezervoar mineralll, az po tvorbu vsech typi krevnich bun¢k. Kostni tkan prodélava
neustalou remodelaci po celou dobu Zivota. Procesy kostni novotvorby a kostni resorpce
jsou velmi uzce spjaté. Jakdkoliv nerovnovdha mezi kostni novotvorbou a kostni
resorpci vede K naruSeni procesu remodelace a funkce kosti a diive ¢i pozdéji
k rozvoji onemocnéni. Osteoblasty a osteoklasty jsou kostni buriky, které jsou za cely
proces remodelace kosti, rist a odbouravani zodpovédné. Cinnost kostnich bunék je
ovlivilovana nejen vnitinimi plsobky, jako jsou hormony, vitaminy a mineraly,
ale reaguji i na vnéjsi podnéty, at’ jiz na chemické ¢i mechanické.

Mechanické podnéty plsobici na kost jsou pomérné ¢asto opomijeny, ale o to
vEtsi je jejich vliv na stav kostni hmoty, pfedev§im na odolnost kosti vii¢i zlomening.
Mechanickym stimulem se rozumi jakykoliv pohyb a zatéz kosterni soustavy. Kost se
vlivem zatéze prizpisobuje, méni Se postaveni kostnich tramct, jejich orientace,
tloustka a tim se zvySuje ¢i snizuje odolnost kosti vii¢i zlomening.

Chemickymi podnéty ovliviiujicimi funkei kostnich bunék a tim i stav kostni
hmoty jsou latky, které se do organismu dostanou ve formé& rtznych chemickych
sloucenin napi. 1€k nebo jako zakladni slozky potravy - cukry, tuky, bilkoviny,
vitaminy a mineraly. VyZiva organismu je proces, kterym ziskdvame zakladni ziviny
z vnéjsiho prostredi. Vlivu vyzivy na lidské zdravi se zabyvalo jiZ nespocetné studii. Je
obecné znamo, Ze nadbytek ¢i nedostatek jedné ¢i vice zékladnich slozek potravy, ma
negativni vliv na celkovy zdravotni stav organismu. Otazkou vsak zustava, jak velky je
vliv at’ uz nedostatku nebo nadbytku vybranych slozek potravy na stav kostni hmoty,

na jeji odolnost, metabolismus a funkci.

1.1 Kost

Oporou celého lidského téla je kostra. Kostra, na niz se upinaji svaly a $lachy, je
tvofena 220 kostmi a odpovida pfiblizn€ 15 % celkové télesné hmotnosti Cloveka.
Kosti, svaly a Slachy jako celek umoZziuji pohyb lidského téla. Kosti jsou nejen
opérnym, ale také ochrannym prvkem pro vnitfni organy, pro mozek, plice a srdce.
Vyznamnou funkci kosti je krvetvorba, kterd probihd v Cervené kostni dieni nékterych

kosti. Dalsi funkci je ukladani a nasledné opétovné vyuziti minerald jako jsou vapnik,
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hoi¢ik a fosfor. Kost tvofena kostni tkani je velmi tvrda struktura tvofena builkami,
vazivovymi vlakny a mezibunéénou hmotou.

Kost je tvofena dvéma typy kostni tkan¢ - kosti kompaktni neboli kortikalni,
ktera se nachazi na povrchu kosti, a kosti trabekularni neboli tramcitou, houbovitou,
ktera se nachazi uvnitt kosti. Dutinky mezi trdmcinou houbovité kosti vétSich kosti jsou
vyplnény kostni dieni, v drobnéjsich kostech se kostni dieft nenachazi.

Povrch kosti je tvofen periostem, okostici. Jedna se o tuhou vazivovou vrstvu,
ktera ma dveé vrstvy - zevni fibrozni a vnitini bunécnou s Sharpeyovymi vlakny, které
zasahuji do povrchu kosti a tim upeviiuji periost ke kosti.

Povrch vSech kosti v organismu je tvofen hutnou kompaktni kostni tkani.
Kompaktni kost je z90 % kalcifikovana, je hustd a pevna a udavad tak mechanické
vlastnosti skeletu, jako je pevnost v tahu, tlaku a ohybu. Tento typ kostni tkdné ma
nizky pomér plochy k objemu, mé nizky remodelacni obrat a tvofi pfiblizné 80 % lidské
kostry. V prubéhu roku se obméni pfiblizné 2,5 % celkového mnozstvi kortikalni kosti,
coz je 10krat méné nez u kosti trabekularni. Kompaktni kostni tkan, substantia
compacta, neboli kost kortikdlni je tvofena koncentricky uspofddanymi lamelami
orientovanymi rovnobézné s osou kosti. Zakladni stavebni jednotkou je Haversiv
systém (osteon). Osteon je tvoifen 6-15 lamelami uspofadanych kolem centralniho
kandlku, kterym prochdzi krevni kapilary a nervova vldkna. Lamely se skladaji
ze svazkli rovnobéZn€ probihajicich kolagennich vldken zalitych do amorfni
mezibunééné hmoty. Ve sténach lamel jsou vyhloubeny komirky (lakuny) vyplnéné
osteoblasty (osteocyty). Ze dna lakun zacinaji jemné kostni kanalky (canaliculi ossium),
do kterych osteoblasty vysilaji své vybézky a umoznuji tak vzajemny kontakt bunék.
Osteon je tedy komplex vzajemné se ruzné kiizicich kolagennich vlaken s riznym
stupném mineralizace. Mezery mezi Haversovymi systémy jsou vyplnény systémem
vmezefenych, intersticialnich lamel, tedy zbytky Haversovych systémd, které zanikly
béhem ristu a prestavby kosti.

Tramdéita, houbovita, trabekularni kostni tkan, substantia spongiosa tvofi
pfiblizné 20 % lidské kostry. Probihd v ni intenzivni latkovd vyména a remodelace
kosti. Trabekuladrni kostni tkan se nachdzi pod vrstvou kompakty a uvnitt kosti. Je
tvofena lamelozné usporadanymi tramecky kosti, které vytvareji prostorovou sit. Tvar
této sit¢ vznika plsobenim riznych mechanickych sil a to v pribéhu celého Zivota.

Celkoveé hovofime o architektonice kostni tkané.
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Kosti rozdélujeme podle tvaru na dlouhé, kratké a ploché. Dlouha kost ma dvé
Casti: stfedni ¢ast - diafyzu a koncovou c¢ast tvofenou jednou nebo dvéma kloubnimi
hlavicemi - epifyzu. Diafyza obsahuje kompaktni kostni tkan a epifyza je tvoiena
tramcitou kostni tkani a na povrchu tenkou vrstvou kompakty. Uvnitt diafyzy dlouhych
kosti se nachéazi kostni dieni. Mezi diafyzou a epifyzou se nachazi metafyza, kterd je
dilezita pro rist kosti do délky. Na povrchu kratkych kosti je tuhd vrstvicka kompakty,
uvnitt je spongioza, dienova dutina se nevytvari. Ploché kosti, napi. lopatka, jsou
pomérné tenké. Na povrchu je vrstva kompakty, pod ni se nachdzi spongidza, ktera je az
do pozdniho véku vyplnéna krvetvornou dieni.

Diefiovou dutinu uvnité kosti vypliiuje kostni dien. Cervena kostni dien je
tvofena krevnimi vlasecnicemi, které¢ prostupuji siti retikularnich vldken. Nalézaji se
zde vychozi builkky pro tvorbu vSech zakladnich typt cCervenych i bilych krvinek,
krevnich desticek a kostnich bun¢k v riznych stupnich zralosti. V pribéhu Zivota se
cervena kostni dfenn méni na zlutou kostni dient vyplnénou tukovymi buitkami a ztraci
svoji schopnost krvetvorby. Cervena kostni dfefi pietrvava v dospélosti pouze
Vv trabekularni ¢asti dlouhych kosti, v kosti lebe¢ni, kosti hrudni, v zebrech, v kostech
kli¢nich, lopatkovych a panevnich.

Kost vznika procesem osifikace z vazivového (dezmogenni osifikace) nebo
chrupav¢itého zéakladu (chondrogenni osifikace). Oba tyto osifikaéni procesy maji
stejny pribéh. A to nejprve preménu plvodniho modelu, vazivového nebo
chrupavcitého, ve fibrilarni kost. Hovofime o tzv. primarni osifikaci. Poté se méni
vnitfni struktura fibrilarni kosti ve strukturu kosti lamelarni. Jednd se o osifikaci
sekundarni.

Rist kosti do Sitky a do délky je odliSny. Do Sitky roste kost apozici
Z hlubokych vrstev periostu a endostu. Proces apozice je doplnén procesem resorpce
kosti. Oba tyto procesy zajistuji remodelaci kosti. Tim je zachovan tvar a proporce
kosti. Do délky roste kost pomoci rastovych chrupavek, které se nachazeji
mezi epifyzou a diafyzou na obou stranach dlouhych kosti. Ploché a kratké kosti
koncetin maji riistovou chrupavku jen jednu.

Rust kosti je ovlivnén mnoha faktory. Mezi neovlivnitelné patii vnitini faktory
genetické. Mezi dalsi vnitini faktory patfi vlivy hormondlni. Mezi snadno ovlivnitelné,
vng&jsi faktory, patii vyziva a vliv mechanickych faktori, tedy smér a stupen zatizeni.

Cely cyklus remodelace kosti, jeji riist a odbouravani, probiha pomoci dvou typt

buneék, osteoblastt a osteoklastu.
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Osteoblasty jsou jednojaderné bunky mezenchymalniho plvodu pfiiblizné
kubického tvaru s cetnymi, pomérné¢ dlouhymi vybézky, kterymi jsou
v kontaktu s dal$imi osteoblasty. Pomoci téchto kontaktu se realizuje latkova vymeéna
kosti. Osteoblasty jsou bohaté¢ vybaveny organelami, coz svéd¢i o jejich vysoké
schopnosti tvofit bilkoviny. Mezi jejich produkty patii mezibunééna hmota jak vlaknita
(kolagenni vlakna), tak i amorfni (proteoglykany). Osteoblast vyprodukuje asi 500
krychlovych mikrogrami mezibunécné hmoty denné, tj. tfikrat vice nez je jeho
hmotnost. Osteoblasty jsou nejprve uloZzeny na povrchu tvoficich se tramct a lamel,
ale postupné¢ se "zanotfuji" do novotvoiené kosti, ktera mineralizuje. Primarni
mineralizace zacina po zanofeni osteoblastu do novotvoiené kosti a vytvofi se béhem ni
asi 50 % z celkové mineralizace. Po ukon¢eni remodelaéniho cyklu zac¢ina sekundarni
mineralizace, kdy dochéazi k pomalému vyzravani mineralnich ¢ésti, zvySovani poctu
a velikosti krystalti. Osteoblasty postupné redukuji svoji organelovou vybavu, zatahuji
vybézky a méni se protahlé kostni bunky - osteocyty. Osteoblasty jsou stimulovany
aktivnim vitaminem D, estrogenem, kalcitoninem, parathyroidnim hormonem (PTH,
parathormon), interleukinem 6 a transformujicim rdstovym faktorem beta (TGF-p,
transforming growth factor beta). Osteoblasty vytvatri kostni izoformu alkalické
fosfatazy (bALP), receptory pro parathyroidni hormon a 1,25-dihydroxycholekalciferol,
kolagen typu I, osteokalcin a osteonektin.

Osteocyty diky svému vzajemnému propojeni s jinymi osteocyty a kostnim
povrchem prostfednictvim lakun a kanalkdi umoziuji latkovou vyménu a produkuji
vyznamné mnoZstvi kostnich bilkovin. Kromé této metabolické funkce, maji osteocyty
I funkci ,,mechanickou®. Jsou schopné reagovat na mechanické zatizeni diferenciaci
osteoidu. Velky vyznam maji v reparaci mikrofraktur vznikajicich v pribéhu celého
zivota. Doba jejich Zivota je pfiblizné 20 let.

Osteoklasty jsou velké bunky aZ s padesati jadry. Pavodem pochézi
z hematopoetickych kmenovych bunék fady mononukledrnich fagocytd. V dob¢ ristu
kosti je jejich pocet pomérné vysoky, v dospé€losti dosahuje asi 1 % (Vyskocil, 2009).
Tyto bunky se v procesu kostni piestavby uplatiuji cely zivot. Na povrchu kosti se
nachdzeji vtzv. Howshipovych lakunach a pomoci specifického integrinu jsou
propojeny s kostni matrix. Osteoklasty pomoci své ziasené membrany v kyselém
prostfedi odbouravaji mineralizovanou kostni tkan. Kyselé¢ prostfedi je udrZovano

&innosti protonové pumpy transportniho proteinu (pienasejiciho HCO®/CI’).
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Na degradaci kostni tkan¢ se kromé kyselého prostiedi uplatiuji také enzymy,
napt. bALP. Osteoklasty vytvari také receptory pro Kalcitriol, IL-6 a kalcidiol, které
jejich ¢innost podporuji a také pro kalcitonin, estrogeny a androgeny, které naopak
jejich funkei inhibuji. Kromé toho produkuji osteoklasty také bilkoviny, jako je TGF-p,
ligand pro aktivator receptoru pro nuklearni faktor kappa-B (RANKL), které podporuji
rust a diferenciaci osteoblasti.

Kostni bunky obklopuje mezibunéna kostni hmota. Ta je jako u vSech
pojivovych tkani tvofena svazky kolagennich vlaken. Tato proteoglykanova hmota je
V kostni tkdni mineralizovana krystality fosfore¢nanu vépenatého, uspotadaného
ve form¢ hydroxyapatitu. Krystalitové jehlice jsou vazany na kolagenni vlakna
V mistech, kde jsou mezery mezi jednotlivymi tropokolagenovymi molekulami. Obsah
minerdlll a stupent mineralizace je rizny nejen v riznych typech kosti, ale také v rdmci
jedné kosti. Mén¢é mineralizované jsou kosti s ptfevahou trabekuldrni kostni tkané, napf.
obratle.

Kostni remodelace je nékolikastupiiovy proces zahrnujici fazi klidu, resorpce,
zvratu, rané a pozdni novotvorby. Béhem faze resorpce dochézi k aktivaci osteoklastli
s naslednou resorpci kosti v Howshipové lakunach, faze trva asi tfi tydny. Nasleduje
faze zvratu, kdy do mist resorbované kosti nasedaji osteoblasty a pfipravuje Se
novotvorba kosti. Po pfiblizné 14 dnech zacina fize rané novotvorby kosti, kdy se tvoii
osteoidy. Nejdelsi fazi je faze pozdni tvorby, kdy dochézi k mineralizaci osteoidu, tato
faze trva asi 130 dni. Posledni fazi je pfeména osteoblasti v ploché endostealni buiiky.
Tato faze mutize trvat i n¢kolik let (Vyskocil, 2009).

Kostni remodelace je fizena ucinnym regulacnim systémem zalozenym
na spolupréci vSech typl kostnich bun¢k véetné jejich prekurzorti a na vlivu hormond,
cytokini a signdlnich faktordi, vyZivy, mechanické zat€Zze a riznych transkripCnich

faktort a gend.

1.2 VySetifovaci metody

K posouzeni stavu kostni hmoty slouzi nékolik typli vySetieni. Zdkladem jsou
metody zobrazovaci: rentgenové vysSetieni (rtg), denzitometrie, ultrazvuk, pocitacova
tomografie (CT, computer tomography), mikro-CT a metody laboratorni.
Mezi specializovangjsi vySetieni patii kostni biopsie, histomorfometricka analyza
a scintigrafické vysetfeni. K metoddm experimentalnim patfi testovani mechanickych

vlastnosti kosti.
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Zobrazovaci metody jsou metody, které vice ¢i méné zatézuji organismus
pacienta riznymi druhy zafeni. Rentgenové zéfeni je elektromagnetické vinéni
s kratkou vinovou délkou. Rentgenovy snimek je vyznamny pii diagnostice kostnich
onemocnéni, jako je rachitis, osteomalacie. Miaze upozornit na patologické zmény
na kostech souvisejicich s nékterymi onemocnénimi, jako je napt. Pagetova choroba,
hypofosfatémie. Pomaha odhalit patologické zlomeniny nebo deformity u osteoporozy
| jinych osteopatii. NejCastéji se hodnoti obratlova téla. Zatizeni pacienta pii rtg
snimkovani je pomérné velké, ale pro diagnostiku choroby nezbytné.
metod zalozenych na absorpci rtg zafeni, tzv. absorpciometrie. Touto metodou lze
stanovit hustotu kostni tkané a obsah mineralu. Absorpciometrie pouziva mnohem
mensi davky zéafeni vesrovnani srtg vySetfenim. RozliSujeme absorpciometrii
jednofotonovou a dvoufotonovou. Jednofotonova absorpciometrie (SPA, single photon
absorptiometry) je vhodna pouze pro vysetfeni periferniho skeletu. Tato metoda
vyzaduje pfitomnost co nejmensiho mnozstvi mékké tkdné obklopujici hodnocenou
kost, proto je pro béznou praxi nevhodna. Dvoufotonova absorpciometrie (DPA, dual
photon absorptiometry) vyuziva zafeni o dvou ruznych energiich. Lze ji pouzit i
na mista obklopend mékkou tkani.

PtesnéjSi a rychlejsi metodou ke stanoveni hustoty kostni tkdné¢ a obsahu
mineralu oproti DPA je dvouenergiova rentgenova absorpciometrie (DXA, dual energy
X-ray absorptiometry). Tato metoda vyuziva slabé rentgenové zafeni o dvou
energetickych hladinach, které je pohlcovdno kosti. Pomoci DXA metody je mozné
méfit nejen jakoukoliv ¢ast téla, nejCastéji obratlova téla, kycel, kréek femuru
a predlokti, ale 1 celé télo. Tato metoda patii mezi zédkladni vySetfeni pfi diagnostice
osteopordzy ¢i jinych kostnich onemocnéni. Obsah kostniho minerdlu se udéva
v jednotkach g/em?, jedna se o tzv. kostni mineralni hustotu (BMD, bone mineral
density). Vysledky méfeni se vyjadiuji ve formé smeérodatnych odchylek, jako
tzv. T-skore. T-skore je pocet smérodatnych odchylek (SD, standard deviation)
vypocitany porovndnim BMD pacienta s primérmou hodnotou mladych zdravych
jedinci s maximem kostni hmoty (PBM, peak bone mass). Svétova zdravotnicka
organizace (WHO, World Health Organisation) hodnoti stav kostni hustoty na zakladé
hodnot T-skore. Jako normalni BMD je oznacena hodnota T-skore do -1,0 SD, jako
osteopenie hodnota T-skore mezi -1,0 a -2,5 SD a jako osteoporéza je hodnoceno

T-skore pod -2,5 SD. Toto déleni plati pro bilé zeny po menopauze. Pro ostatni Zeny,
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muze a déti specialni kritéria podle WHO nejsou. Mezi poklesem hodnoty T-skore
a rizikem zlomeniny neplati pfiméa umeéra, snizeni kostni hmoty o 1 T-skére minimélné
zdvojnasobuje riziko zlomeniny (Stépan, 1997). Dal§im pojmem uZzivanym v souvislosti
s méfenim kostni mineralni denzity je Z-skore. Z-skore je pocet smérodatnych odchylek
(SD) vypocitany porovnanim BMD pacienta s primérem zdravé populace stejného
pohlavi a stejného véku. Z-skoére je vhodné pro hodnoceni seniorti nad 75 let véku
a deéti.

K méfeni kostni hmoty je mozno vyuzit i dal$i metody, jako je ultrazvuk,
periferni kvantitativni pocitacova tomografie (pQCT, peripheral quantitative computer
tomography), pQCT s vysokym rozliSenim (hr-pQCT, high resolution pQCT), mikro
MRI (MRI, magnetic resonance imaging, magneticka rezonance), scintigrafie
a invazivni metoda odbéru vzorku kostni tkan¢ biopsii.

Ultrazvuk je metoda levnéjsi a rychlejsi nez DXA. Je vhodna pro skrinink,
urCeni kvality kostni hmoty, ale nehodi se k monitorovani G¢innosti terapie kostnich
onemocnéni. K analyze se nejcastéji pouziva patni kost.

Kvantitativni pocitacova tomografie (pQCT) také pracuje s rentgenovym
zafenim a jeji vyhodou je tiirozm&rné zobrazeni kostniho mineralu (g/cm®) a moznost
rozliseni trabekularni a kortikalni kosti. Tato metoda vSak vystavuje pacienta velkému
radia¢nimu zatizeni.

Znalost architektoniky kosti, tedy stavu kostni pfestavby, je vyhodna nejen
pii rozhodovani o spravné diagndze, ale také pii hodnoceni prognézy. Architektoniku
kosti 1ze posoudit pomoci vzorku kosti ziskan¢ho kostni biopsii. Vzorek se nejcastéji
odebira z lopaty kosti kycelni, pfipadné z medialniho nebo lateralniho kondylu tibie.
Pfed provedenim biopsie je potfeba podat flourochromy, napfi. tetracyklin, ve dvou
intervalech, aby bylo mozZzné posoudit stav kostni formace. Tato metoda nejen
nepohodlnd a bolestiva pro pacienta, je také finan¢n¢ nakladnd a vyzaduje zvlastni
zachazeni se vzorkem, odbér, uchovéavani a zpracovani. Jeji vypoveédni hodnota je vSak
nezastupitelna.

V soucasnosti je metoda invazivni kostni biopsie nahrazovdna metodou
neivazivni. Touto metodou je vysokorozliSovaci periferni pocitatova tomografie
(hr-pQCT). Metoda nevyzaduje chirurgické zasahy, ale zatéZuje pacienta rentgenovym
zafenim, 1 kdyZ mnohonésobné niz§im nez bézné rtg vysetfeni. VySetfeni je nejCastéji
provadéno na distalni ¢asti radia nebo na distalni Casti tibie a poskytuje tfirozmérné

zobrazeni kostniho mineralu. Metoda hr-pQCT ma ve srovnani s pQCT mnohem vyssi



Uvod do problematiky 26

prostorové rozliSeni, umoziuje ndm rozlisit trabekularni a kortikélni kost, zméfit pocet
a tloust’ku trabekul, silu kortikalni kosti a objem kostni hmoty. Metoda je ovSem velmi
finan¢n¢ nakladna a vyzaduje specidlni vybaveni.

Dalsi moznosti 3D zobrazeni kostni mikroarchitektury je vyuziti mikro-MRI.
Vyhodou této metody je vySsi pfesnost zobrazeni, vyssi rozliSeni a absence vyuziti
ionizujiciho zéfeni. Nevyhodou jsou vysoké pofizovaci i provozni naklady. Metoda
vyuziva magnetickych vlastnosti atomovych jader vodiku pro zobrazeni struktury
vnitinich organii, zobrazeni mozku, michy a dalSich mékkych tkani. Narozdil od CT
nevystavuje pacienta rentgenovym paprskim. Pacient je vystaven silnému
magnetickému poli, které nemd na lidské tkan¢ zaddny prokazany Skodlivy ucinek,
ale mize byt nebezpeéna pro lidi s kardiostimulatorem nebo jinym cizorodym
materidlem v téle.

Dalsi vySetfovaci metodou je scintigrafie. Scintigrafie je radionuklidova metoda
zobrazujici oblasti kosti se zvySenou metabolickou aktivitou. Tato metoda nalezla
uplatnéni v diagnostice pfevazné malignich i benignich onemocnéni skeletu, metastaz,
ale vyznam ma také u nezhoubnych onemocnéni, zanéti a zlomenin (Pagetova nemoc,
Sudeckova osteodystrofie, aseptické kostni nekrozy). Principem metody je intraven6zni
podani bisfosfonati  znadenych **™Techneciem snaslednou detekci pomoci
gammakamery.

V soucasné dobé& patii mezi nejpouzivangjs$i zobrazovaci metody rtg vysetieni

a osteodenzitometrické metody. Do poptedi se dostavaji i metody hr-pQCT.

1.3 Biomechanické testovani

Pevnost a elasticita kosti souvisi s vlastnostmi kostniho materialu
a s geometrickymi vlastnostmi. Za vlastnosti kostniho materiadlu povazujeme celkovy
objem kosti, stupenn mineralizace, podil kolagennich a nekolagennich slozek, podil
kortikalni a trabekularni kosti a tloustku kortikalni kosti, ktera vyznamné ovliviiuje silu
kosti (Comelekoglu et al., 2007). Geometrické vlastnosti, tedy uspofadani trabekularni
sit¢ a kortikalnich lamel, jsou dany uspofdddnim krystali a kolagenovych vlaken.
Pevnost kosti je dana stupném mineralizace kosti, elasticita souvisi s organickou
slozkou kostni tkén¢, jeji kvantitou a kvalitou.

Mechanické vlastnosti kosti se hodnoti testovanim odolnosti kosti vuci tlaku,

odolnosti v tahu a odolnosti v torzi.
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Testovani mechanické odolnosti materialu je Siroce vyuzivana metoda v mnoha
ruznych odvétvich, napt. stavebni, strojirensky nebo textilni priimysl, a ma Siroké
uplatnéni také v medicinské oblasti. V medicinské oblasti se vyuziva ke sledovani
vlastnosti uméle vyrabénych nahrad a ke sledovani zmén mechanickych vlastnosti
u sval, Slach a kosti. Tento biologicky material vykazuje na rozdil od primyslového
materialu zna¢nou heterogenitu.

Nejcastéji experimentalnim zvifetem pouzivanym k testovani mechanickych
vlastnosti svald, Slach a kosti, je potkan. U zvifecich modela se pouzivaji k testovani
celé kosti (femur, tibie, humerus, radius, metatarsalni kastky, mandibula - Jiang et al.,
2008), nebo kortikalni i trabekularni casti kostni hmoty upravené do specifickych
geometrickych tvarQi (napf. cylindrl). Tato metoda je pouzivédna nejen U zvifecich
modelu (Lepola et al., 1996), ale také u lidskych vzorkt, kde jiny zptisob testovani neni
mozny (Wang et al., 2001).

K testovani mechanické odolnosti kosti jsou pouzivany komeréné dostupné
pfistroje, bohuzel s velmi vysokou pofizovaci cenou, napt. Instron, MAY 03, USA
(Comelekoglu et al., 2007), Shenk-Trebel model RTP 0.6 (Moro-Alvarez et al., 2009),
Avalon Technologies, USA (Lind et al., 2000; Herlin et al., 2010), MZ500D, Maruto
Co, Japonsko (lwamoto et al., 2006), LR5K J.Lloyd Instruments, UK (Leppénen et al.,
2008), 145660 Z020/TND, Zwick/Roell, Némecko (Stiirmer et al., 2006). Velké
mnozstvi autort vyuziva tzv. ,custom-made material testing machine” neboli
,»ha zakazku* vyrobené piistroje (Herlin et al. 2010; Jamsa et al., 1998; Lepola et al.,
1996). Konstrukce vSech téchto piistroji vychazeji z prace Peng et al. (1994). Na rozdil
od drahych komer¢nich pfistroji nemaji tyto ,,na zakazku‘ vyrobené pfistroje software,
nejsou tedy schopné vypocitat napf. parametry pruznosti, zastoupeni kompaktni
aspongidzni kosti, ¢i vytvofit systém validace. VétSina téchto pfistroji ovSem
umoziuje zaznamenat maximalni silu, kterou bylo nutno vyvinout, aby doslo k fraktuie
testované kosti.

Odolnost Kkosti v tlaku se testuje vertikalnim pisobenim sily na kost, jedna se
0 testovani odolnosti v ohybu (femur, humerus, tibie) a 0 kompresni test (kr¢ek femuru,
télo obratle).

Nejcastéji pouzivanou metodou testovani odolnosti v ohybu je metoda
tiibodového ohybani kosti (TPB, three-point bending). Tato metoda je nejcast&ji
zalozena na principu testovani odolnosti diafyzy dlouhé kosti vici tlaku. Je vSak mozné

testovat také odolnost distalni ¢asti femuru nebo proximalni ¢asti tibie (Herlin et al.,



Uvod do problematiky 28

2010). Testovana kost se umisti na dvé podpéry vzdalené od sebe na urcenou
vzdalenost, tieti (vrchni cepel) piisobi kolmo shora dolii na stfed diafyzy kosti. Pfistroj
zaznamenava maximalni silu potfebnou ke zlomeni kosti. Modernéjsi piistroje
zaznamenavaji krom¢ maximalni sily plsobici na kost pifed zlomenim také tvrdost
a absorpci energie v tzv. kiivce zatézového posunuti (zatézové-deformacni kiivka).

Ctyibodové ohybéani se lii v tom, Ze shora dolii na kost plisobi misto jedné
¢epele dve. Drobnou komplikaci této metody ve srovnani s tfibodovym ohybanim je
podminka, aby se obé ¢epele dotkly kosti ve stejny okamzik (McCann et al., 2008).

Ttibododové, piipadné ctyibodové ohybani, jsou metody, které maji mnoho
moznosti nastaveni a 1i$i se autor od autora. Pro kazdy experiment je tedy nutné metodu
nastavit, urcit vzdalenost podpér, polohu kosti, rychlost testovani a pouZiti
stabilizacniho napéti. Je také nutné snazit se v pribéhu testovani eliminovat vné&jsi
vlivy, které by mohly zkreslit vysledek testovani.

Co se tyka samotného pfistroje, tak je potieba zajistit, aby podpéry byly hladké
se zakulacenymi hranami, ¢imz se zabrani hromadéni tlaku a ,,zafezavani podpér
do kosti v misté¢ kontaktu. Dulezitost kontaktu obou cCepeli s kosti ve stejny cas
u ¢tytbodového lamani, byla jiz zminéna. Je to ovSem obtizné proveditelné vzhledem
k nepravidelnym tvarim kosti. Caste¢né se tomu mizeme vyhnout, bude-li vzdalenost
mezi Cepelemi co nejmensi. Dal§im variabilnim parametrem je vzdalenost spodnich
podpér. Turner a Burr (1993) tvrdi, ze vzdalenost spodnich podpér by méla byt pro
samice potkanti 15 mm apro samce 20 mm, aby se zajistilo, ze z 58-90 % bude
deformace zplsobend ohybanim. Neni-li splnéna tato podminka, zapojuje se také
smykova deformace, kterd snizuje Younglv modul. Younglv modul pruZnosti neboli
modul pruznosti v tahu nebo v tlaku je charakteristikou materialu a zavisi pouze na jeho
vlastnostech. | néktefi dalsi autofi pouzivali konstantni vzdalenost mezi spodnimi
podpérami v zavislosti na velikosti kosti, které byly testovany, napt. 10 mm (Jiang et
al., 2008; Herlin et al., 2010) nebo 15 mm (Bagi et al., 2006; Iwamoto et al., 2006).
Jinou moznosti nastaveni vzdalenosti spodnich podpér je dle Leppénen et al. (2006) tak,
ze jedna podpéra je pod velkym trochanterem (trochanter maior) a druha pod distalnim
koncem femuru.

Dalsi otazkou je smér piisobeni ¢epele pii testovani, tedy jaka bude poloha kosti.
Nepravidelny tvar kosti zde hraje dulezitou roli. Napiiklad u femuru se jak
z anatomickych, tak z praktickych divodi dava prednost testovani v piedozadnim

sméru (anteroposteriornim, AP) (Jimsd et al., 1998; Jarvinen et al., 1998).
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Ovsem Leppinen et al. (2006) tvrdi, ze vzhledem k funkéni adaptaci kosti na zatéz, je
vhodnéj$im smérem testovani stfedobocni (mediolateralni, ML). Femur ma v tomto
sméru nejvetsi elipticky pramér diafyzy a predstavuje ziejmée primarni smer adaptace
kosti na zatizeni (Leppanen et al., 2006; Leppénen et al., 2010). Pii testovani
v mediolaterdlnim sméru je ale nutné zabrdnit otieni femuru na anatomicky
pfijatelnéjsi anteroposteriorni stranu zafixovanim interkondylarni ¢asti, napt. uchycenim
do klesti. Timto vnéjSim zasahem ovSem dochazi K ovlivnéni mechanickych vlastnosti
kosti (Leppénen et al., 2006).

Ohybaci sila mize byt aplikovana rtiznou rychlosti: 50 mm/s (Stiirmer et al.,
2006), 1 mm/s (Leppinen et al., 2006; Jarvinen et al., 1998), 0,5 mm/s (Herlin et al.,
2010), 0,155 mm/s (Jamsi et al., 1998), 0,1 mm/s (Leppéanen et al., 2008), 20 mm/min
(Bagi et al., 2006; Iwamoto et al., 2006), 5 mm/min (Jiang et al., 2008), 2 mm/min
(Brzoska et al., 2005).

Pted vlastnim lamédnim je testovand kost zatizena malym stabilizujicim napétim
do 10 N, napt. 0,5 N (Bagi et al., 2006), 1 N (Stiirmer et al., 2006), 10 N (Leppinen
et al., 2008). Zatizeni malym stabilizujicim napétim kost fixuje a zabranuje tak jejimu
protaceni.

Dal$im parametrem ovliviiuyjicim vysledky samotného testovani je piiprava
vzorku. Kost je potfeba dikladné ocistit od mékkych tkani. Odstranovani mékkych
tkdni je nutné provadét opatrné, aby nedoSlo k poSkozeni povrchu kosti a tim
ke zkresleni vysledkd testovani. Dale je potieba zabranit vysychani kostni tkané
ptfed a po dobu testovani, napt. zabalenim do gézy zvlhéené fyziologickym roztokem.

Vétsina testi probihd za pokojové teploty, ale naptf. lwamoto et al. (2006)
testoval tfibodové ohybani u femurl potkanti Sprague-Dawley po tfech minutich
V solné lazni pii teploté 37 °C, aby se co nejvice ptiblizil podminkam Zivého organismu.

Dal$im testem, pomérné hojné pouzivanym K testovani odolnosti kosti v tlaku, je
kompresni test. Kompresi neboli stlatovani, jsou nejCastéji vystavovany téla obratli
a kr¢ky femurt. Ke kompresnimu testu lze pouzit jak celé kosti, tak jen ¢asti. Tato
metoda je ovSem naro¢na na piipravu testovaného materialu. Kromé¢ jiz vySe zminéného
dokonalého ociSténi kosti od mékkych tkani je potifeba testovany vzorek uchytit
ve specialnim fixacnim zafizeni, aby se zabranilo pohybu vzorku. K tomuto ukotveni se
pouzivaji polyakrylamidové pryskyfice. Pii testovani mechanické odolnosti krcku

femuru v tlaku je potieba femur nebo jeho proximalni ¢ast (ziskanou jako zbytek
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po tiibodovém ohybani) upevnit kolmo k podlozce. Hlavice femuru se opét zatizi
malym stabiliza¢nim napétim do 10 N. Sila je aplikovéana v podélné ose kosti, proto je
nutné vySe zminéné spravné zafixovani kosti. Vrchni Cepel tlaci na hlavici femuru az
do zlomeni kréku femuru nebo do rozdrceni obratle. Rychlost stlatovani je opét
volitelna: 0,155 mm/s (Jamsa et al., 1998; Herlin et al., 2010), 1 mm/s (Leppénen et al.,
2006; Jarvinen et al., 1998), 2 mm/min (Brzoska et al., 2008; Brozska et al., 2004),
6 mm/min (Brzoska et al., 2005).

Dalsim zptsobem testovani mechanickych vlastnosti kosti je torzni test. Tento
test dava informaci o smykovém napéti pfed samotnym zlomenim. Pro tento test se
stejné jako u kompresniho testu mohou kromé celych kosti pouzivat také ¢asti kosti
upravené¢ do specifickych tvarG. Test miize byt provadén na vSech typech kosti
byt pifed uchycenim upraveny abrasivnim papirem. Tim se zlepsi piichyceni
polyakrylamidu, do néhoz jsou oba konce kosti zality, a takto upravené konce jsou
sevieny do svéraku. Zabrani se tim drceni konct kosti pfi testovani. Délka kosti, kterd je
vystavena torzi se zaznamenava a je nutné, aby byla konstantni. Riizni autofi pouzivaji
riznou uhlovou rychlost otdCeni, ovSem pro cely experiment musi byt konstantni:
4,8 °/s (Nazarian et al., 2009), 4 °/s (Lind et al., 2000), 6 °/s (Lepola et al., 1996),
10 °/min (Moro-Alvarez et al., 2009). Vyznamny je také smér torze, ktery musi byt
V jednom experimentu stejny. Zaznamenava se torzni sila potfebna ke zlomeni kosti
(Nm), pricemz nékteré pristroje zaznamenavaji také thel zlomeni (°, rad). Dalsi
parametry jako je mezni torzni sila, tuhost, smykovy tlak a smykovy modul je mozné
nasledné vypocitat. Testovani odolnosti kosti v torzi je metoda pouzivana jiz od 70. let
19. stoleti (Stromberg a Dalen, 1976). Pfistroj sestrojeny Strombergem a Dalenem
(1976) byl k testovani torzni sily pouzivan mnoha dal$imi autory (Mattila et al., 1999;
Lepola et al., 1993).

Tahovy test je dal§im typen testu pouzivanym K hodnoceni mechanickych
vlastnosti kosti. Tento test je hojnéji pouzivan pfi testovani elastickych materiald, jako
jsou svaly a slachy. U kosti se pouziva u dlouhych kosti. Kost se upevni horizontaln¢
pomoci polyakrylamidové pryskyfice stejnym zplsobem jako pfi torznim testu.
Vzdalenost mezi konci upeviiovaciho zatizeni je volitelna, napi. 3 mm (Comelekoglu
etal., 2007), ale musi zistat konstantni v ramci jednoho experimentu. Testované kosti
jsou opét vystaveny malému pocatecnimu napéti 5-10 N. Rychlost tahové zatéze miize

byt 2 mm/min (Comelekoglu et al., 2007) nebo 1 mm/s (Comelekoglu et al., 2007).
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Maximalni zatiZzeni pfedstavuje maximalni tahovou silu, kterd musela byt aplikovana,
aby doslo k fraktufe. Hodnoty intenzity tahu pted zlomenim je mozné zaznamenat jako
kiivku. Sklon linearni casti kiivky zatéZzového posunuti definuje tvrdost a plocha
pod touto kiivkou definuje energetickou absorp¢ni kapacitu. Z ktivky tlak-pevnost je
mozné urcit mezni tlak, mezni pevnost a modul pruznosti (Comelekoglu et al., 2007).

V experimentech se vySe popisované metody cCasto kombinuji. Nejvetsi

omezenim pfi tomto zpiisobu testovani je mnozstvi materialu.

1.4 Biochemické metody

Krom¢ vyse zminénych metod se k hodnoceni stavu kostniho metabolismu
pouzivd také laboratorni vySetfeni. K zdkladnimu biochemickému vySetfeni patii
stanoveni minerdlni slozky, koncentrace vapniku, fosforu a hoic¢iku v séru 1 v moci,
a stanoveni hormoni ovliviiyjicich metabolismus vapniku: parathormon, kalcitonin
a metabolity vitaminu D (kalcitriol, kalcidiol). Hodnoti se také ukazatelé stavu jater
aledvin: alaninaminotransferaza (ALT), aspartataminotransferdza (AST), gamma-
glutamyltransferaza (GMT), bilirubin, urea a kreatinin. K dal$im vySetfenim patii
hodnoceni vlastnich parametri kostniho metabolismu, jako jsou enzymy specifické
pro osteoblasty a osteoklasty nebo neenzymové peptidy.

Mezi markery kostni novotvorby patii kostni izoforma alkalické fosfatazy
(bALP), osteokalcin (OC), amino- a karboxy-terminalni propeptid prokolagenu typu I
(PINP, PICP).

Jako wukazatel kosti resorpce se stanovuje amino- a karboxy-terminalni
telopeptidy kolagenu 1 (NTX, amino-terminal telopeptide; CTX, carboxy-terminal
telopeptide), tartat-rezistentni kysela fosfatiza (TRACP, tartat resistant acid
phosphatase), pfipadné hydroxyprolin, glykosidy hydroxylyzinu, pyridinolin,
deoxypyridinolin.

Dale se stanovuji lokalni ptisobky jako je interleukin 1 a 6 (IL-1, IL-6), tumor
nekrotizujici faktor (TNF, tumor necrosis factor), monocyto-makrofagovy faktor
stimulujici kolonie (M-CSF, macrophage colony-stimulating factor), interferon vy
(INF-y), transformujici rastovy faktor f (TGF-B, transforming growth factor ), kostni

morfogeneticky protein (BMP, bone morphogenetic protein) a osteoprotegerin (OPG).



Uvod do problematiky 32

1.4.1 Kostni izoforma alkalické fosfatazy

Alkalicka fosfataza, ALP, je ubiquitarni ektoenzym (130-220 kDa), ktery
hydrolyzuje monoestery kyseliny fosfore¢né v alkalickém prostfedi. ALP vazana
na membranu bunék je slozend ze 4 podjednotek a v krvi cirkuluje jako dimer. Kazda
z podjednotek ma jednu aktivni stranu, obsahuje dva atomy Zn”" stabilizujici tercialni
strukturu a vyZaduje Mg®" jako kofaktor.

RozliSujeme tii izoenzymy ALP: placentarni, stievni aizoformy obsazené
v kostech, jatrech a ledvinach. Izoenzymy se liSi primarni strukturou, jsou koédovany
riznymi geny. Izoformy v kostech, jatrech a ledvinach, nazyvané tkanové nespecifické
enzymy (TNALP, tkanové nespecificka alkalicka fosfataza), se 1i$i v poctu sacharidu,
véetné kyseliny sialové v molekule, coz je dano posttranslaéni modifikaci. U zdravych
dospélych bez poruchy jaternich funkci je ptiblizné polovina celkové aktivity sérové
ALP tvofena jaterni ALP, 40 % kostni a az kolem 10 % stievni ALP. U déti
a dospivajicich je naprosta vétSina sérové ALP tvofena kostni ALP. U té¢hotnych Zen je
vyznamny podil tvofen placentarni ALP. N¢které nadory mohou ALP produkovat, ta je
pak podobna placentarni nebo stfevni ALP. Alkalickd fosfatdza je obsaZena v tad¢
tkani, proto je pfi stanoveni potieba odlisit kostni izoformu, hlavné od jaterni, protoze
enzym z ledvin se v krvi nevyskytuje.

Celkova ALP je Siroce uzivany marker kostniho metabolismu z divodu
dostupnosti levné a jednoduché metody. Sérova hladina celkové ALP poskytuje pohled
nanovou kostni tvorbu a aktivitu osteoblastd, slouzi k identifikaci osob s rizikem
osteopordzy nebo jinych onemocnéni kosti a k monitorovani antiresorp¢ni terapie.
Hlavni izoformy ALP lze stanovit pfi jejich vzajemném oddé¢leni napt. imunoanalyzou
(vazbou na protilatky), elektroforézou, precipitaci pomoci lektinti, termoinaktivaci ¢i
inhibici L-fenylalaninem.

Kostni izoforma alkalické fosfatazy (bALP) je k vn&j$i strané bunécné
membrany osteoblastd piipojena karboxyterminalni glykosylfosfatydylinositolovou
(GPI) kotvou. Pisobenim fosfolipdzy je kostni ALP uvolnéna jako homodimer
z membrany do cirkulace. V cirkulaci ma dlouhy biologicky polocas (1-2 dny), coz
nejspise prispiva k nizké denni a biologické variabilité. Jako vétSina glykoproteini je
odstrafiovana z cirkulace jatry pomoci galaktézového receptoru. Pii aktivaci osteoblastii
Ize tento enzym ve zvysené aktivité prokazat v krevnim séru.

ALP ma Siroké optimum pH a promeénlivou substratovou specifitu in vitro, coz

odrazi koncentraci a typ slouceniny s fosforem, kterd je hydrolyzovéna. Hydrolyticka
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aktivita miZe S$tépit fosfoestery nebo Ppi (anorganicky difosfat), jenz je zaroven silnym
kompetitivnim inhibitorem ALP (Whyte, 1994).

Sérové aktivity izoenzymu ALP jsou u potkanu a lidi rozdilné (Koyama et al.,
1987). V séru potkant byly identifikovany tfi izoformy stievni ALP a jedna izoforma
kostni TNALP, jaterni izoformu nelze za fyziologickych podminek v séru potkanii
detekovat (Kominami et al., 1984). Nejvétsi rozdilnost v aktivit¢ ALP v séru potkant
a lidi byla zjisténa u stievni a jaterni izoformy, naopak vlastnosti kostni izoformy jevily
U obou druhii nejvétsi podobnosti. Obé kostni izoformy maji stejné fyzikalné-chemické
vlastnosti, jako reten¢ni ¢as a elektroforeticka pohyblivost. Ani u potkand ani u lidi se
nepodatilo rozdélit kostni izoformu ALP na jednotlivé frakce (Dziedziejko et al., 2005).
Izoenzymy potkani a lidi jsou rozdilné, nicméné u TNALP potkanti byla zjiSténa 90%
homologie v sekvenci aminokyselin TNALP lidi (Hoshi et al., 1997).

Predpoklada se, ze ALP hraje kliCovou roli pfevazné v Casnych stadiich
mineralizace. ALP patfi mezi prvni funkéni geny exprimované v prvnich fazich
kalcifikace. Byly vysloveny dvé hypotézy popisujici roli ALP v procesu mineralizace.
Prvni predpokladd jako hlavni funkci TNALP zisk Pi (anorganicky fosfat) pro vznik
hydroxyapatitovych krystalii. Druhd hypotéza predpoklada ticast TNALP pii hydrolyze
PPi, ¢imz nasledné¢ usnadiiuje rist krystali hydroxyapatitu. PPi, jakoZzto inhibitor
mineralizace, je v soucasné dobé povazovan za kli¢ovy regulator kalcifikace. TNALP
tedy reguluje hladinu PPi (Golub a Boesze-Battaglia, 2007). Tuto druhou hypotézu
podporuje stav pacientd s hypofosfatazou, dédicnym onemocnénim zptisobenym mutaci
genti pro TNALP. Onemocnéni se projevuje poklesem nebo absenci hladin ALP

a zvySenim hladin PPi (Whyte, 1994).

1.4.2 Osteokalcin

Osteokalcin, OC, je druhy nejhojné&jsi protein kostni matrix. Byl objeven v roce
1976 Pricem et al. (1976) a Hauschkem et al. (1975). Jedna se o nekolagenni protein
produkovany osteoblasty o velikosti asi 6 kDa obsahujici y-karboxyglutdimovou
kyselinu. Kromé osteoblastti ho tvofi také osteocyty a odontoblasty. OC je syntetizovan
osteoblasty karboxylovany tfemi zbytky kyseliny glutamové (ucOC, undercarboxylated
osteocalcin).  Tato  rezidua  jsou nasledné  y-karboxylazou  pfeménéna
na karboxyglutdmovou kyselinu (tzv. Gla-rezidua) a poté je tento intaktni OC uvolnén

z bunky. K tvorbé je zapotiebi kalcitriol avitamin K. Tento nové vytvoireny OC,

intaktni OC, je vétSinou absorbovan (60-90 %) dokostni matrix vazbou
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na hydroxyapatit pomoci Gla-rezidui, ale ¢ast ho také unika do cirkulace, kde mtze byt
detekovan.

Osteoblasty syntetizuji sice pouze intaktni OC, ale ten muZze pozdé€ji projit
intracelularnimi procesy nebo byt po sekreci degradovan, coz vede k tvorbé mensich
fragmentll rovnéz detekovatelnych v cirkulaci. U intaktniho osteokalcinu dochézi
ke stépeni C-terminalniho fragmentu za vzniku N-MID osteokalcinu (N-MID,
N-terminalni a MID fragment). Bunkami je také uvolfiovan ucOC, ktery nema
schopnost vazat se na hydroxyapatit a nasledné se dostava do cirkulace. Cirkulujici OC
je tedy smési nékolika molekulovych forem: intaktni OC (1-45), N-MID OC (1-43),
C-terminalni fragment (44-49), N-terminalni fragment (1-19) a MID fragment (20-49).

Osteokalcin m& malou molekulu, pronikd tedy snadno i zdravym glomerulem
a ma velmi kratky biologicky polo¢as (4 minuty) (Racek, 2006). Hladina osteokalcinu
v krvi podléha intra- i interindividualni diurnalni variabilité. Krom¢ denni a sezonni
variability a stavu funkce ledvin ovliviiuje stanoveni hladiny OC v krvi také jina
onemocnéni, jako je hypothyredza a hyperparathyre6za, kdy dochazi k poklesu hladin,
nebo zanétliva onemocnéni, pii kterych se hladina OC zvysuje (Vyskocil, 2009). Potize
pii stanoveni hladiny OC v krvi zptisobuje také jeho Spatna stabilita pii pokojové teploté
a velké mnozstvi fragmentd v séru, kde kazdy reaguje riznou intenzitou a riznymi
protilatkami. Hladina OC v séru koreluje s hladinou ALP.

Vétsina OC, ktera je sekretovana do krevniho obéhu béhem kostni novotvorby,
je intaktni forma. Intaktni OC je tedy povazovan za specificky marker kostni
novotvorby. OC je kromé& regulace aktivity osteoblasti také zahrnut do regulace
metabolismu minerald, je nutny ke stimulaci zrani kostniho mineralu (Boskey et al.,
1998).

Exprese osteokalcinu je regulovana riznymi faktory: parathyroidnim hormonem
(PTH), 1,25-dihydroxyvitaminem D (vitamin Ds), estrogeny, glukokortikoidy,
rastovymi faktory a cyklickym adenosinmonofosfatem (CAMP).

Osteokalcin je ulozeny do kostni matrix, tudiz musi byt také uvolfiovan béhem
osteoblastii a ne zrozpadu kostni matrix (Riggs et al., 1986). Pozdé&ji, pfi studiu
pacientl s riznymi kostnimi metabolickymi poruchami, bylo ale zjisténo, Ze ne vSechny
fragmenty OC v cirkulaci nebo perifernich organech (ledviny, jatra, plice) jsou
odvozené z katabolismu OC, ale také z OC ulozeného v kosti (Gundberg et al., 1991).
OC by tedy mohl slouzit jako marker kostni resorpce in vitro (lvaska et al., 2004).
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Na zéklad¢ zéavért téchto studii je v soucasnosti sérovy OC povazovan spise
za marker kostniho obratu nez jen kostni novotvorby (Gundberg et al., 1991; Ivaska et
al., 2004).

1.4.3 Kolagen |

V kostech nachazime kolagen typu | a typu Ill. Pfevazujici kolagen | je
tvofeny dvéma fetézci al a jednim fetézcem a2 a vytvaii tzv. ,triple helix“. Kolagen
typu Il je jen minoritni slozkou a lze ho nalézt ptevazné ve velmi mladé tkani, je
tvotfeny tfemi fetézci al.

Kolagen je syntetizovan uvnitf bunky z pro-o-ietézct, jez maji na obou
koncich propeptidy, N- a C- (N-, aminoterminalni; C-, karboxyterminalni), které maji
nehelikdlni charakter. Pro-a-fetézce uvnitt buniky dozravaji, podléhaji hydroxylaci,
glykosylaci a agregaci do trojSroubovice. Pro hydroxylaci je nezbytna pfitomnost Zeleza
a kyseliny askorbové, protoze spoleéné s 2-oxoglutaratem pusobi jako kofaktor
pro ¢innost hydroxylaz. Takto upraveny kolagen se exocytézou dostava
do extracelularniho prostoru. Dal§i procesy probihaji jiz mimo buiniku. Ztratou
nehelikdlnich segmentl vznikd tropokolagen neboli kolagenovy monomer, zdkladni
soucast kolagenu. Na C- a N- koncich stale zistavaji kratsi nehelikalni useky. Nasleduje
polymerace tropokolagent za vzniku mikrofibrily. Mikrofibrily, spojené do kolagennich
fibril, se poté zpeviuji pisobenim lysyloxidazy tvorbou pfiénych vazeb tvz. cross-links
mezi g-aminoskupinami zbytkd lyzinu a hydroxylyzinu. Pro spravnou tvorbu pti¢nych
vazeb je duleZita pritomnost médi. Takto stabilizované kolagenni fibrily se skladaji
do vlaken (Viguet-Carrin et al., 2006).

V kostech je velmi dilezita architektonika kolagennich vldken, ta rozhoduje
0 mechanické pevnosti a odolnosti. Fibrily se uspotadavaji v zavislosti na sméru tlaku
a tahu, ktery na né plsobi, z tohoto divodl je velmi dllezité pravidelné a spravné

zatézovani kosti.

1.4.4 Amino-terminalni propeptid prokolagenu I (PINP)

PINP (amino-terminal propeptide of type | collagen) je odvozen z kolagenu
prvniho typu. Po vylouceni prokolagenu do mezibunééného prostoru jsou tyto
propeptidy odstépeny pomoci specifickych endoproteaz a uvolnény do krevniho obéhu
(Merry et al., 1976). PINP je pravdépodobné zodpovédny za dalsi rust a zmény

kolagennich vlaken (Vyskocil, 2009). Koncentrace cirkulujiciho PINP je pfimo timérna
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mnozstvi nové kolagenové a nasledné mineralizované matrix tvofici se kosti. Z tohoto
divodu sérovy biomarker PINP koreluje s tvorbou kosti. Jeho molekula je bohata
na prolin a hydroxyprolin (Seibel et al., 2005), ma molekulovou hmotnost pouhych
70 kDa, z organismu je eliminovan jaternimi endotelialnimi bunikami pfes scavengerovy
receptor. Vykazuje nizkou intraindividudlni variabilitu a nizké cirkadianni kolisani
(Wheater et al., 2013). Hojné se tento ukazatel vyuziva k monitorovani ucinnosti
antiresorpéni terapie u osteoporotickych pacientl, iu Pagetovy choroby (Vyskocil,
2009). Ve studiich na hlodavcich se ukazal jako vhodny k posouzeni kostni novotvorby
u potkant (Hale et al., 2007; Rissanen et al., 2008).

1.45 Karboxy-terminalni propeptid prokolagenu typu I (PICP)

PICP (carboxy-terminal propeptide of type | collagen) vznika plsobenim
peptiddz na pro-a-fetézec extracelularné brzy po syntéze kolagenu za vzniku
tropokolagenu. PICP ma pomérné velkou molekulu, 115 kDa, proto jeho koncentraci
neovliviiuje funkce ledvin (Racek, 2006). V krvi je pfitomen jako dimer stabilizovany
disulfidickymi  vazbami. Je odbouravdn jaternimi endotelidlnimi  buiikami
pfes man6zovy receptor a ma tedy kratky biologicky polocas v séru, 6-8 minut. PICP je
specifickym produktem proliferujicich osteoblastii a fibroblasti. Neni tedy zcela
specificky pro kost. Zvysené hladiny v séru jsou znamkou rychlé kostni novotvorby,
napt. v piipadé Pagetovy choroby (Vyskocil, 2009) nebo osteopordzy. V soucasné dobé

se tento ukazatel k hodnoceni stavu kostni hmoty bézné nepouziva.

1.4.6 N-terminalni a C-terminalni telopeptidy kolagenu typu I (CTX-I, NTX-I)
Telopeptidy jsou kratké aminokyselinové fetézce pochdzejici z nehelikalnich
koncti molekuly kolagenu 1 pii jeho odbouravani pusobenim osteoklastti. Podle toho,
zda se vyskytuji na karboxyterminalni ¢i aminoterminélni ¢asti kolagenu, se nazyvaji
C-termindlni telopeptid kolagenu I (CTX-l) ¢i N-termindlni telopeptid kolagenu I
(NTX-1). CTX-I a NTX-I jsou navic pficné spojeny pyridinolinovymi molekulami tzv.
kroslinky. Jedna molekula CTX-I se tedy sklada ze dvou C-terminalnich fragmentt ol
fetézce kolagenu I, jednoho helikélniho segmentu z al ¢i a2 fetézce kolagenu | a pficné
vazebnych molekul pyridinolinu (PYD) nebo deoxypyridinolinu (DPD). CTX-I
a NTX-1 jsou uvoliiovany z kostni hmoty béhem degradace kolagenu v poméru 1:1

a jsou povazovany za markery kostni resorpce. Nevyhodou je vSak jejich pomérné malé
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molekulova hmotnost (9-20 kDa), diky které¢ jsou vylu¢ovéany ledvinami, jejichz funkce

tedy vyrazné ovliviiuje koncentraci téchto peptidu v séru (Racek, 2006).

1.4.7 Inzulinu podobny rustovy faktor (IGF-1)

Inzulinu podobny rustovy faktor I (insuline-like growth factor I; IGF-1) je peptid
o velikosti asi 7 kDa strukturné podobny inzulinu. Ma mitogenni a metabolické ucinky
na rast, preziti a diferenciaci mnozstvi bun¢k a tkani. Jeho sekrece je tzce spjata
s rustovym hormonem, ktery je tvoien pfednim lalokem hypofyzy a mé anabolicky
efekt na kostni tkan a to jak pfimo, tak prostfednictvim IGF-I.

IGF je produkovan pievazné jatry a negativni zpétnou vazbou ovliviiuje sekreci
samotného rustového hormonu. Krom¢ produkce v jatrech, je IGF tvofen také piimo
v tkanich, napf. ve svalovych bunkach, ale i v kostni tkani a mozku. Oba dva jsou tedy
rustovymi faktory, které piisobi jako hormon, tedy systémové anebo lokalng, jako
autokrinni/parakrinni faktor (Cohick a Clemmons, 1993; Stewart a Rotwein, 1996). IGF
pusobi pies své receptory a je zavisly na proteinech vazajicich IGF (IGFBPs, IGF
binding proteins). Rozeznavame 6 IGFBPS s riiznou funkci a mechanismem puisobeni,
od jednoduchych nosi¢u po ucinné regulatory pusobeni IGF (Mohan a Baylink, 2002).
Exprese mMRNA IGFBP-2 v osteocytech je zvySovana mechanickou zatézi (Reijnders et
al., 2007) nebo po mechanické stimulaci pomoci zatéZe u potkand (Bravenboer et al.,
2001).

Rustovy hormon bud piimo ¢&i prostiednictvim IGF-1 stimuluje proliferaci
osteoblastd, tvorbu osteoprotegerinu a expresi kolagenu v osteoblastech (Canalis et al.,
1995). IGF-I pravdépodobné podporuje osteoklastogenezi tvorbou RANK-L (ligand
pro aktivator receptoru pro nuklearni faktor kappa-B; NF-kB) v osteoklastech
(Mochizuki et al., 1992). Tvorba IGF-I pfimo v kostni tkani, konkrétné v osteoblastech,
je stimulovana parathormonem (Minuto et al., 2005; Huang et al., 2000), hormonem
§titné zlazy a estrogeny (Huang et al., 2000) a inhibuji ji glukokortikoidy (Delany et al.,
2001), TGF-p a kortizol.

V experimentech se zvifaty bylo zjisténo, ze systémovy IGF-I ovliviiuje spiSe
kortikalni cast kosti a lokalni IGF-I spiSe trabekularni kostni tkan (Giustina et al.,
2008).

Stanoveni hladiny IGF-I je velmi cennym diagnostickym prvkem, nebot’ jeho
sekrece neprobiha v pulsech a s vékem klesa. Je vyuzivan pro diagnostiku akromegalie

a gigantismu (Racek, 2006).
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1.4.8 Kostni morfogenetické proteiny (BMPs)

Kostni morfogenetické proteiny (BMPsS, bone morphogenetic proteins) jsou
soucasti nadrodiny rustovych faktord beta (TGF-B, transforming growth factor beta)
a hraji roli v embryonalnim vyvoji, buné¢né diferenciaci a funkci osteoblasti. BMPs
indukuji diferenciaci mesenchymalnich bun¢k smérem k bunkam osteoblastické linie,
¢imz podporuji diferenciaci osteoblastil, jejich zrani a funkci. Mimo to indukuji BMPs
jesté enchondralni osifikaci a chondrogenezi. Nasledkem vlivu BMPs na linii
osteoblasti je podpora osteoklastogeneze, procesu, ktery je Tzce spjaty
s osteoblastogenezi. Pro udrzeni rovnovahy v kostni remodelaci je nutna zpétna vazba
ovlivnujici aktivitu BMPS.

Funkce BMPs je spojena i s dal$imi rastovymi faktory. Stimulaci diferenciace
bun¢k osteoblastické linie se zvySuje mnozstvi cilovych bunék pro IGF-I, tedy zralych
osteoblasti. BMPs také reguluje hladinu IGFBPs, které jsou syntetizovany
Vv osteoblastech a reguluji aktivitu IGF (Canalis et al., 2003).

BMPs se véaze na receptory IGFBP I a II, jejichZ signal je zprostfedkovan
fosforylaci transkripéniho faktoru Smads. Signalizace BMPs je regulovana na mnoha

urovnich, jak extracelularné na membrang, tak intracelularné (Itoh et al., 2000).

1.5 Aminokyseliny

1.5.1 Glutamin
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Obrazek 1: Chemicky strukturni vzorec glutaminu

Extreme Longevity [online]. c2011, [cit 2013-01-27]. Dostupné z:
<http://extremelongevity.net/2012/03/15/glutamine-supplementation-protects-brain-cells-and-
dna/>
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Suplementace glutaminem a jinymi aminokyselinami, pfedev§im vétvenymi
(valin, leucin a izoleucin) se vyuziva nejen k regeneraci a rustu svalové hmoty nejcastéji
v kulturistice (Shimomura et al., 2006) nebo v atletice (Gleeson, 2005), ale také k 1é¢bé
zavaznych proteokatabolickych stavii, jakou jsou popaleniny, krvaceni, sepse
(Newsholme a Hardy, 1997) a téz u pacienti po transplantaci kostni diené (Ziegler et
al., 2002; Mora Lde et al., 2002).

Glutamin (Obrazek 1) je aminokyselina neesencialni, ktera je soucasti proteint
lidského téla a podili se na udrzovani dusikové rovnovahy v organismu a ma také
vyznamnou funkci pfi detoxikaci amoniaku. Zapojenim do metabolismu amoniaku ma
glutamin vyznamnou tlohu pfi udrzovani acidobazické rovnovahy organismu (Holecek,
2006). Glutamin tvofi piiblizné 20 % volnych aminokyselin v plazmé a vice nez 50 %
aminokyselin v kosternim svalstvu a jeho zdrojem jsou také plice.

Cestu odstranéni amoniaku vazbou na glutamat za vzniku glutaminu vyuzivaji
hlavn¢ bunky mozku, dale také kosterni svaly a jatra. Reakce je katalyzovana
glutaminsyntetazou v ptitomnosti adenosintrifosfatu (ATP) a probiha v mitochondriich.
Vznikly glutamin je vyuzivan nasledné jako zdroj dusiku ¢i energie. Krvi se dostava
do stieva, kde je pfeménén na alanin, nebo do ledvin, jater, lymfocytl, monocytl
anervové tkané, kde vznikd, pasobenim glutamindzy na vnitini mitochondrialni
membrané, opét glutamat aamoniak. Cestou pfes glutamat je glutamin také
prekurzorem pro syntézu antioxidantu glutathionu, ktery chrani buniky pted plisobenim
volnych radikalta. (Cao et al., 1998; Mora Lde et al., 2002). Vznikly glutamat je
degradovan na 2-oxoglutarat ana amoniak enzymem glutamatdehydrogenazou
za ptitomnosti NADP" (Holecek, 2006).

Glutamin je syntetizovan v kosternim svalu téz z vétvenych aminokyselin
(BCAA) (Holecek, 2006).

U stavil se zvySenou tvorbou cytokinii se hlavnim mistem vyuziti glutaminu
stdva imunitni systém, kde slouZi jako prekurzor pro purinové a pyrimidinové kruhy
nukleotidi a nukleovych kyselin jako je ATP (Wilndmueller a Spaeth, 1974). U vyse
zminénych stavil (popaleniny, sepse) pievySuje utilizace glutaminu jeho syntézu,
dochazi k aktivaci proteolyzy a oxidaci BCAA jak v kosternim svalstvu, tak v buiikach
imunitniho systému, a nasledné pak klesa jeho koncentrace v kosternim svalu a té€lnich

tekutinach (Karinch et al., 2001).
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1.5.2 Arginin
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Obrazek 2: Chemicky strukturni vzorec argininu
Wikimedia Commons [online]. c2005, posledni revize 15. 8. 2009 [cit. 2014-07-23]. Dostupné z:
<http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Arginine.png>

Arginin (Obrazek 2) je nejbazictéjsi aminokyselinou, ktera je prekurzorem
pro syntézu fady vyznamnych latek, jako je oxid dusnaty (NO), kreatin, agmatin,
polyaminy spermidin a spermin. M4 ale i fadu regulacnich funkci, jako aktivator
N-acetylglutamatsyntazy, stimuluje sekreci rastového hormonu, prolaktinu,
luteiniza¢niho hormonu a inzulinu. Jeho zdrojem jsou bilkoviny, jak exogenni tak
endogenni.

Arginin je podminéné esencialni, coZ znamend, Ze je nezbytny u déti v obdobi
rustu  (fetdlni vyvoj a novorozenci), v dobé zvySené aktivity fagocyti
a pti spermatogenezi. V ostatnich situacich je ho tvotfen dostatek v mocovinovém cyklu.
Arginin muze vznikat také z glutamatu. Degradace argininu probihd cestou
pies glutamat na 2-oxoglutarat (Holecek, 2006).

Suplementace argininem ma pozitivni vliv na proteinovou bilanci, regeneraci
poskozené tkané a imunitni systém (Holecek, 2006).

Priblizné pred 25 lety se arginin stal velmi populdrni mezi sportovci pro své
pozitivni U¢inky na zvySeni fyzické sily a oddaleni svalové unavy béhem fyzické
¢innosti. Bylo provedeno mnoho studii sledujici u¢inek poddvani samotného argininu
nebo jeho kombinace s glycinem nebo a-ketoglutaratem na svalovou silu a vydrz v dobé
fyzické aktivity (Buford a Koch, 2004; Stevens et al., 2000; Campbell et al., 2006).
Ve studii Lewis et al. (1999) byly sledovany vedlejsi ucinky vzhledem k davce

podavaného argininu. Pfi mnozstvi vice jak 21 g denné se objevil prujem, unava


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Arginine.png

Uvod do problematiky 41

a krvaceni z nosu, pii davkach 30 g si dobrovolnici sté¢zovali na prijmy, bolesti hlavy
a pocit sucha v tstech. Pfi nizsich davkéach nebyly tyto vedlejsi G€inky pozorovany.

Ve studii s mladymi sportujicimi studenty (Imanipour et al., 2012) bylo zjisténo,
7ze podavani samotného L-argininu, ve srovnani s kontrolni skupinou a skupinou
suplementovanou BCAA, potlacuje Ginavu béhem fyzické aktivity tim, Ze zasahuje
do metabolismu amoniaku. Nebyl prokazan vliv suplementace L-argnininem
na koncentraci laktatu v séru jak ve srovnani se skupinou na BCAA, tak kontrolou.

Suplementace argininem béhem fyzické aktivity vedla ke zvySeni koncentrace
rastového hormonu (Colombani et al., 1999). Pti suplementaci v klidu k tomuto nartstu
vSak nedoslo (Fogelholm et al., 1993; Lambert et al., 1993).

Intraven6zni akutni podani argininu za klidu vede k periferni vazodilataci,
inhibici agregace krevnich destiCek, zlepSeni vazodilatatni odpovédi zavislé
na endotelu, k redukci adheze makrofagi k endotelu a k redukci vzniku aterosklerdzy.
Arginin podavany intravenozné snizuje krevni tlak a kompenzacné zvysSuje tepovou
frekvenci (McConell, 2007), dale zvySuje sérovou koncentraci inzulinu, glukagonu,
rustového hormonu, prolaktinu, adrenalinu a noradrenalinu.

Naproti tomu arginin podavany akutné oraln¢ ma mnohem mensi ucinky, coz je
pravdépodobné zptsobeno jeho nizkou biologickou dostupnosti, nebot’ ¢ast ho je
metabolizovana jiz v intestinalni mukdze. Podani argininu ve stejné davce jako
u vysokoproteinového jidla (1 mmol argininu/kg télesné hmotnosti), nevede ke zvySeni
koncentrace inzulinu v plazmé (Bode-Boger et al., 1998).

Chronické oralni podavani argininu sniZzuje rizika kardiovaskularnich
onemocnéni, zvySuje plazmovou koncentraci  L-argininu a  cyklického
guanosinmonofosfatu (cGMP) (Palloshi et al., 2004). U osob s kardiovaskularnim
onemocnénim asociovanym s endotelidlni dysfunkci zlepSuje suplementace argininem
kapacitu pfi aerobnim cvicenim pravdépodobné zvySenim produkce NO. U zdravych
osob je tento u¢inek minimalni.

Bylo ovSem provedeno jen velmi malo studii sledujici efekt suplementace
argininem na kost a kostni metabolismus.

NO, ktery vznikd zargininu plsobenim NOS (syntdza NO), je vyznamna
signaliza¢ni molekula. Pfitomnost NOS byla prokazana také v kostech (Helfrich et al.,
1997). Nekteré studie prokazaly, ze vysoké hladiny NO vedou ke kostni resorpci
jakoZzto nésledek zanétlivého procesu. Naopak nizké hodnoty potlacuji resorpci kosti

a aktivuji kostni novotvorbu (van't Hof a Ralston, 2001). NO miize byt tvoien také
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tzv. NO-donory, ktefi jsou uc¢innymi vasodilatatory, napf. nitroglycerin. Hurson et al.
(1995) ve své studii prokazal, ze suplementace argininem vede ke zvySeni sérové
koncentrace IGF-I, ktery ovlivituje diferenciaci osteoblastti a jeho koncentrace koreluje
s hodnotou BMD.

Ve studii Baecker et al. (2005) byl zdravym postmenopauzalnim zenam podavan
oraln¢ arginin (L-arginin hydrochlorid). Ve studii ovSem nedoSlo ke zménam
v koncentracich kostnich markert, hodnotich BMD, ani v obsahu mineralu v kosti.
Autofi se domnivaji, Ze tento negativni vysledek je zplsoben formou podavaného

argininu, jeho pfili§ pevnou chemickou vazbou na hydrochlorid.

1.5.3 Kreatin
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Obrazek 3: Chemicky strukturni vzorec Kreatinu
Fitness produkty.cz. [online]. c2008, [cit. 2014-08-13]. Dostupné z: <http://www.fitness-
produkty.cz/clanky/kreatiny/kreatin.html>

Kreatin (Obrazek 3) je dusikata latka, jejiz nejvyssi koncentrace je ve svalech.
Kreatin je neesencialni, vznika z argininu, glycinu a methioninu cestou pies ledviny,
kde vznika guanidinacetat, a nasledné dochazi v jatrech k metylaci za vzniku kreatinu,
ktery je poté uvolnén do krve. Zdrojem kreatinu z potravy je maso.

Kreatin je v organismu pfeménovan pies kreatinfosfat na kreatinin, ten se jako
odpadni latka vylucuje ledvinami. Stanoveni kreatininu v moc¢i slouZzi jako ukazatel
funkce ledvin a k hodnoceni mnozstvi svalové hmoty.

Hlavni funkci kreatinu v organismu je, Ze slouzi jako zdroj energie pro mozek
asvaly ve formé¢ ATP. Zdrojem fosfatu pro tvorbu ATP je kreatinfosfat, ktery je
VvV organismu uchovavan do zasoby a pii pottebé energie je velmi rychle uvolnén. Jeho
zasoby nejsou piili§ velké a staci na pokryti energie nutné ke kratkodobému vykonu
napf. ke kratkému behu. Reakce je reverzibilni a za jeji pribéh je zodpovédna
kreatinkinaza. Bylo prokazano, ze Kreatinkinaza hraje energetickou roli také v kostni

tkani (Gerber et al., 2005).
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Pro své vlastnosti a funkci v organismu je kreatin vyhledavanym potravinovym
dopliikem sportovci. Vyuziti nasel i v medicinské oblasti na podporu regenerace
pii nervosvalovych poranénich (Kley et al., 2013).

U in vitro studii bylo zjisténo, Ze aktivita kreatinkinazy se zvysuje vlivem IGF-I
a PTH, faktorti stimulujicich rtst kostni hmoty, diferenciaci, metabolickou aktivitu
osteoblasti a kostni mineralizaci (Gerber et al., 2005).

Antolic et al. (2007) ve své studii zjistil, ze suplementace kreatinem zvySuje
BMD v oblasti bedernich obratli, ale jen mirné v oblasti femuru. Suplementace
kreatinem ovliviiuje také biomechanické vlastnosti - zvySuje odolnost femuru v ohybu u
zdravych potkanti. Zjistén byl také vétsi primér femuru v misté¢ zlomeni ve srovnani
s kontrolou (Antolic et al., 2007).

Ve studii se spontanné hypertenznimi potkany nebyl prokazan pfiznivy efekt
suplementace kreatinem na kostni hmotu (Alves et al., 2012).

Pozitivni vliv na kostni hmotu méla suplementace kreatinem u Duchennovy
svalové dystrofie (Louis et al., 2003) a u starSich trénujicich osob (Chilibeck et al.,
2005) a ma také pozitivni vliv na hodnoty cholesterolu, na pamét’ a inteligenci (Rae et
al., 2003).

1.5.4 Aminokyseliny s rozvétvenym retézcem
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Obrazek 4: Chemicky strukturni vzorec valinu, leucinu a izoleucinu
Cardiff ~ sports  nutrition  [online].  ¢2013, [cit. 2013-10-16]. Dostupné z:
<http://www.cardiffsportsnutrition.co.uk/blog/what-are-branched-chain-amino-acids-bcaas/>

Valin, leucin a izoleucin (Obrazek 4) jsou esencidlni aminokyseliny
s rozvétvenym fetézcem (BCAA, vétvené aminokyseliny, branched-chain amino acids),

které jsou zdrojem dusiku pifi syntéze alaninu, kyseliny glutamové a glutaminu
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ve svalech. Presunem aminoskupiny z BCAA na alfa-ketoglutarat vznika kyselina
glutamova. Kyselina glutamova muze byt zdrojem aminoskupiny pro tvorbu alaninu
Z pyruvatu nebo se stava zdrojem pro syntézu glutaminu cestou pies oxalacetat
zavzniku aspartatu. Aspartdit vznikly z glutamatu je vyuzit pro syntézu
adenosinmonofosfatu (AMP). Deaminaci adenosinu na inosin se uvoliiuje amoniak,
ktery je nutny pro tvorbu amidové skupiny glutaminu.

Degradace BCAA zahrnuje dva vyznamné enzymy - BCAA aminotransferazu
a BCKA dehydrogenazu. Z aminokyselin vznikaji ketokyseliny s rozvétvenym fetézcem
(BCKA, branched-chain ketoacids) transaminaci pomoci BCAA aminotransferazy.
Tento d¢j je vratny a napf. jatra jsou schopna resyntetizovat BCKA zpét na BCAA.
K tomuto dé&ji dochdzi u stavl jako je sepse a trauma, kde hrozi nadmérné ztraty
esencialnich BCAA. V téchto situacich dochazi k resyntéze BCAA také v tukové tkéani
a srdeéni svaloviné. Druhym krokem katabolismu BCAA je nevratnd oxidacni
dekarboxylace za vzniku derivati koenzymu A. Katabolismus BCAA je zahijen
V tkdnich, Vv kosternim svalu a myokardu, protoZze je zde nejvyssi aktivita
aminotransferazy. Naopak aktivita dehydrogenazy je nejvyssi v jatrech a nizka
ve svalech (Holec¢ek, 2006).

Pro sviij stimula¢ni ucinek na proteosyntézu jsou suplementy obohacené
0 BCAA casto doporucovany u ftady proteokatabolickych stavi, jako jsou sepse,
popaleniny, polytraumata, renalni insuficience, poskozeni jater a nadorova onemocnéni.

Zdrojem BCAA (valinu, leucinu, a izoleucinu) je maso, mlééné vyrobky
a lusténiny. Syrovatka (whey protein), kterd vznika pfi sraZeni mléka, kdy se oddéluje
kasein a tuky, jich obsahuje ptiblizné 26 %. Kromé¢ BCAA obsahuje také vysoky podil
dalSich bilkovin a to pfevazné¢ laktalbumin.

Syrovatka ma fadu pfiznivych zdravotnich vlivli: regulace hypertenze,
posilovani imunity, zvySeni antioxida¢ni aktivity, zmirnéni metabolického stresu,
zlepSeni stavu svalové hmoty a fyzické sily, ovlivnéni absorpce zivin a v dne$ni dobé
nejvyhledavangjsi ucinek - regulace hmotnosti a regulace ukladani tuku u obéznich
dospélych (Baer et al., 2011), u zdravych potkant (Zhou et al., 2011) i u potkant
se snizenou citlivosti k inzulinu (Belobrajdic et al., 2004).

Syrovatka ma pozitivni vliv na kostni silu. Podporuje kostni formaci u mladych
zvifat, tim ze stimuluje osteoblasty a inhibuje osteoklasty in vitro (Takada et al., 1997).

Navic syrovatka potlacuje s vékem spojenou kostni ztratu u muzt i u zen (Hannan et al.,
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2000) azlepSuje stav kostni hmoty u pacientii Sjiz prodé€lanou zlomeninou kréku
femuru, zvysSuje koncentrace IGF-I a zkracuje dobu hospitalizace (Schiirch et al., 1998).
Z téchto divodl se suplementace syrovatkovymi proteiny (vice jak 80%

proteinové koncentraty) stala velmi popularnimi mezi atlety a kulturisty.

15,5 Kasein
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Obrazek 5: Chemicky strukturni vzorec kaseinu
Chemical Book [online]. c2010, [cit. 2013-03-13]. Dostupné zZ.
<http://www.chemicalbook.com/ChemicalProductProperty EN_CB9694673.htm>

Kasein (Obrazek 5) je mlécny protein oddélujici se pii srazeni mléka spolu
stuky od syrovatky. Kasein je tvofen vysokym podilem prolinu a hydrofobnich
aminokyselin, jeho sekundarni a tercialni struktura neni pevnd, protoZze neni zpevnéna
disulfidickymi mustky. Kasein je vyznamnym zdrojem aminokyselin, vapniku a fosfat.
Kasein vytvari v zaludku fosfopeptidy, které maji strukturu gelu, ktery umoziuje jeho
pomalé traveni, proto je dlouhotrvajicim zdrojem energie. Pomalé traveni kaseinu je
pouzivano u trénujicich sportovcl, vyuziva se jeho anti-katabolického ucinku, vede
k dlouhodobé pozitivni dusikové balanci a tim chrani svaly pfed poSkozenim. Kasein
a jeho slouceniny se vyuzivaji v potravinaistvi jako ptidavné latky (napf. plnéni park,
praskové napoje, nahrazka smetany atd.).

Kaseinové fosfopeptidy vytvofené v zaludku v pribéhu traveni podporuji
absorpci vapniku a tim stimuluji mineralizaci kosti. Tento u¢inek byl prokazan in vitro
i u zvifecich modelt (Scholz-Ahrens a Schrezenmeir, 2000). Nadmérné vstiebavani
vapniku z divodd chronické suplementace kaseinem vede k aktivaci osy parathormon-
vitamin D a nasledné k potlaceni vstfebavani vapnika ze stfeva (Zhao et al., 2005).
Dochazi tedy kadaptaci organismu na dlouhodobou suplementaci kaseinem.
V nékterych studiich, jak u lidi (Teucher et al., 2006), tak u potkan (Brommage et al.,

1991), vsak tento ucinek prokazan nebyl.
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1.6 Nedostatek nebo nadbytek proteini v potravé

Pfijem proteind hraje ve vyzivé organismu velmi vyznamnou roli. Proteiny
V potravé maji jednoznacn¢ pozitivni vliv na svalovou silu a tim zlepsSuji pohybové
schopnosti. A pohyb, jak je znamo, je obecné velmi prospésny pro BMD. Jiz 4 tydny
bez pohybu maji az destruktivni vliv na kostni hmotu (Geinoz et al., 1993; Bonjour,
2005).

Ze systematického pifehledu a metaanalyzy o vlivu pfijmu proteinii potravou
na stav kosti ze studii na zdravych dospélych osobach vyplyva, Zze existuje pozitivni
korelace mezi piijmem proteini a BMD, BMC tém¢ft ve vSech ¢astech kostry a redukci
hladin markerd kostni resorpce. OvSem z divodu absence dlouhodobé intervencni
studie zUstavd nezodpovézenou otdzkou ovlivnéni rizika fraktur pfijmem proteint
(Darling et al., 2009).

Negativni vliv na stav kostni hmoty mize mit jak dieta se snizenym piijmem
proteinti, tak i jejich nadmérny piijem. Otazkou zlstava, kde se nachazi hranice
mezi prospésnym a Skodlivym G¢inkem dietniho proteinu na kost.

Deficit proteind v potravé zplsobuje prudkou a vyraznou zménu kostni hmoty
a mikroarchitektury, nasledkem je pokles kostni sily (Kerstetter et al., 2003). Tyto
zmény jsou klicové pro rozvoj osteopordzy. Deficit proteint, spolu s nedostatkem
vapniku a vitaminu D jsou vyznamnymi faktory ovliviiujicimi rozvoj osteopordzy
u starSich osob. Za hlavni mechanismus ovlivnéni kostni sily nedostatkem proteind je
povazovan pokles plazmatickych hladin IGF-1 (Ammann et al., 2002). IGF-I je jednim
z faktort,, kterym se projevuje anabolicky efekt aminokyselin na organismus. IGF-I
zvySuje kostni hmotu stimulaci aktivity osteoblastii (Canalis et al., 1995) a muze také
podporovat mineralizaci kostni matrix castecné tim, ze zvySuje vstfebavani vapniku
(Kerstetter et al., 2003). Jednim z ne¢ekanych nalezl ve studii Kerstettera et al. (2003)
byla sekundarni hyperparathyredza i ptes dostateCny piijem vapniku v potrave. Ziistava
tedy oteviena moznost, ze nizkoproteinova dieta ma negativni i¢inky na metabolismus
vapniku ve stievech a/nebo v kostech. (Kerstetter et al., 2003).

Nadmérny piijem proteinli ma ale také negativni vliv na kost a to z divodu
tvorby kyselin neboli acidogenity. Acidogenita vede ke zvySenému odbouravani kosti
(Weiss et al., 1981). Pokles pH organismu je vysledkem oxidace siry aminokyselin
proteinli a tim dochdzi k naruSeni rovnovahy mezi osteoblasty a osteoklasty a zaroven
dochazi ke zvyseni exkrece vapniku moci, k hyperkalciarii. Kosti funguji jako pufrovaci

systém regulujici acidobazickou rovnovahu pomoci uvoliiovani vapniku (Mardon et al.,
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2008). Pti nizsim pH prostredi se zvySuje rozpustnost kalcium-fosfatovych soli, véetné
hydroxyapatitu, tim se zvySuje riziko osteoporotické zlomeniny (Bonjour, 2005).
Dochazi tak k pifimému fyzikélné-chemickému uvolnéni zasaditych komponent
Z kostniho mineralu, nebo nepiimo k aktivaci osteoklasti. Tento model ovSem nebere
V potaz biochemické a fyziologické schopnosti organismu udrzet koncentraci protonti
Vv pozadovanych koncentracich.

Zviteci proteiny, na rozdil od rostlinnych, obsahuji vétsSi mnoZzstvi aminokyselin
obsahujicich siru, methionin a cystein. Zdrojem siru obsahujicich aminokyselin jsou
nejen zivocisné proteiny, ale také ofisky a cereédlie. Oxidace methioninu a cysteinu
na H,SO4 Vvjatrech a nasledné snizeni pH krve je povazovano za primarni
mechanismus, ktery zvySuje kostni resorpci a vede k hyperkalciurii. Tento efekt je
ovSem ovlivnén pfitomnosti zasad v potravé (K, Na, Ca, Mg), které pH snizujici efekt
dietnich proteinti neutralizuji (Ginty, 2003). Vznikla hyperkalciurie, ¢asto doprovazena
hypercitraturii, ma negativni vliv na funkci ledvin tim, ze pfispiva k tvorbé vapenatych
ledvinovych kament (Pak et al. 2008). Zvysena kalcitrie se nemusi nezbytné rovnat
ztratam kalcia, které odpovidaji negativni kalciové balanci. Znamena to pouze,
ze prijem kalcia do extracelularnich prostorti je vyssi nez do stfeva nebo kosti.

Vlivem proteinii a aminokyselin na stav kostni hmoty se zabyvalo jen n¢kolik
malo studii a ¢asto dosly K protichidnym zavérim. Negativni vliv na stav kostniho
metabolismu m¢l jak nedostatek, tak nadbytek proteinli v diet€ a to nejen u zdravych,

ale i nemocnych jedinct, lidi i zvifat.

1.7 Hladovéni

Hladovéni je stav organismu, kdy organismus nepfijimd Z&dnou potravu
a ke spravnému fungovani vyuziva svych vlastnich zasob. Hladovéni se déli to tfech
fazi: faze Casnd, faze adaptace a faze termindlni.

Casna faze hladovéni neboli glukoneogeneticka fize, nastava béhem 2-3 dni
od zacatku hladovéni. Jedna se o stav, kdy se organismus snazi za kazdou cenu udrzet
konstantni  hladinu  gluk6ézy.  Vjatrech  probiha nejprve  glykogenolyza
a glukoneogeneze. Ovsem zasoby glykogenu jsou v jatrech omezené a proto nasledné
pfevazuje glukoneogeneze z aminokyselin vzniklych pfi proteolyze ve svalech
nad glykogenolyzou. Ve svalové tkani vznika pyruvat, ze kterého vznika alanin a ten je
nasledné zdrojem pro syntézu glukozy v jatrech. Glutamin vznikly ve svalech se stava

zdrojem energie pro stfevo a nasledné z n¢ho vznika alanin, ktery je opét v jatrech
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pouzit pro syntézu glukozy. V tukové tkani dochazi k lipolyze, uvoliuji se mastné
kyseliny, ty se stavaji zdrojem energie pro myokard, kosterni svalstvo, jatra a ledviny,
a glycerol, ktery slouzi v jatrech jako substrat pro glukdzu. ZvySuje se tvorba ketolatek,
které vedou ke zvySenému vylucovani dusikatych latek moci.

Féze adaptace neboli ,,proteiny Setfici faze, je stav, kdy se sniZuje obrat
proteinli, tedy proteolyza i proteosyntéza. Organismus se na tento stav adaptuje
zpomalenim metabolického obratu a snizenim energetickych potieb. Vyznamnym
zdrojem energie se V této fazi stavaji ketolatky vznikajici v jatrech z mastnych kyselin
a zdrojem pro glukoneogenezi se stdva glycerol. Nadbytecné¢ vznikly amoniak, ktery
vede Kk rozvoji acidézy, je v jatrech vyuzivan pro syntézu glutaminu a tim se snizuje
syntéza mocoviny a jeji vylu€ovani moci.

Po 7-8 tydnech tplného hladovéni nastava faze termindlni. Zasoby lipidd jsou
vycerpany a zdrojem energie se stavaji bilkoviny. Aktivuje se proteokatabolismus,
dochazi ke ztratdm svalové hmoty a potla¢eni imunitnich reakci. Vysledkem je naruSeni
funkci na Grovni bunék a nasledné smrt (Holecek, 2006).

McCue (2010) se ve své praci vénoval vlivu hladovéni na organismus riznych
zivoCichl. Ve své praci vychazi ze tii vyse popsanych fazi hladovéni. Prvni faze zafina
thned po strdveni pozitého jidla, kdy nastupuje pocit hladu. Tehdy je Cerpana energie
z glukdézy. Ve druhé fazi, tj. po 12 hodinach hladovéni, je polovina energie ziskdna
z volnych mastnych Kkyselin spise nez glukozy. Uvoliuje se glycerol a volné mastné
kyseliny pro glukoneogenezi (Reshef et al., 2003) a pro p-oxidaci (McCue, 2010).
Ve treti fazi jiz nestaci ketolatky k udrzeni bazalniho metabolismu a zacne se
metabolizovat svalova tkan (McCue, 2010; Wang et al., 2006).

Bylo prokédzano, ze béhem hladovéni se zvySuji pocty receptor aktivovanych
peroxizomovymi proliferatory gamma (PPARy, peroxisome proliferator-activator
receptor), coz vede diferenciaci prekurzorovych bunék spise Kk adipocytim nez
k osteoblastim (Gimble et al., 1996; Lecka-Czernik et al., 1999). Dochazi také
k poklesu sérové koncentrace estrogenu a IGF-I. Cestu IGF-I v jatrech primarné tlumi
fibroblastovy rastovy faktor 21 (FGF21, Fibroblast growth factor-21), ktery stimuluje
oxidaci mastnych kyselin v jatrech, ketogenezi, citlivost bunék na inzulin, blokuje efekt
STH a je pticinou ubytku kosti (Zhang et al., 2012).

Svou roli by béhem hladovéni mohly hrat i reaktivni formy kysliku (ROS,
Reactive Oxygen Species). Nazory na jejich roli béhem hladovéni jsou

ale nejednoznacné. Hladovénim je stimulovana tvorba ROS, pfedevsim peroxidu vodiku
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(H207). Pticemz peroxid vodiku je esenciadlni pro autofagii pii hladovéni (Scherz-
Shouval et al., 2007). Vysoké koncentrace peroxidu vodiku vedou Kk bunéénému
poskozeni, ale nizké koncentrace maji dulezitou roli jako signaliza¢ni molekula (Veal
et al., 2007). Naopak Desideri et al. (2014) tvrdi, ze hladovéni snizuje hladiny ROS, coz
brani autofagii a tim se zvySuje odolnost pti hladovéni.

Pii hladovéni dochazi k poklesu mnozstvi mineraltl v télesnych tekutinach.
Mineraly, pfedev§im vapnik jsou dopliovany odbouravanim kosti. Vapnik je nezbytny
pro fyziologické dé&je v celém organismu, proto je pii jeho nedostatku stimulovana
kostni resorpce s jeho uvolnénim z kostniho hydroxyapatitu (Potts, 2005).

Dalsim moznym divodem Ubytku kostni hmoty pii hladovéni je mechanicka
teorie (Devlin, 2011). Pokud dojde k poklesu télesné hmotnosti, pak je i mén¢ zatiZzena
kostra a muze se spustit kostni resorpce, spiSe endostealné, kde je nejméné zatizena
(Frost, 1987; Frost, 2003).

Mizeme se ptat, jak dlouho musi byt snizena télesna hmotnost, aby se z tohoto
divodu zacala kostni tkan odbouravat. Staci ji dny, hodiny?

Zeny s mentalni anorexii, tedy Zeny s dlouhodobym hladovénim (i kdyz
S mizivym pfijmem potravy) maji nizké hodnoty kostni hmoty, nizkou novotvorbu kosti
a vysoké hodnoty kostni resorpce, nizké hladiny IGF-1 i estrogenu (Abella et al., 2002;
Lawson et al., 2010; Miller et al., 2006; Misra a Klibanski, 2006; Misra a Klibanski,
2010). Podobné zmény nalezl Devlin et al. (2010) i u mysi.

1.8 Zelezo

Zelezo patfi mezi mikrobiogenni neboli stopové prvky. Mikrobiogenni prvky
se v organismu vyskytuji v mikromolarnich koncentracich a pfesto jsSou pro organismus
esencialni. Zelezo je vyznamnou soudasti fady enzymi, napf. prolyl a lysyl
hydroxylazy, 25-hydroxyvitamin D-1-hydroxylazy, ribonukleotid-reduktazy a tady
dalsich.

Nadbytek zeleza je pro organismus toxicky a nedostatek naopak muze vést
ke vzniku fady onemocnéni. Rovnovaha Zeleza v organismu je udrZovana pouze
regulaci absorpce z traviciho traktu. Organismus nedokazZe odstranit nadbytecné Zelezo
jeho vyloucenim, mulze pouze snizit jeho absorpci ve stievé. Proto musi byt
metabolismus zeleza, od jeho transportu pifes bunécné membrany, po distribuci

V organismu a uchovavani v intaktni formég, dobfe fungujicim mechanismem.
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Nadbytek Zeleza je pro organismus vysoce toxicky z divodu tvorby volnych
radikali Fentonovou reakci (Isomura et al., 2004; Matshushima et al., 2001).
Mezi stavy s nadbytkem Zeleza v organismu patii talasémie, srpkovita anémie, africka
sider6za, hereditarni hemochromatéza (HHE), dale koufeni, alkoholismus, HIV infekce
a Vv neposledni fad¢ také zastava menstruaniho krvaceni. Az u 50 % téchto pacientt,
ktefi maji v organismu vys$i koncentrace zeleza, byla zjisténa osteopordza (Weinberg,
2006).

Flebotomie, neboli odbér 250 az 500 ml krve, je velmi efektivni a jiz ptes 50 let
pouzivany pfistup v I1éEbé chorob se zvySenou zatézi zelezem, jako je napf.
hemochromatoza (Adams a Barton, 2010).

Tato terapie stimuluje erytropoézu a mobilizuje zelezo ze zésobnich mist.
Snizeni koncentrace zZeleza redukuje potencidl pro vznik tkdnového poskozeni
indukovaného zelezem, jako je jaterni fibréza, cirh6za a karcinom jater. Vysoka
frekvence opakovanych odbéri krve (4krat roén¢) vede k poklesu zasob Zeleza a s tim
souvisejiciho poklesu oxida¢niho stresu (Zheng et al., 2005).

Kromé¢ téchto 1é¢ebnych forem se s flebotomii setkavdme u dobrovolnych dérct
krve, ktefi jsou naopak ohroZeni nedostatkem Zzeleza v organismu (Cangado et al.,
2001), a proto jsou Casto, pfevazné premenopauzalni zeny, Zelezem suplementovani.

Chronické ztraty krve mohou ale z divodu neustdlé stimulace stromélniho
a hematopoetického systému vést k jeho vyCerpani a stat se tak primarnim faktorem
rozvoje osteopordzy (Gurevitch et al., 2007).

Buiiky se li§i svoji citlivosti k zelezu. Osteoblasty, které reprezentuji kostni
novotvorbu, jsou extrémné citlivé k piitomnosti Zeleza (Weinberg, 2008). Zelezo jejich
funkci potlacuje. Naopak osteoklasty, bunky resorbujici kostni tkan, jsou schopné
fungovat spravn€ i v pfitomnosti nadbytku Zeleza. Mezi dalSi patii bunky piedni
hypofyzy, které jsou extrémné citlivé k nadbytku Zzeleza, coz vede k nedostatku

gonadotropinti s naslednym rozvojem osteoporozy (Weinberg, 2008).
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2. Cile disertacni prace

Cilem mé disertacni prace bylo sledovat vliv vyzivy a vybranych stavii, jako je
dlouhodobé omezeni piijmu potravy, kratkodobé hladovéni a opakované odbéry krve,
na mechanické vlastnosti kostni tkan¢ a zmény kostniho metabolismu. Piedevsim jsem
se zajimala o vliv zeleza, jak jeho nadbytku, tak i jeho nedostatku, dale o jednotlivé
aminokyseliny a o bézné dostupnou bilkovinu — kasein.

Jednotlivé cile:

1. vliv aminokyselin a bilkovin:

a. Vvliv glutaminu

b. vliv argininu

c. vliv kreatinu

d. vliv vétvenych aminokyselin

e. vliv kaseinu

f. vliv realimentace standardni laboratorni dietou
g. Vliv dlouhodobého omezeni ptijmu potravy

h. vliv kratkodobého hladovéni

2. vliv nadbytku a nedostatku Zeleza:

a. vliv nadbytku zeleza

b. vliv opakovanych odbért krve
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U vSech dietnich skupin jsem se zabyvala:

zavedeni metodiky testovani mechanickych vlastnosti kostni tkané femurt a tibii
stanoveni koncentrace kostnich markerd vséru a Vv kostnim homogenatu
metodou ELISA

stanoveni koncentrace celkového vapniku a Zeleza v séru a v tibii

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

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

preparaci femuru a tibii z potkana post mortem

ptiprava homogenatil z kostni tkdné
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Experiment s podavanim aminokyselin a bilkoviny

3.1.1 Experimentalni dieta

Zvitata byla krmena bud’ standardni laboratorni dietou (SLD, standard
laboratory diet, VELAS, a.s., Lysa nad Labem, CR), nebo dietou SLD obohacenou
0 jednotlivé aminokyseliny ¢i 0 bilkovinu.

Standartni laboratorni dieta (SLD) je kompletni krmna smés pro mysi a potkany
v SPF (Specific Pathogen Free) chovech. Je vyrabéna v Lysé nad Labem firmou
VELAS as. vkvalité pozadované Ustiednim kontrolnim a zkuSebnim ustavem
zemédélskym (UKZUZ).

Slozeni diety je: pSenice, sojovy extrudovany $rot, rybi moucka, pSeni¢na mouka
krmna, kvasnice, kukufice, pSenicné otruby, oves sety, horkovzdusné ususky mladé pice
vojtésky, uhli¢itan vapenaty, dihydrogenfosfore¢nan vapenaty, chlorid sodny,
D- a L-methionin, L-lyzin, vitaminy A, D3, E, siran méd’naty pentahydrat, seleni¢itan
sodny, buthylhydroxyanisol, butylhydroxytoluen, etoxyquin.

1 kg SLD obsahuje: vihkost 12,5 %, dusikaté latky 24 %, tuk 3,4 %, vlaknina
4,4 %, popel 6,8 %, lyzin 14 g, methionin 4,8 g, vapnik 11 g, fosfor 7,2 g, sodik 1,8 g,
vitamin A 28000 m.j., vitamin D3 2200 m.j., vitamin E 100 mg, méd’ 20 mg, selen
0,38 mg.

Diety se zvySenym obsahem aminokyselin a proteinti byly pfipraveny ze sypké
diety ptidanim pfislusnych aminokyselin. Zatimco SLD dieta obsahuje 24 % dusikatych
latek, v experimentalnich dietach jejich podil stoupl o 50 %, tedy na 36 % aminokyselin
ve volné ¢i vazané formé.

K ptipravé diety GLN bylo 16,6 g glutaminu doplnéno dietou SLD do 100 g.
Dieta obohacend o arginin a kreatin byla pfipravena ze sypké SLD piidanim
L-argininu/kreatinu v ¢ist¢ formé ve vysledné koncentraci 10 %, tj. 10 ¢
argininu/kreatinu doplnéno SLD do 100 g. Dieta BCAA byla obohacena o valin, leucin
a izoleucin, tj. 28,7 g smési BCAA doplnéno SLD do 100 g, pficemz smés
aminokyselin obsahovala 50 % leucinu, 25 % valinu, 25 % izoleucinu. Dieta KAS
neboli vysokoproteinova dieta obsahovala 19,7 g kaseinu doplnéno SLD do 100 g.

Premix jednotlivych aminokyselin byl pfipraven pilhodinovym michanim

s malym mnoZzstvim SLD v hnétaci nddobé robotu (Kenwood KMM 020 Major
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Titanium). Poté byl tento premix vmichén do celé planované davky diety, nejcastéji se
jednorazové pripravovaly 3 kilogramy diety. Smés pfipravenych diet byla smichana
s malym mnozstvim vody. Pro usnadnéni rozliSeni byly jednotlivé smési obarveny
potravinaiskymi barvami. S vyuzitim kuchymniského robotu na vyrobu klobas (Tefal LE
HACHOIRE 710) byly vytvofeny valecky, které byly nasledné suseny v horko-
vzdugném sterilizatoru (Stericell BMT Medical Technology s.r.o., Brno, CR) pii teploté
55 °C po dobu 48 hodin. Takto pfipravena dieta byla skladovana na chladném a suchém

misté do spotfebovani a to po dobu maximaln¢ 14 dni.

3.1.2 Experimentailni zviFata

Protokoly pokust byly schvaleny Odbornou komisi pro ochranu zvifat proti
tyrani Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (LFUK-HK) a byly
Vv souladu se spravnou laboratorni praxi (¢. j. 30793/2010-30; 24746/09-30; 2705/2009-
30; 9814/2008-30; 9813/2008-30; 8593/2008-30).

Zvitata byla chovdna ve vivariu LFUK-HK. Ve vSech experimentech byli
pouziti zdravi mladi samci potkanti kmene Wistar (Biotest a.s., Konarovice, CR).
Zvitata byla chovana v plastovych klecich (3-4 kusy/klec) za standardnich podminek
(12 hodin svétlo a 12 hodin tma, teplota 22+2 °C, vlhkost vzduchu 30-70 %).
S vyjimkou vybranych experimentalnich skupin, méla zvifata ptistup k potravé a vodé
ad libitum (podle libosti) po celou dobu experimentu. Zvifata byla kazdy druhy den

vazena a byla zaznamenavana spotieba vody a diety.

3.1.3 Experiment s dietou obohacenou o aminokyseliny a o bilkoevinu
V experimentu byli pouziti samci potkanti kmene Wistar (Biotest a.s.,
Konarovice, CR) ve véku 6 tydni s télesnou hmotnosti 172,6+3,8 g na zadatku pokusu.
Zvitata byla rozdélena do 8 skupin po 6 zvifatech a krmena ad libitum dietami:
= 1. skupina SLD: krmena standardni laboratorni dietou
= 2. skupina GLN: krmena SLD obohacenou o glutamin
= 3. skupina BCAA: krmena SLD obohacena o valin, leucin a izoleucin
= 4. skupina KAS: krmena SLD obohacenou o kasein
= 5. skupina SLD-R: krmena standardni laboratorni dietou (SLD) do konce
pokusu (R-realimentovana)
= 6. skupina KAS-R: krmena dietou KAS a tyden pfed usmrcenim pievedena
na SLD



Experimentalni ¢ast 55

= 7. skupina BCAA-R: krmena dietou BCAA a tyden pied usmrcenim pievedena
na SLD

= 8. skupina GLN-R: krmena dietou GLN a tyden pied usmrcenim pievedena
na SLD

Po 14 tydnech pokusu byla poloviné zvifat odebrana experimentdlni dieta a byla
nahrazena standardni laboratorni dietou (SLD), kterou potkani dostavali az do konce
pokusu, tedy po dobu 1 tydne.

Po 15 tydnech pfijmu experimentalnich diet byla zvifatim odebrana potrava noc
pted jejich usmrcenim. Usmrceni bylo provedeno odbérem krve z bifurkace btisni aorty

Vv celkové anestézii parami éteru ve funkéni digestofi.

3.1.4 Experiment s dietou obohacenou o arginin
Potkani s t€lesnou hmotnosti 234+1 g na poc¢atku pokusu byli rozdéleni do dvou
skupin po 10 zvitatech:
= 1. skupina ST1-S byla Zivena standardni laboratorni dietou ad libitum

= 2.skupina Arg-S byla zivena SLD obohacenou o 10 % L-argininu ad libitum

Po 12 tydnech byla zvifata usmrcena odbérem krve z bifurkace bfisni aorty

V éterové anestézii.

3.1.5 Experiment s dietou obohacenou o kreatin
Potkani s télesnou hmotnosti 233+4 g na pocatku pokusu byli rozdéleni do dvou
skupin po 10 zvitatech:
= 1. skupina ST1-S byla Zivena standardni laboratorni dietou ad libitum

= 2. skupina Krea-S byla zivena SLD obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum

Po 12 tydnech byla zvifata usmrcena odbérem krve z bifurkace bfiSni aorty

V éterové anestézii.

3.1.6 Experiment s dlouhodobym omezenim p¥ijmu potravy - parové krmeni
Dalsi dvé skupiny po 6 zvitatech dostavaly stejné mnozstvi diety, které odpovidalo
spotieb¢ diety u skupiny BCAA krmené ad libitum — tj. parové krmeny via¢i BCAA:
= 1. skupina SLD-P krmena SLD v mnozstvi, které odpovidalo spotiebé skupiny
BCAA
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= 2. skupina KAS-P krmena KAS v mnozstvi, které odpovidalo spotfebé skupiny
BCAA

Po 12 tydnech byla zvifata usmrcena odbérem krve z bifurkace bfisni aorty

V éterové anestézii.

3.1.7 Experiment s kratkodobym hladovénim
Potkani s t€lesnou hmotnosti 234+4 g na poc¢atku pokusu byli rozdéleni do dvou
skupin po 10 zviratech:
= 1. skupina ST1-S byla zivena standardni laboratorni dietou ad libitum
= 2. skupina ST1-H byla zivena SLD ad libitum po dobu trvani pokusu a 24 hodin

pfed usmrcenim ji byla odebrana dieta

Potkani s t€lesnou hmotnosti 235+4 g na pocatku pokusu byli rozdéleni do dvou
skupin po 10 zvitatech:
= 1. skupina Arg-S byla Zivena SLD obohacenou o 10 % argininu ad libitum
= 2. skupina Arg-H byla zivena SLD obohacenou o 10 % argininu ad libitum

po dobu trvani pokusu a 24 hodin pted usmrcenim ji byla odebrana dieta

Potkani s t€lesnou hmotnosti 234+4 g na pocatku pokusu byli rozdéleni do dvou
skupin po 10 zvitatech:
= 1. skupina Krea-S byla zivena SLD obohacenou 0 10 % kreatinu ad libitum
= 2. skupina Krea-H byla zivena SLD obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum

po dobu trvani pokusu a 24 hodin pfed usmrcenim ji byla odebrana dieta

Po 12 tydnech byla zvifata usmrcena odbérem krve z bifurkace btisni aorty

V éterové anestézii.

3.2 Experiment s podavanim Zeleza a opakovanymi odbéry krve

3.2.1 Experimentalni dieta

Dieta obohacend o Zelezo byla pfipravena smichanim dvou dilii sypké diety SLD
(VELAS, Lysa na Labem, CR) a jednoho dilu definované standardni laboratorni diety
AIN-93 piipravené podle dostupné literatury, TestDiet (www.testdiet.com,

www.dyets.com), z kaseinu, kukufi¢éného Skrobu, cukru, celulézy, cholin chloridu,
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D- aL-methioninu, L-cysteinu, L-argininu, kukuficného oleje, mixti vitamind
a minerala (Zivna et al., 2010).

Polovina piipravené diety byla zpracovana do pelet, které byly nasledné ususeny
V suSi¢ce potravin pii teplot¢ 55 °C. Do druhé poloviny diety byly pifimichany
rozdrcené tablety zeleza (Sorbifer Durules, EGIS Pharmaceuticals Ltd., Budapest,
Madarsko) s obsahem 100 mg Fe** a 60 mg kyseliny askorbové v jedné tablets. Byly
vytvoieny dvé diety s rozdilnym obsahem Zeleza: prvni dicta, fe, obsahovala 400 mg
elementarniho zeleza a 240 mg kyseliny askorbové na 1 kg diety, druha dieta, FE+,
obsahovala 5 g elementarniho zeleza a 3 g kyseliny askorbové na 1 kg diety. Aby bylo
stejné mnozstvi kyseliny askorbové u vSech experimentalnich skupin, byla do diety fe
a SLD pfidana navic samotna kyselina askorbova (Celaskon tablety 250 mg, Zentiva
Group a.s., Praha, CR).

Dieta byla ptipravena stejnym zpuisobem jako dieta obohacené o aminokyseliny:
premix s piidavkem Zeleza byl ptipraven pilhodinovym michanim s malym mnozstvim
SLD v hnétaci nadob¢ robotu (Kenwood KMM 020 Major Titanium). Tento premix byl
poté vmichan do celé planované davky diety, nejéastéji se jednalo o 3 kilogramy diety.
Smés pfipravenych diet byla smichdna s malym mnozstvim vody, ve které byla
rozpu$téna potravinaiska barva k barevnému odliSeni jednotlivych diet. S vyuzitim
kuchyniského robotu na vyrobu klobas (Tefal LE HACHOIRE 710) byly vytvoieny
valecky, které byly nasledné suSeny v horkovzdusném sterilizatoru (Stericell BMT
Medical Technology s.r.o., Brno, CR) pii teploté 55 °C po dobu 48 hodin. Takto
pfipravena dieta byla skladovana na chladném a suchém misté do spotfebovani a to

po dobu maximaln¢ 14 dni.

3.2.2 Experimentalni zvirata
Protokol pokusu byl schvéalen Odbornou komisi pro ochranu zvifat proti tyrani
LFUK-HK a byl v souladu se spravnou laboratorni praxi (€. j. 24774/2006-11020).
Dospéli potkani kmene Wistar (Biotest s.r.o, Konarovice, CR) byli ustajeni
za standardnich podminek Vv plastikovych klecich. Byli chovani ve vivariu Lékaiské
fakulty UK v HK za standardni teploty 22+2 °C, 12 hodin svétla a 12 hodin tmy,
vzdusné vlhkosti 30-70 %. Skupiny Zivené SLD pily hoiky ¢erny &aj ad libitum. Caj byl
uvafen z pitné vody, ze které bylo odstranéno Zelezo pritokem ptes filtr (Brita Matra,
Némecko). Skupiny Zivené SLD obohacenou o elementarni Zelezo pily béZnou pitnou

vodu ad libitum. Zvirata byla 2x tydné vazena, byla zaznamenavana spotieba diety
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avody. Vsechny operac¢ni zakroky byly provedeny ve funkéni digestoti v celkové

anestezii parami éteru.

Potkani ve véku 8 tydna byli nahodné rozdéleni do 4 skupin po 6 zvifatech
0 poc¢atecni hmotnosti (315 + 7 g):

» 1. skupina SLD byla zivena standardni laboratorni dietou ad libitum,
bez opakovanych odbéru krve po dobu trvani experimentu

= 2.skupina SLD-w byla zivena SLD, opakované odbéry krve 1krat tydné (w)

= 3. skupina fe byla zivena SLD dietou obohacenou o zelezo v davce 400 mg/kg
diety

= 4. skupina fe-w byla zivena SLD dietou obohacenou o zelezo v davce 400 mg/kg
diety, opakované odbéry krve

= 5. skupina FE+ byla zivena SLD dietou obohacenou o zZelezo v davce 5 g/kg
diety

= 6. skupina FE+w byla zivena SLD dietou obohacenou o Zelezo v davce 5 g/kg

diety, opakované odbéry krve

Stav obdobny krevnim odbérim u dobrovolnych darct krve byl navozen
opakovanymi odbéry (w, blood withdrawal) 1 ml krve na 100 g télesné hmotnosti
z retroorbitalniho plexu pomoci heparinizovanych kapilar do Eppendorfovych
mikrozkumavek s jednou kapkou heparinu (Heparin Léciva, heparinum natricum
5000 m.j/ml, Zentiva Group a.s., Praha, CR).

Po 10 tydnech byla zvifata usmrcena odbérem krve z bfisni aorty v éterové narkoze.

3.3 Material a metody

3.3.1 Priprava vzorki

Zvitata byla usmrcena odbérem krve z bifurkace bfiSni aorty. PO usmrceni byly
zviratim vyjmuty vnitini organy (jatra, slezina, stfevo, plice, srdce a ledviny) Kk dalsim
analyzam. Zvifata byla zaSita a nasledn¢ byla zméfena kostni mineralni hustota. Poté
byly zvifatim vyjmuty oba femury, obé& tibie a ¢ast ocasnich obratld. Vyjmuté kosti

byly zabaleny do gazy zvlh¢ené fyziologickym roztokem a v plastovém sacku
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zamrazeny na -80 °C az do dalSiho zpracovani, kdy byly pouzity pro biomechanické
testovani a k ptipraveé kostniho homogenatu.

Krev ziskand z bifurkace bfiSni aorty pii usmrceni byla centrifugovana
pii 3500 otackach/min. po dobu 10 minut pfi 4 °C k ziskani séra. Sérum bylo zamrazeno
v alikvotech na -80 °C az do doby analyzy. Krevni sérum bylo pouzito pro stanoveni

kostnich markera.

3.3.2 Homogenizace

Homogenaty byly pfipraveny z proximalni casti tibie, ktera byla dukladné
ocisténa od mekkeé tkané. Priblizné 150 mg kostni tkané bylo rozstiihdno na co nejmensi
kousky. Kostni tkan byla tfepana pti 6500 otackach po dobu 20 sekund v 1,5 ml
fosfatového pufru (PBS: 9,08g KH,PO,, 11,889 Na,HPO, 8,75 NaCl; PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Rakousko) s keramickou kulickou (Lysing Matrix A,
MP Biomedicals, LLC, USA) na pfistroji MagNA Lyser (Roche Applied Science,
Némecko). K dokonalé homogenizaci byl tento cyklus opakovan 3krat. Po kazdém
cyklu byly vzorky chlazeny po dobu 5 minut v chladicim kruhu (MagNA Lyser Cooling
Block), ktery byl uchovan ptes noc v mrazicim boxu. Poté byl homogenat piepipetovan
do zkumavek (Eppendorf) o objemu 1,5 ml, aby byly odstranény nejvétsi zbytky kostni
tkang, a nasledné centrifugovan pii 10 000 otackach pti 4 °C po dobu 10 minut. Ziskany

supernatant byl poté¢ zamraZen na -80 °C az do doby analyzy.

3.3.3 Biochemicka analyza

3.3.1.1 Experiment s podavanim aminokyselin a bilkovin

Metoda ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), ktera byla pouzita
pro stanoveni kostnich markert, je enzymova imunoanalyza, ktera je zalozena na reakci
antigenu a protilatky, kdy na jeden znich je navazén enzym a vysledkem je vznik
zabarveni.

V séru byly enzymoimunoanalytickou metodou ELISA stanoveny zakladni
markery kostniho metabolismu pomoci kit spole¢nosti Immunodiagnostic Systems
Ltd. (Velka Britanie): osteokalcin (Rat-MID™ OC EIA, ng/ml=pg/l); aminoterminalni
propeptid prokolagenu typu I (Rat/Mouse PINP EIA, pg/l); karboxyterminalni
telopeptid kolagenu | (CTX-I, RatLaps™ EIA, pg/l). Mez detekce pro CTX-I je 2 ug/I
a 50 pg/l pro OC. Pro PINP neni mez detekce vyrobcem uvedena.
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Koncentrace kostnich markeri byla stanovena také v homogenatech kosti
pomoci kitd ELISA od spole¢nosti USCNK (Uscnlife Sciences & Technology Co., Ltd,
Wuhan, Cina). Kostni novotvorba byla hodnocena pomoci aminoterminalniho
propeptidu prokolagenu I, PINP (Rat procollagen I N-terminal propeptide, pg/mi=ng/l),
detekéni mez byla 31,2-2000 pg/ml a pomoci kostni formy izoenzymu alkalické
fosfatazy (BALP, Rat alkaline phosphatase liver/bone/kidney, ng/ml=pg/1) s detekénim
rozmezim 0,78-50 ng/ml. Kostni resorpce byla hodnocena pomoci karboxyterminalniho
telopeptidu kolagenu 1, CTX-I (Rat Gross linked C-telopeptide of type | collagen
(pg/mi=ng/l) s detekénim rozhranim 123,5-10000 pg/ml. Dale byl stanoven kostni
morfogeneticky faktor 2 (BMP2; pg/ml=ng/l; EIA) a inzulinu podobny rlstovy faktor
(IGF-1, pg/ml=ng/l; EIA).

3.3.1.2 Experiment s podavanim Zeleza a opakovanymi odbéry krve
¢ Stanoveni parametrii krevniho obrazu
Z heparinizované krve odebrané pii usmrceni z bifurkace bfisni aorty byly
v Hematologické laboratofi Fakultni nemocnice Hradec Kralové (FNHK, CR)
stanoveny parametry krevniho obrazu, aktivovany parcialni tromboplastinovy cas
(APTT) aQuickav test (INR, international normalization ratio) na pfistroji Abbott
CELL-DYN 3200 SL (Abbott, IL, USA).

¢ Stanoveni koncentrace Zeleza, feritinu v séru, obsahu Zeleza
a vapniku v kostech

Koncentrace Zeleza vséru byla stanovena na Ustavu klinické biochemie
a diagnostiky FN HK (UKBD) na piistroji Modular Roche (Manheim, Némecko). Obsah
zeleza a vapniku v tibii byl zméfen metodou atomové absorpéni spektrometrie
na analyzatoru AAS DUO 280 Z + 240 FS (Varian Australia Pty Ltd, Austrélie)
na UKBD FN HK. Koncentrace feritinu byla stanovena metodou ELISA (RatFerritin,

pg/l, Immunology Consultants Laboratory, Inc., USA).

¢ Stanoveni kostnich markeri
V séru byly metodou ELISA stanoveny zakladni markery kostniho metabolismu
pomoci kitu spole¢nosti Immunodiagnostic Systems Ltd. (Velka Britanie): osteokalcin
(Rat-MID OsteocalcinTM, upg/l1), aminoterminalni propeptid prokolagenu typu I
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(Rat/Mouse PINP, png/l) a karboxyterminalni telopeptid kolagenu typu | (CTX-I,
RatLapsTM, ug/l).

3.3.4 Denzitometrické vySetieni

Po usmrceni a vyjmuti vnitfnich organt byla zvifata prevezena na Osteologické centrum
FN HK, kde byla zméfena celotélova kostni minerdlni hustota metodou DXA
na pristroji Hologic Delphi A (QDR-4500A Elite; Hologic, Waltham, MA, USA)
(Obrazek 6). Kostni mineralni hustota (BMD, g/cmz) byla vyhodnocena ve tfech ¢astech
téla potkana: oblast femuru, bedernich a ocasnich obratli (Obrazek 7) a byl také zméien
procentualni obsah tukové tkan¢ celého téla potkana (lean+BMC). VSechna méfeni byla
vyhodnocena s pouzitim softwaru s vysokou rozliSovaci schopnosti uréeného
pro méfeni malych zvitat (DXA, Hologic, MA, USA).

Obrazek 6: Poloha potkan v prib&éhu méfeni kostni mineralni hustoty (BMD).

Obrazek 7: Sken potkana se zvyraznénymi oblastmi hodnoceni kostni mineralni hustoty (BMD).
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3.3.5 Testovani mechanické odolnosti kostni tkané

e Testovani elektromechanického pristroje ,,custom-made material testing

machine* lamanim sklenénych tycek

Pro validaci metody tfibodového ohybani byl pfistroj otestovan lamanim
sklenénych tycek (kapilary pro odbér krve zoka). Lamani dfevénych S$pejli
se neosvédéilo pro jejich nestandardni pruznost. Sklo se z anorganickych materialti
nejvice blizilo kostem. Ptfed zlomenim byly ty¢ky zvdzeny a zméfeny. Poté byly
sklenéné tyCky lamany ptistrojem a postupné byl jejich pocet zvySovan az na 15 kust

najednou. Kazdé zlomeni bylo celkem opakovano 10krat.

e Testovani mechanické odolnosti kostni tkané
Mechanicka odolnost kostni tkan¢ byla hodnocena pomoci tzv. ,,custom-made
material testing machine®, tedy na zakazku vyrobeném elektromechanickém pfistroji

(Martin Kosek & Pavel Trne¢ka, Hradec Kralové, CR) (Obrazek 8; Obrazek 9).

Obrazek 8: “Na zakazku® vyrobeny pfistroj pro testovani mechanickych vlastnosti kosti

tiibodovym ohybanim a odolnosti v tlaku.
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Obrazek 9: ,,Na zakazku‘ vyrobeny pfistroj pro testovani odolnosti kosti v torzi.

V naSich experimentech byla testovana odolnost diafyzy femuru v ohybu
pfi tzv. tiibodovém ohybani, odolnost krcku femuru v tlaku a odolnost tibie v torzi.

Zvitatim byly post mortem vyjmuty oba dva femury, tibie a ¢ast ocasnich
obratli. Vyjmuté kosti byly ocistény od mekké tkané, zabaleny do gazy zvlh&ené
fyziologickym roztokem a zmrazeny na -80 °C az do doby analyzy.

Zamrazené vzorky kosti byly vden analyzy vyjmuty z mraziciho boxu
a pozvolné rozmrazovany na pokojovou teplotu. Vzorky byly béhem testovani chranény
pfed vysychanim zabalenim do gézy napusténé fyziologickym roztokem.

Pfed vlastnim testovanim odolnosti femuru v ohybu, tfibodovém ohybani, byla
zméfena délka posuvnym méfitkem (Metr-ISO-GewLux, Wermelskirchen, Némecko)
a vodéodolnym fixem byl vyznacen stfed diafyzy femuru. V misté vyznaceného stiedu
byl také pomoci posuvného mikrometru zméten primér femuru (Oxford 0-25MM
30DEG Pointed Micrometer, Victoria Works, Leicester, Velka Britanie). Kost byla
nasledné zlomena pfi tiibodového ohybani (Obrazek 10).

Kost byla poloZena na dva podptrné body, které byly vzdalené od sebe 18 mm.
Tteti bod, nerezovy valecek o priméru 7 mm, smefoval svym zaoblenim kolmo dolt
na fixem vyznaceny stfed femuru. Femur byl testovan v anteroposteriornim sméru. Pied

vlastnim zlomenim byl femur zatizen malym stabiliza¢nim napétim do 10 N k piesné
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fixaci polohy femuru béhem lamani. Poté byl pomoci elektromotoru spustén konstantni
rychlosti 6 mm/min nerezovy valec¢ek (Turner a Burr, 1993). Sila potiebna ke zlomeni
femuru byla zaznamenana pomoci snimaci jednotky, kterd zméfila maximalni silu
vyvinutou na kost valeCkem, nez dosSlo ke zlomeni kosti, a zobrazena pomoci
zobrazovaci jednotky (Snimac tahové a tlakové sily BURSTER 8435-6005; Procesni
zobrazovaci jednotka 9180-V3000, Burster praezisiosmesstechnik GmbH, Gernsbach,
Némecko). Po zlomeni byla pomoci mikrometru zmeétfena tloustka kortikalni kostni
tkané na distalni ¢asti femuru v misté zlomu ve sméru laméani.

Odolnost v ohybu pii tfibodovém ohybani byla testovana také u tibii. Stejné jako
u femuru, byla i u tibie zméfena délka a vyznacen stfed kosti. Kost byla polozena
na dva podptrné doby vzdéalené od sebe 18 mm ve sméru mediolaterdlnim, zatizena
malym stabilizaénim napétim do 10 N a poté testovana rychlosti 6 mm/min. Sila nutna
ke zlomeni byla zaznamenéna. Stejné jako u femuru byla métena tloustka kortikalni

kosti u anteriorni ¢asti stfedu tibie.
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€)
Obrazek 10: Testovani mechanické odolnosti femuru pfi tfibodovém ohybani
a) Meteni délky femuru.
b) Poloha femuru pfi testovani odolnosti pii tfibodovém ohybani.
c) Oznaceni stiedu femuru.
d) Detail femuru po zlomeni.
e) Meteni tloustky kompaktni kosti femuru po téibodovém ohybani.
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K testovani odolnosti v torzi byla pouzita prava tibie. Tibii bylo potieba pfipravit
K uchyceni do specidlniho fixacniho zafizeni, které umoznuje samotné testovani. Oba
konce tibie byly zafixovany pomoci samopolymerujici adhezivni pryskyfice na bazi
metylmetakrylatu (Spofacryl-SpofaDental a.s.; Ji¢in, CR) pomoci specialni fixaéni
nadobky. Stfed kosti byl chranén po dobu pfipravy pied vysychanim pomoci gazy
navlhéené fyziologickym roztokem. Tibie byla ponofena do samopolymerujici
pryskyfice tak hluboko, aby délka kosti mezi zatavenymi konci byla u vSech
testovanych tibii Konstantni, tj. 22 mm. Takto zafixovana kost byla umisténa
do specialniho, na zakazku vyrobeného, fixacniho zafizeni. Po spusténi pfistroje Se
jedna jeho ¢ast pomalu otac¢i konstantni rychlosti 5°/minutu az dojde ke zlomeni tibie
(Obrazek 11). Druha ¢ast fixacniho zafizeni se nepohybuje, zlstava ve stejné poloze
po celou dobu testovani. Distalni ¢ast tibie se otac¢i medialné. Maximalni sila nutna
ke zlomeni kosti v torzi (Nm) byla zméfena pomoci snimaci jednotky a zaznamenana
zobrazovaci jednotkou (Snima¢ krouticiho momentu BURSTER typ 8651-4500
(0,5 Nm); Procesni zobrazovaci  jednotka  typ 9162-V2000, Burster

praezisiosmesstechnik GmbH, Gernsbach, Némecko).

" \g

c)
Obrazek 11: Testovani odolnosti v torzi
a) Zaliti konct tibie do pryskyfice pied testovanim.
b) Uchyceni tibie v pfistroji.
C) Zlomeni tibie torzi.
d) Zaznam sily nutné ke zlomeni tibie.
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K testovani tlakové odolnosti kr¢ku femuru byla vyuzita proximalni ¢ast femuru,
kterou jsme ziskali béhem tfibodového ohybani (Obrazek 12). Zlomeny konec femuru
jsme ponofili do samopolymerujici adhezivni pryskyfice vlité do specialni nadobky
atim se kost zafixovala v kolmé poloze S pomoci na zakazku vytvorené¢ho drzaku,
ktery zajistil kolmou polohu kosti. Zaroven bylo nutné udrzovat hlavici a kréek femuru
zabalené ve zvlhéené gaze, aby bylo zabranéno vysychani. K tlaku na hlavici femuru
byla pouzita na zakazku vyrobena nerezova tyCka se zakulacenym koncem (pramér
4 mm), jejiz rychlost pohybu doli byla 6 mm/min. Hlavice femuru byla opét zatizena
malym stabiliza¢nim napétim do 10 N Kk zajisténi stabilni polohy kosti. Maximalni sila
(N) vynalozena ke zlomeni krcku femuru byla zméfena snimacem a zaznamenana

zobrazovaci jednotkou (Snima¢ tahové a tlakové sily BURSTER 8435-6005; Procesni

zobrazovaci jednotka 9180-V3000, Burster praezisiosmesstechnik gmbh & co kg,

Gernsbach, Némecko).

Obrazek 12: Testovani mechanické odolnosti kréku femuru v tlaku.

3.3.6 Statisticka analyza a zpracovani dat

Statistickd analyza byla provedena na Oddéleni vypocetni techniky Lékaiské
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (LFUK v HK) pomoci softwaru NCSS
2007 (Number Cruncher Statistical System, Kaysville, Utah, USA). V piipadé
porovnani  sledovanych parametric. mezi vSemi skupinami v experimentu
s aminokyselinami a bilkovinou byla testovana hypotéza shody vuci alternative,
ze alespon dvé skupiny se od sebe 1isi. Pro porovnani parametri mezi skupinami byla
jako prvni krok pouzita analyza rozptylu. Pfi statistické vyznamnosti analyzy rozptylu
bylo provedeno mnohonasobné porovnani a byl pouzit Bonferroni test s kontrolou nebo

Dunnetuv test s kontrolou.
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Pii porovnani dvou skupin (realimentace a parové krmeni), kdy se nejedna
0 skutecné pary, byl pouzit neparovy pfistup, tedy dvouvyberovy t-test s piipadnou
Bonferroniho modifikaci.

K posouzeni vyznamnosti vysledkii experimentu se zelezem byly pouZity tyto
testy: dvouvybérovy t-test, v pfipadé zamitnuti normality neparametricky
Mann-Whitney Rank Sum Test nebo Kolmogorov-Smirnov test s Bonferroniho
modifikaci. Data jsou prezentovana jako prumér a smérodatna odchylka (SD, standard
deviation) nebo jako median a percentily (25.-75. percentil). Hladina vyznamnosti byla
zvolena 0=0,05. Ke grafickému znazornéni byly pouzity krabickové grafy (tzv. Box
Plot).

Vysledky experimentu s argininem a kreatininem byly statisticky zpracovany
programem SigmaStat 3.1 JandelScientific® (San Rafael, CA, USA) pomoci
neparového t-testu a Mann-Whitney testu. Vysledky jsou vyjadieny jako pramér
a smérodatna odchylka (SD), v pifipadé neparametrickych hodnot jako median
a percentily (25.-75.). Hodnoty p<0,05 a niz§i byly povazovany za signifikantni.

Hladina vyznamnosti byla zvolena a=0,05.
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4. Vysledky

4.1 Validace presnosti pristroje

Béhem validace elektromechanického pfistroje bylo zjisténo, Ze vSechny
sklenéné tycky byly stejné dlouhé (75 mm) a jejich hmotnost v miligramech byla
171,2+4,4. Sklenéné tycky byly lamény piistrojem v poctu od 1 tycky az do celkového
poctu 15 ty¢ek najednou. Kazdé zlomeni bylo opakovano 10krat.

Statistickym vyhodnocenim z naméienych hodnot sily nutné ke zlomeni tycek je
vidét narust sily nutné ke zlomeni tyc¢ek (Tabulka 1). Urcita nepfesnost bude nejspis

zavinéna nehomogennosti materidlu a malym poctem méfeni.

Tabulka 1: Validace pfesnosti pfistroje - Lamani sklenénych tyc¢ek

Sila (N)
(primér+SD)

7,909+0,780
15,273+1,550
13,273£2,195
23,727+2,420
36,273+4,266
40,09144,222
46,364+4,374
62,545+5,839
65,818+6,003
70,091+6,497
80,818+7,168
101,5454+9,419

Pocet tycek
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4.2  Vliv diety obohacené o glutamin

Potkani krmeni dietou obohacenou o glutamin v davce 16,6 g doplnéno do 100 g
SLD (GLN) se nelisili v narustu télesné hmotnosti na konci pokusu, ani v primérné
spotiebé diety ve srovnani se skupinou krmenou standardni laboratorni dietou (SLD)

(Tabulka 2).
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Tabulka 2: Vliv glutaminu na télesnou hmotnost na konci pokusu a praimérna spotieba
diety.

Hmotnost zvifat na konci pokusu (g) Spotieba diety (g)
SLD 538.83+68,27 29,20+2,73
GLN 489,50+57,17 26,69+1,56

Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SD, n=6.
SLD, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; GLN, zvifata krmena SLD obohacenou
o0 glutamin ad libitum.

Mechanicka odolnost kostni tkané:

U skupiny krmené dietou obohacenou o glutamin (GLN) nebyl zjistén rozdil
Vv délce, pruméru, tloust’ce kortikalni kosti pravého femuru, ani v délce levého femuru
a v tlakové odolnosti kr¢ku obou femurti ve srovnani s kontrolni skupinou (Tabulka 3,
Tabulka 4). V¢tsi sila nutna ke zlomeni pravého i levého femuru pii tiibodovém

ohybani byla naméfena u skupiny GLN vs. SLD, ov§em bez statistické vyznamnosti.

Tabulka 3: VIiv glutaminu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkan¢ pravého
femuru.

PF | Délka (mm) Primér Tribodové Tloust’ka kortikalni | Tlakova odolnost
(mm) ohybani (N) kosti (mm) kréku (N)
SLD | 38,85+2,11 3,504+0,25 225,50+10,71 0,76+0,08 156,50+52,64
GLN | 37,65+1,04 3,59+0,18 241,834+37,95 0,75+0,08 155,50+33,08

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; GLN, zvifata krmena SLD obohacenou
o glutamin ad libitum.

PF, pravy femur.

Tabulka 4: Vliv glutaminu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané levého
femuru.

LF Délka (mm) T¥ibodové ohybani (N) Tlakova odolnost kréku (N)
SLD 38,50+1,64 232,83+23,09 137,00+26,24
GLN 37,67+0,57 247,67+25,13 142,83+30,06

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér = SD, n=6.

SLD, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; GLN, zvifata krmena SLD obohacenou
o glutamin ad libitum.

LF, levy femur.

Nebyl zjistén rozdil mezi pravym a levym femurem téhoz zvitete vV zddném

z vySe zminovanych parametra (Tabulka 5).
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Tabulka 5: Vliv glutaminu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané (pravy

versus levy femur).

SLD GLN
Délka Tribodové Tlakova Délka (mm) Tiibodové Tlakova
(mm) ohybani (N) odolnost ohybani (N) odolnost
kréku (N) kréku (N)
PF 38,85 225,50 156,50 37,65 241,83 155,50
+2,11 +10,71 +52,64 +1,04 +37,95 +33,08
LF 38,50 232,83 137,00 37,67 247,67 142,83
+1,64 +23,09 +26,24 +0,57 +25,13 +30,06

Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SD, n=6.
SLD, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; GLN, zvifata krmena SLD obohacenou

o0 glutamin ad libitum.

LF, levy femur; PF, pravy femur.

Biochemicka analyza:

Statisticky vyznamné zvySeni koncentrace CTX-I v kostnim homogenatu bylo

naméfeno u skupiny GLN vs. SLD (p<0,05) (Graf 1). Naopak v séru byl sledovan

nevyznamny pokles v hladiné CTX-1 u skupiny GLN vs. SLD.

Také ostatni kostni markery mély stejny trend ve zménach hladin u skupiny

GLN jako CTX-I, tj. zvySeni koncentrace PINP a BALP Vv kostnim homogenatu

a naopak snizeni koncentrace PINP a OC v séru ve srovnani se skupinou SLD, ovsem

bez statistické vyznamnosti (Graf 1).
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Graf 1: Vliv glutaminu na koncentraci kostnim markerti v séru a v kostnim homogenatu
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Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.
SLD, zvifata krmena standardni laboratorni dietou

o0 glutamin ad libitum.

Signifikantni rozdil oproti SLD (* p<0,05).
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Denzitometrické vySetieni:
U skupiny GLN nebyly nalezeny rozdily v hodnotach kostni mineralni hustoty
ve srovnani se skupinou SLD (Tabulka 6). Télesna hmotnost a procentualni obsah

télesného tuku u skupiny GLN vs. SLD byl nesignifikantné nizsi (Graf 2).

Tabulka 6: Vliv glutaminu na kostni mineralni hustotu.

BMD femuru (g/cm?) BMD bedernich obratli BMD ocasnich

(g/cm?) obratlii (g/cm?)
SLD 0,22+0,03 0,23+0,01 0,24+0,02
GLN 0,24+0,02 0,23+0,02 0,23+0,02

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; GLN, zvifata krmena SLD obohacenou
0 glutamin ad libitum.

BMD, kostni mineralni hustota.

Graf 2: Vliv glutaminu na télesnou hmotnost zvifat a na procentualni obsah tukové
tkang.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.
SLD, zvifata krmend standardni laboratorni dietou ad libitum; GLN, zvifata krmena SLD obohacenou
o0 glutamin ad libitum
4.3 Vliv diety obohacené o arginin

Potkani ziveni 12 tydni dietou obohacenou o 10 % argininu ad libitum (Arg-S)
se v narstu télesné hmotnosti na konci experimentu neliSili od kontrol Zivenych
standardni laboratorni dietou ad libitum (ST1-S). Stejn¢ i spotieba diety na potkana

a den byla v pribéhu pokusu u obou skupin téméf stejna (Tabulka 7).
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Tabulka 7: Vliv argininu na télesnou hmotnost na konci pokusu a primérna spotieba

diety.
Hmotnost zvifat na konci pokusu (g) Spotieba diety (g)
ST1-S 515,50+12,83 28,85+0,81
Arg-S 490,60+18,03 28,85+1,04

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=10.
ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % argininu ad libitum

Mechanicka odolnost kosti:

U skupiny Arg-S nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v parametrech
a v mechanickych vlastnostech ani levého ani pravého femuru (Tabulka 8, Tabulka 9).
Pouze primér obou femurti byla nevyznamné nizs$i u skupiny Arg-S ve srovnani

s ST1-S.

Tabulka 8: Vliv argininu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané¢ levého

femuru.
LF Délka (mm) Primeér Tiibodové Tlakova odolnost | Tloust’ka kortikalni
(mm) ohybani (N) kréku (N) kosti (mm)
ST1-S | 37,83+0,56 | 3,59+0,12 139,1+16,12 151,50+7,84 0,68+0,15
Arg-S | 37,91+0,60 | 3,51+0,31 139,4+12,64 150,8+18,11 0,67+0,28

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=10.
ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % argininu ad libitum.

LF, levy femur.

Tabulka 9: Vliv argininu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané pravého

femuru.
PF Délka (mm) Primeér Tiibodové Tlakova odolnost | Tloust’ka kortikalni
(mm) ohybani (N) kréku (N) kosti (mm)
ST1-S | 37,91+0,63 | 3,58+0,15 138,8+12,9 147,81£22,70 0,70+0,03
Arg-S | 38,20+0,60 | 3,53+0,18 139,4+9,4 149,50+17,07 0,69+0,03

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=10.
ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou

0 10 % arginin ad libitum.

PF, pravy femur.

Mechanické testovani prokazalo, ze leva tibie potkanti skupiny Arg-S byla méné

odolna vuci ohybu (p<0,01) ve srovnani s ST1-S. Ostatni parametry kosti, primeér

a tloustka kortikalni kosti, byly také nizsi vs. ST1-S, ale nevyznamné (Tabulka 10).
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Pravé tibie skupiny Arg-S byly statisticky vyznamné slabsi ve svém pruméru
(p<0,05) a nesignifikantné Vv tloust’ce kompakty vs. ST1-S. Zjistili jsme nevyznamné

niz8i hodnoty sily nezbytné ke zlomeni levé tibie torzi (Tabulka 11).

Tabulka 10: Vliv argininu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané levé tibie.

LT Délka (mm) Priamér (mm) Tribodové Tloust’ka kortikalni
ohybani (N) kosti (mm)
ST1-S 40,73£1,51 2,75+0,37 130,50+18,43 0,521+0,009
Arg-S 40,74+0,91 2,58+0,09 109,40+11,54 * 0,515+0,012

Hodnoty jsou vyjadfeny jako prameér + SD, n=10.

ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % argininu ad libitum.

LT, leva tibie.

Signifikantni rozdil oproti ST1-S (* p<0,01).

Tabulka 11: Vliv argininu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané pravé tibie

PT Délka (mm) Pramér (mm) Torze (Nm) Tloust’ka kortikalni
kosti (mm)
ST1-S 39,71+0,37 2,90+0,28 297,44+13,28 0,541+0,094
Arg-S 40,91+0,82 2,73+0,09 * 272,10+46,98 0,534+0,012

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=10.

ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % argininu ad libitum.

PT, prava tibie.

Signifikantni rozdil oproti ST1-S (* p<0,05).

Biochemick4 analyza:

U skupiny krmené dietou obohacenou o arginin doslo k signifikantnimu poklesu
koncentrace PINP v kostnim homogenatu (Graf 3). Dale byl zjistén pokles koncentrace
BALP a IGF-I a narist CTX-I u skupiny Arg-S ve srovnani s ST1-S, ale tyto rozdily

nebyly statisticky vyznamné.
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Graf 3: Vliv argininu na koncentrace kostnich markerid v kostnim homogenatu
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, nebo jako median (25.-75. percentil), n=10.

ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % argininu ad libitum.

Signifikantni rozdil oproti ST1-S (* p<0,05).

PINP ng/l; BALP pg/l; BMP-2 ng/l; CTX-I ng/l; IGF-I ng/l.
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Denzitometrické vySetieni:

Vyhodnocenim naméfenych hodnot kostni mineralni hustoty u obou skupin jsme
zjistili niz$i hodnoty BMD ve vSech sledovanych oddilech téla u skupiny potkani Arg-S
ve srovnani se skupinou ST1-S, tyto zmény ale nebyly statisticky vyznamné (Tabulka

12).

Tabulka 12: Vliv argininu na kostni mineralni hustotu.

BMD celotélova BMD bedernich obratli BMD LF BMD PF
(g/cm?) (g/cm?) (g/em?) (g/em’)
ST1-S 0,170+0,028 0,225+0,091 0,203+0,132 0,201+0,161
Arg-S 0,167+0,056 0,216+0,123 0,183+0,101 0,180+0,113

Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + SD, n=10.

ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dictou ad libitum; Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % argininu ad libitum.

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

Z vyhodnoceni slozeni téla u potkanid vyplyva, Ze potkani Ziveni dietou
obohacenou o arginin méli statisticky vyznamné niz8i procentudlni mnozstvi tukové

tkané ve srovnani s kontrolni skupinou (Tabulka 13).

Tabulka 13: Vliv argininu na obsah svalové tkané (leantBMC) a na obsah tuku

V organismu.
Svalova tkan (lean+BMC) (g) Tuk (9) Tuk (%)
ST1-S 342+28 75+18 17,8+4,1
Arg-S 348+31 5722 13,8+3,7 *

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=10.

ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % argininu ad libitum.

Signifikantni rozdil oproti ST1-S (* p<0,05).

4.4  Vliv diety obohacené o kreatin
Potkani krmeni po dobu 12 tydnii dietou obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum
(Krea-S) méli nizsi nardst t€lesné hmotnosti na konci pokusu, ale mirné vyssi spotiebu

diety ve srovnani s ST1-S. Vysledky ale nejsou signifikantni (Tabulka 14).
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Tabulka 14: Vliv kreatinu na télesnou hmotnost zvirat v prubé¢hu pokusu a primérna

spoteba diety.

Hmotnost zvifat na konci pokusu (g) Spotieba diety (g)
ST1-S 515,50+12,83 28,85+0,81
Krea-S 456,00+11,02 31,80+0,55

Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + SD, n=10.
ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; Krea-S, zvifata krmen4a SLD obohacenou
0 10 % kreatinu ad libitum.

Mechanicka odolnost kosti:
U skupiny Krea-S nebyly zaznamenany rozdily v délce, v praméru,
V mechanické odolnosti a Vv tloustce kortikalni kosti levého ani pravého femuru vici

skupiné ST1-S (Tabulka 15, Tabulka 16).

Tabulka 15: Vliv kreatinu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané levého

femuru.
LF Délka (mm) Primeér Tiibodové Tlakova odolnost Tloust’ka
(mm) ohybani (N) kréku (N) kortikalni kosti
(mm)
ST1-S 37,83+0,56 | 3,59+0,12 139,10+16,10 151,50+ 7,80 0,68+0,15
Krea-S | 38,32+0,94 | 3,54+0,15 139,50+13,20 148,40+13,50 0,68+0,06

Hodnoty jsou vyjadifeny jako primér + SD, n=10.

ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; Krea-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % kreatinu ad libitum.

LF, levy femur.

Tabulka 16: Vliv kreatinu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané pravého

femuru.
PF Délka (mm) Pramér Tribodové Tlakova odolnost Tloust’ka
(mm) ohybani (N) kréku (N) kortikalni kosti
(mm)
ST1-S 37,91+0,63 3,5840,15 | 138,80+12,90 147,80+22,70 0,70+0,03
Krea-S 38,10+0,62 3,5240,12 | 139,40+ 7,50 149,40+18,90 0,69+0,09

Hodnoty jsou vyjadifeny jako prumér + SD, n=10.

ST1-S, zvifata krmend standardni laboratorni dietou ad libitum; Krea-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % kreatinu ad libitum.

PF, pravy femur.

U skupiny suplementované Krea-S byla naméfena mensi tloustka u pravé tibie
(p<0,05) ve srovnani s kontrolou (Tabulka 18). Ob¢ tibie potkanu zivenych dietou

obohacenou o kreatin byly delsi, mély mensi praimér a mensi tloustku kostni kompakty
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V mist¢ zlomeni. Mensi byla jak odolnost vic¢i ohybu u levé tibie tak vuci torzi

ve srovnani s ST1-S (Tabulka 17, Tabulka 18). Vysledky ale nejsou signifikantni.

Tabulka 17: Vliv kreatinu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkan¢ levé tibie.

LT Délka (mm) Pramér (mm) TFibodové ohybani (N) Tloust’ka (mm)
ST1-S 40,73+1,51 2,75+0,37 130,50+18,43 0,521+0,009
Krea-S 41,15+0,60 2,69+0,09 126,20+11,35 0,516+0,006

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=10.

ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; Krea-S, zvifata krmen4a SLD obohacenou
0 10 % kreatinu ad libitum.

LT, leva tibie.

Tabulka 18: Vliv kreatinu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané pravé

tibie.

PT Délka (mm) Pramér (mm) Torze (Nm) Tloust’ka (mm)
ST1-S 39,71+0,37 2,90+0,28 297,44+13,28 0,541+0,009
Krea-S 40,97+0,60 2,78+0,25 288,20+24,47 0,528+0,012*

Hodnoty jsou vyjadifeny jako primér + SD, n=10.
ST1-S, zvifata krmenda standardni laboratorni dietou ad libitum; Krea-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % kreatinu ad libitum.
PT, prava tibie.
Signifikantni rozdil oproti ST1-S (* p<0,05).
Biochemicka analyza:

Vyhodnocenim homogenatu kosti u skupiny Krea-S jsme zjistili, ze doslo
K nevyznamnému poklesu vSech sledovanych markert kostniho obratu, PINP, BALP,
BMP-2 a CTX-Il, s vyjimkou IGF-I, ktery naopak nevyznamn¢ vzrostl ve srovnani

se skupinou ST1-S (Graf 4).
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Graf 4: Vliv kreatinu na koncentraci kostnich markerti v kostnim homogenatu
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Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.
ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; Krea-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % kreatinu ad libitum.

PINP ng/l; BALP pg/l; BMP-2 ng/l; CTX-I ng/l; IGF-I ng/l.
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Denzitometrické vySetieni:
U skupiny Krea-S doslo k mirnému navySeni BMD v oblasti celého téla,
V bedernich obratlich a naopak k poklesu v oblasti obou femurd (Tabulka 19). VSechny

zmény v kostni mineralni hustoté byly statisticky nevyznamné.

Tabulka 19: Vliv kreatinu na kostni mineralni hustotu.

BMD celotélova BMD bedernich obratli BMD LF BMD PF
(g/cm?) (g/cm?) (g/cm?) (g/cm?)
ST1-S 0,170+0,028 0,225+0,091 0,203+0,132 0,201+0,161
Krea-S 0,178+0,060 0,233+0,107 0,187+0,072 0,189+0,113

Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + SD, n=10.

ST1-S, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; Krea-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % kreatinu ad libitum

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

Vlivem diety s kreatinem do$lo k statisticky vyznamnému poklesu mnozstvi
tukové tkané (p<0,001) i svalové hmoty (lean+BMC) (p<0,05) ve srovnani s kontrolni
skupinou ST1-S (Tabulka 20).

Tabulka 20: Vliv kreatinu na obsah svalové tkan¢ (lean+BMC) a na procentualni obsah
tuku.

Svalova tkaii (lean+BMC) (Q) Tuk (g) Tuk (%)
ST1-S 342428 75+18 17.8+4.1
Krea-S 3174£22% 39+ 9** 10,9+1,8**

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.

ST1-S, zvifata krmend standardni laboratorni dietou ad libitum; Krea-S, zvifata krmena SLD obohacenou
0 10 % kreatinu ad libitum.

Signifikantni rozdil oproti ST1-S (* p<0,05; ** p<0,001).

4.5 Vliv diety obohacené o vétvené aminokyseliny
Potkani  krmeni  dietou  obohacenou o  vétvené  aminokyseliny
valin:leucin:izoleucin v poméru 1:2:1 (28,7 g smési doplnéno SLD do 100 g; BCAA)

v

a také primérna spotieba diety ve srovnani s SLD byla nizsi (p<0,001) (Tabulka 21).
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Tabulka 21: Vliv BCAA na télesnou hmotnost na konci pokusu a primérna spotieba

diety.
Hmotnost zvifat na konci pokusu (g) Spotieba diety (g)
SLD 538.83+68,27 29,20+2,73
BCAA 358,83+73,09 ** 20,72+3,29**

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmen4 standardni laboratorni dietou ad libitum; BCAA, zvifata krmend SLD obohacenou
0 BCAA ad libitum.

Signifikantni rozdil proti SLD (** p<0,001).

Mechanicka odolnost kostni tkané:

U potkanit BCAA byl zjistén statisticky vyznamné nizs§i nartst kosti do délky
upravého (p<0,01) i levého femuru (p<0,001) ve srovnani se SLD v prib¢hu
experimentu (Tabulka 22, Tabulka 23). U obou femur u skupiny BCAA byl zjistén
mensi pramér, tloustka a namefena mensi sila nutnd jak ke zlomeni femuru, tak i krcku
ve srovndni se SLD, vyznamné pouze u tiibodového ohybani levého femuru (p<0,05).
Nebyl zjistén rozdil mezi pravym a levym femurem v zadném ze zminovanych

parametrti a mechanickych vlastnosti kosti u jednotlivych zvifat (data neuvedena).

Tabulka 22: Vliv BCAA na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané levého

femuru.
LF Délka (mm) Tribodové ohybani (N) Tlakova odolnost kréku (N)
SLD 38,50+1,64 232,83+23,09 137,00+£26,24
BCAA 35,00+1,10** 186,50+34,41* 122,17+28,39

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmend standardni laboratorni dietou ad libitum; BCAA, zvifata krmena SLD obohacenou
0 BCAA ad libitum.

LF, levy femur.

Signifikantni rozdil proti SLD (* p<0,05; ** p<0,001).

Tabulka 23: Vliv BCAA na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané pravého

femuru.
PF Délka Pramér Tribodové Tloust’ka kortikalni | Tlakova odolnost
(mm) (mm) ohybani (N) kosti (mm) kréku (N)
SLD 38,85+2,11 3,50+£0,25 | 225,50+10,71 0,76+0,08 156,50+52,64
BCAA | 35,32+1,63* | 3,38+0,19 | 201,17+£33,92 0,70+0,07 133,00+37,13

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; BCAA, zvifata krmena SLD obohacenou
0 BCAA ad libitum.

PF, pravy femur.

Signifikantni rozdil proti SLD (* p<0,01).
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Biochemicka analyza:

Statisticky vyznamny pokles hladiny CTX-1 v séru byl zjistén u skupiny BCAA
(p<0,05) vs. SLD (Tabulka 24). Podobné hodnoty ostatnich kostnich markert v séru,
OC a PINP, poklesly, ale nevyznamné (Tabulka 24).

Hodnoty kostnich markerti v kostnim homogenatu se u skupiny s BCAA dietou
ve srovnani se skupinou SLD nezménily, Svyjimkou PINP, jehoz koncentrace

nesignifikantné narostla (Tabulka 25).

Tabulka 24: Vliv BCAA na koncentrace kostnich markerd v séru.

OC (ng/l) CTX-I (ng/l) PINP (ng/l)
SLD 203,95+55,90 10,23+4,64 27,2548,97
BCAA 120,32475,51 5,79+1 45% 21,0346,76

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; BCAA, zvifata krmena SLD obohacenou
0 BCAA ad libitum.

Signifikantni rozdil proti SLD (* p<0,05).

Tabulka 25: V1liv BCAA na koncentrace kostnich markert v kostnim homogenatu.

BALP (ug/l) CTX-I (ng/l) PINP (ng/l)
SLD 1,55+0,99 106,82+32,57 128,92+75,22
BCAA 1,51=1,50 94,34+44,51 209,86+82,1

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.
SLD, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; BCAA, zvifata krmena SLD obohacenou
0 BCAA ad libitum.

Denzitometrické vySetieni:

Signifikantni sniZeni hustoty kostniho minerdlu bylo naméfeno u potkani s BCAA
dietou v oblasti femuru (p<0,001) a v ocasnich obratlich (p<0,05) vs. potkani s SLD
dietou. Procentualni obsah tukové tkané byl u skupiny BCAA nizsi ve srovnani s SLD,

ale nevyznamné (Graf 5).
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Graf 5: Vliv BCAA na kostni mineralni hustotu a procentualni obsah tukové tkané.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; BCAA, zvifata krmend SLD obohacenou
0 BCAA ad libitum.

BMD, kostni mineralni hustota.

Signifikantni rozdil proti SLD (* p<0,05; ** p<0,001).

4.6 Vliv diety obohacené o kasein

Potkani krmeni dietou obohacenou o kasein v mnozstvi 19,7 g doplnéno
do 100 g SLD nem¢li statisticky vyznamné rozdily v nartstu t€lesné hmotnosti na konci

pokusu ani v primérné spotiebé diety ve srovnani se SLD (Tabulka 26).
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Tabulka 26: VIiv kaseinu na télesnou hmotnost na konci pokusu a primérna spotieba

diety
Hmotnost zvifat na konci pokusu (g) Spotieba diety (g)
SLD 538.83+68,27 29,2042,73
KAS 495,50+41,31 24,16+1,27

Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SD, n=6.
SLD, zvifata krmend standardni laboratorni dietou ad libitum; KAS, zvifata krmena SLD obohacenou
0 kasein ad libitum.

Mechanicka odolnost kostni tkané:

U potkant s dietou KAS nedoslo k ovlivnéni mechanickych vlastnosti kosti vs.
SLD (Tabulka 27, Tabulka 28). Nebyl nalezen rozdil mezi pravym a levym femurem
v zadném ze sledovanych parametrd, tj. délka, primér a tloustka kosti, dale tiibodové

ohybani a odolnost kr¢ku femuru v tlaku u jednotlivych zvirat.

Tabulka 27: Vliv kaseinu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané levého

femuru
LF Délka (mm) T¥ibodové ohybani (N) Tlakova odolnost kréku (N)
SLD 38,50+1,64 232,83+23,09 137,00+£26,24
KAS 38,17+1,33 231,83+22,89 151,33+£33,45

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmend standardni laboratorni dietou ad libitum; KAS, zvifata krmena SLD obohacenou
0 kasein ad libitum.

LF, levy femur.

Tabulka 28: Vliv kaseinu na parametry a mechanické vlastnosti kostni tkané pravého

femuru.
PF Délka Prumér Tribodové Tlous$t’ka kortikalni | Tlakova odolnost
(mm) (mm) ohybani (N) kosti (mm) kréku (N)
SLD 38,85+2,11 3,50+0,25 225,5+£10,71 0,76+0,08 156,50+52,64
KAS 37,87+1,35 3,46+0,28 235,33+27,66 0,71£0,06 148,50+17,63

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmend standardni laboratorni dietou ad libitum; KAS, zvifata krmena SLD obohacenou
o0 kasein ad libitum.

PF, pravy femur.

Biochemicka analyza:
U potkanti Zivenych dietou KAS nedoslo ke zméndm v koncentracich kostnich

markert v séru ani v kostnim homogenatu (Tabulka 29, Tabulka 30).
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Tabulka 29: Vliv kaseinu na koncentrace kostnich markera v séru.

OC (ng/l) CTX-I (ng/l) PINP (ng/l)
SLD 203,95+55,9 10,23+4,64 27,2548,97
KAS 207,19484,92 7.21+1,68 25,99+9,79

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.
SLD, zvifata krmend standardni laboratorni dietou ad libitum; KAS, zvifata krmena SLD obohacenou
0 kasein ad libitum.

Tabulka 30: Vliv kaseinu na koncentrace kostnich markerti v kostnim homogenatu.

BALP (ng/l) CTX-1 (ngfl) PINP (ng/l)
SLD 1,554+0,99 106,82+32,57 128,92+75,22
KAS 2,5543,20 64,72+43,36 142,04+73,35

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.
SLD, zvifata krmend standardni laboratorni dietou ad libitum; KAS, zvifata krmena SLD obohacenou
0 kasein ad libitum.

Denzitometrické vySetieni:
U potkant skupiny KAS jsme zaznamenali statisticky nevyznamné mensi nartst
télesné hmotnosti a obsahu télesného tuku ve srovnani s SLD (Graf 6). Hustota kostniho

mineralu nebyla vlivem diety s kaseinem vs. SLD ovlivnéna (Tabulka 31).

Graf 6: Vliv kaseinu na hmotnost zvifat a procentualni obsah télesného tuku na konci
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Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.
SLD, zvifata krmena standardni laboratorni dietou ad libitum; KAS, zvifata krmena SLD obohacenou
0 kasein ad libitum.
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Tabulka 31: Vliv kaseinu na kostni mineralni hustotu.

BMD femuru (g/cm?) BMD bedernich obratla BMD ocasnich obratli
(g/cm?) (g/cm?)
SLD 0,224+0,03 0,23+0,01 0,24+0,02
KAS 0,22+0,03 0,24+0,02 0,23+0,01

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.
SLD, zvitata krmend standardni laboratorni dietou ad libitum; KAS, zvifata krmena SLD obohacenou
0 kasein ad libitum. BMD, kostni mineralni hustota.

4.7 VIliv realimentace SLD

4.7.1 Vliv realimentace SLD po dlouhodobém piijmu diety obohacené o kasein

Mechanicka odolnost kostni tkané:

Ptevedenim potkanti krmenych dietou obohacenou o kasein v poslednim tydnu
experimentu na dietu SLD, tj. realimentace SLD ad libitum (KAS-R), nedoslo
k zadnému statisticky vyznamnému rozdilu v parametrech a Vv mechanickych
vlastnostech kostni tkan¢ u pravého, ani u levého femuru, ve srovnani s potkany

zivenymi dietou KAS aZ do usmrceni (Tabulka 32, Tabulka 33).

Tabulka 32: Vliv realimentace SLD po KAS dieté na parametry a mechanické vlastnosti

kostni tkané levého femuru.

LF Délka (mm) Tribodové ohybani (N) Tlakova odolnost krcku (N)
KAS 38,17+1,33 231,83+22,89 151,33+33,45
KAS-R 38,25+1,40 255,50+23,26 153,83+20,57

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.
KAS, zvifata krmend dietou obohacenou o kasein ad libitum; KAS-R, zvifata realimentovana SLD

ad libitum.
LF, levy femur.

Tabulka 33: Vliv realimentace SLD po KAS dieté na parametry a mechanické vlastnosti

kostni tkdn€ pravého femuru.

PF Délka Pramér Tiibodové Tloust’ka kortikalni Tlakova
(mm) (mm) ohybani (N) kosti (mm) odolnost kréku
(N)
KAS 37,87+1,35 3,46+0,28 235,33+27,66 0,71+0,06 148,50+17,63
KAS-R 38,08+1,20 3,75+0,22 241,00+16,41 0,78+0,03 141,00+18,51

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.
KAS, zvifata krmend dietou obohacenou o kasein ad libitum; KAS-R, zvifata realimentovana SLD

ad libitum.
PF, pravy femur.
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Biochemicka analyza:

U potkand zivenych dietou KAS-R doslo k statisticky vyznamnému zvyseni
koncentrace CTX-I jak v séru (p<0,05), tak i v kostnim homogenatu (p<0,001) a také
zvySeni koncentrace PINP v séru (p<0,05) vlivem realimentace ve srovnani se skupinou
bez realimentace (KAS) (Graf 7, Tabulka 34).

Graf 7: Vliv realimentace SLD po KAS diet¢ na koncentraci CTX-1 a PINP v séru

a kostnim homogenatu.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.

KAS, zvifata krmena dietou obohacenou o kasein ad libitum; KAS-R, zvifata realimentovana SLD
ad libitum.

Signifikantni rozdil proti KAS (* p<0,05, ** p<0,001).
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Tabulka 34: Vliv realimentace SLD po KAS diet¢ na koncentrace kostnich markert

V séru a Vv kostnim homogenatu.

OC v séru (ng/l BALP v kostnim homogenatu (ug/l)
KAS 207,19+84,92 2,55+3,20
KAS-R 186,20+28,36 3,91+1,25

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.
KAS, zvifata krmena dietou obohacenou o kasein ad libitum; KAS-R, zvifata realimentovana SLD
ad libitum.

Denzitometrické vySetieni:

Realimentace SLD po dobu jednoho tydne neovlivnila kostni mineralni hustotu
(Tabulka 35), télesnou hmotnost ani procentudlni obsah télesného tuku u skupiny
KAS-R ve srovnani se skupinou KAS (Graf 8).

Tabulka 35: Vliv realimentace SLD po KAS dieté na kostni mineralni hustotu.

BMD femuru (g/cm?) BMD bedernich obratli BMD ocasnich obratli
(g/em?) (g/cm?)
KAS 0,22+0,03 0,24+0,02 0,23+0,01
KAS-R 0,20+0,01 0,25+0,02 0,23+0,02

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.

KAS, zvifata krmena dietou obohacenou o kasein ad libitum; KAS-R, zvifata realimentovana SLD
ad libitum.

BMD, kostni mineralni hustota.

Graf 8: Vliv realimentace SLD po KAS dieté na télesnou hmotnost a na procentudlni
obsah télesného tuku na konci pokusu.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.
KAS, zvifata krmend dietou obohacenou o kasein ad libitum; KAS-R, zvifata realimentovana SLD
ad libitum.
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4.7.2 Vliv realimentace SLD po dlouhodobém prijmu diety obohacené o vétvené

aminokyseliny

Mechanicka odolnost kostni tkané:

Po realimentaci dietou SLD v poslednim tydnu experimentu potkani krmenych
dietou s nadbytkem BCAA po dobu 14 tydni (BCAA-R) nedoslo k Zadnému statisticky
vyznamnému rozdilu v parametrech a mechanickych vlastnostech ani u pravého, ani
u levého femuru ve srovnani skupinou BCAA bez realimentace (Tabulka 36, Tabulka
37).

Tabulka 36: Vliv realimentace SLD po BCAA dieté¢ na parametry a mechanické

vlastnosti kostni tkané levého femuru.

LF Délka (mm) Tribodové ohybani (N) Tlakova odolnost krcku (N)
BCAA 35,00+1,10 186,50+34,41 122,174+28,39
BCAA-R 36,28+1,79 188,00+40,5 137,00+£31,74

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.

BCAA, zvifata krmend dietou obohacenou o BCAA ad libitum; BCAA-R, zvifata realimentovdna SLD
ad libitum.

LF, levy femur.

Tabulka 37: Vliv realimentace SLD po BCAA dieté na parametry a mechanické

vlastnosti kostni tkan¢ pravého femuru.

PF Délka (mm) Primeér Tiibodové Tloust’ka Tlakova
(mm) ohybani (N) kortikalni kosti | odolnost kréku
(mm) (N)
BCAA 35,32+1,63 3,38+0,19 201,17+33,92 0,70+0,07 133,00+£37,13
BCAA-R 36,45+1,26 3,2540,33 189,00+34,57 0,70+0,10 118,67+24,23

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.
BCAA, zvifata krmena dietou obohacenou o0 BCAA ad libitum; BCAA-R, zvifata realimentovana SLD
ad libitum.
PF, pravy femur.
Biochemicka analyza:

Vlivem tydenni realimentace dietou SLD doslo ke statisticky vyznamnému
narustu koncentrace CTX-lI (p<0,05) a BALP (p<0,001) v kostnim homogenatu

vs. skupina bez realimentace (Graf 9, Tabulka 38).
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Graf 9: Vliv realimentace SLD po BCAA diet¢ na koncentraci BALP a CTX-I

V kostnim homogenatu:
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Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.

BCAA, zvifata krmend dietou obohacenou o BCAA ad libitum; BCAA-R, zvifata realimentoviana SLD
ad libitum.

Signifikantni rozdil proti BCAA (* p<0,05, ** p<0,001).

Tabulka 38: Vliv realimentace SLD po BCAA dieté na koncentraci kostnich markera

Vv séru a v kostnim homogenatu.

OC v séru CTX-Ivséru PINP v séru (ng/l) PINP v Kostnim
(ug/l) (ug/) homogenatu (ng/l)
BCAA 120,32+75,51 5,79+1,45 21,03+6,76 209,86+82,10
BCAA-R 136,23+49,95 6,31+1,84 22,77+6,09 150,04+16,18

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.
BCAA, zvifata krmena dietou obohacenou o0 BCAA ad libitum; BCAA-R, zvifata realimentovana SLD
ad libitum.

Denzitometrické vySetieni:
Vlivem tydenni realimentace dietou SLD doslo u BCAA-R k nevyznamnému
nartstu télesné hmotnosti vs. BCAA (Tabulka 39). Mnozstvi tukové tkané v organismu

a kostni mineralni hustota se ve vybranych oblastech skeletu nezménila.
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Tabulka 39: Vliv realimentace SLD po BCAA diet¢ na kostni mineralni hustotu,

tukovou tkan a hmotnost zvifat.

BMD BMD bedernich BMD ocasnich Tukova Hmotnost zviiat
femuru obratli obratli tkan na konci pokusu
(g/cm?) (g/cm?) (glem?) (%) 9
BCAA 0,18+0,02 0,21+0,02 0,21+0,02 11,97£1,95 358,83+73,09
BCAA-R 0,19+0,01 0,22+0,02 0,21+0,02 11,68+1,36 406,33+£94,21

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

BCAA, zvifata krmena dietou obohacenou o BCAA ad libitum; BCAA-R, zvifata realimentovana SLD
ad libitum.

BMD, kostni mineralni hustota.

4.7.3 VIiv realimentace SLD po dlouhodobém pr¥ijmu diety obohacené o glutamin

Mechanicka odolnost kostni tkané:
Vlivem 1 tydenni realimentace SLD po 14 tydnech na diet¢ obohacené
(GLN-R),

v parametrech ani u pravého, ani u levého femuru mezi skupinou GLN bez realimentace

o glutamin nedoSlo k Zadnému  statisticky ~vyznamnému rozdilu

a srealimentaci (Tabulka 40, Tabulka 41). Nebyl zjistén rozdil v biomechanickych

vlastnostech mezi pravym a levym femurem skupiny GLN-R (data neuvedena).

Tabulka 40: Vliv realimentace SLD po GLN dieté na parametry a mechanické vlastnosti

kostni tkané levého femuru.

LF Délka (mm) Tribodové ohybani (N) Tlakova odolnost kréku (N)
GLN 37,67+0,57 247,67+25,13 142,83+30,06
GLN-R 36,08+3,26 249,50+41,73 148,33+54,74

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.

GLN, zvifata krmend dietou obohacenou o GLN ad libitum; GLN-R, zvifata realimentovdna SLD
ad libitum.

LF, levy femur.

Tabulka 41: Vliv realimentace SLD po GLN dieté na parametry a mechanické vlastnosti

kostni tkdné€ pravého femuru.

PF Délka (mm) Priamér Tribodové Tloust’ka kortikalni Tlakova
(mm) ohybani (N) kosti (mm) odolnost kréku
(N)
GLN 37,65£1,04 | 3,59+0,18 241,83+37,95 0,75+0,08 155,50+33,08
GLN-R | 38,10+1,66 | 3,72+0,23 241,80+35,58 0,86+0,04 142,75438,51

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

GLN, zvifata krmend dietou obohacenou o GLN ad libitum; GLN-R, zvifata realimentovdna SLD
ad libitum.

PF, levy femur.
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Biochemicka analyza:

Realimentace SLD po dobu 1 tydne nevedla u skupiny GLN-R ke zménam
Vv hladinach kostnich markert ani v séru, ani v kostnim homogenatu vuéi skupiné GLN.
Koncentrace CTX-I v kostnim homogenatu vykazovaly velké hodnoty smérodatnych

odchylek a je potieba tyto vysledky opatrné interpretovat (Tabulka 42, Tabulka 43).

Tabulka 42: Vliv realimentace SLD po GLN dieté¢ na koncentrace kostnich markeri

V séru.
OC (ug/) CTX-I (ng/N) PINP (ng/l)
GLN 136,23+49,95 6,31+1,84 22,77+6,09
GLN-R 116,46+51,96 8,87+3,24 21,95+3,03

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.
GLN, zvifata krmena dietou obohacenou o GLN ad libitum; GLN-R, zvifata realimentovana SLD
ad libitum.

Tabulka 43: Vliv realimentace SLD po GLN dieté¢ na koncentrace kostnich markert

Vv kostnim homogenatu.

BALP (ng/l) CTX-1 (ng/l) PINP (ng/l)
GLN 3,00+1,32 1909,06+2039,01 203,18+64,88
GLN-R 4,32+1,27 3841,44+953,88 194,77+50,10

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.
GLN, zvifata krmend dietou obohacenou o GLN ad libitum; GLN-R, zvifata realimentovdna SLD
ad libitum.

Denzitometrické vysetieni:

U potkanti GLN-R bylo zjisténo statisticky vyznamné snizeni BMD v oblasti
femuru (p<0,05) vs. skupina GLN. V ostatnich hodnocenych oblastech nebyl pozorovan
signifikantni rozdil v BMD. Nartst télesné hmotnosti byl mirné vyssi, i kdyZ s velkou
SD, mnozstvi tukové hmoty bylo naopak mirné niz$i u skupiny GLN-R, ale

bez statistické vyznamnosti (Tabulka 44).
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Tabulka 44: Vliv realimentace SLD po GLN diet¢ na kostni mineralni hustotu, tukovou

tkan a hmotnost zvirat.

BMD BMD bedernich | BMD ocasnich Tukova tkan Hmotnost
femuru obratlii (g/cm?) | obratli (g/cm?) (%) zviFat na konci
(glcm?) pokusu (g)
GLN 0,24+0,02 0,23+0,02 0,23+0,02 15,42+6,97 489,50+57,17
GLN-R 0,21+0,03* 0,24+0,03 0,24+0,02 12,92+4,32 522,00+102,30

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

GLN, zvifata krmena dietou obohacenou o GLN ad libitum; GLN-R, zvifata realimentovdna SLD
ad libitum.

BMD, kostni mineralni hustota.

Signifikantni rozdil proti GLN (* p<0,05).

4.8 VIiv dlouhodobého omezeni prijmu potravy — parové krmeni

4.8.1 Parové krmeni standardni laboratorni dietou
SLD-P vs. SLD

Mechanicka odolnost kostni tkané:

U skupiny SLD-P, ktera byla krmena stejnym mnozstvim standardni laboratorni
diety jako byla spotfebovana u skupiny BCAA, byla zjisténa statisticky vyznamné
snizend odolnost diafyzy femuru v tlaku pfi tfibodovém ohybani u levého femuru
(p<0,05) i pravého (p<0,01) ve srovnani se skupinou zivenou SLD ad libitum (Tabulka
45, Tabulka 46). Dalsi zmény v biomechanickych vlastnostech kosti nebyly vlivem

parového krmeni vs. SLD zaznamenany.

Tabulka 45: Vliv parového krmeni u SLD diety vs. SLD skupina na parametry

a mechanické vlastnosti kostni tkanég levého femuru.

LF Délka (mm) Tribodové ohybani (N) Tlakova odolnost krcku (N)
SLD 38,50+1,64 232,83+23,09 137,00+26,24
SLD-P 37,89+0,67 203,60+=15,96%* 139,33+16,57

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmena SLD ad libitum; SLD-P, zvitata krmena SLD parové ke skupiné BCAA.
LF, levy femur.

Signifikantni rozdil proti SLD (* p<0,05).
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Tabulka 46: Vliv parového krmeni u SLD diety vs. SLD skupina na parametry

a mechanické vlastnosti kostni tkan¢ pravého femuru.

Délka PF Priamér Tribodové Tloust’ka Tlakova odolnost
(mm) PF (mm) ohybani PF (N) kortikalni kosti kréku PF (N)
PF (mm)
SLD 38,85+2,11 | 3,50+0,25 225,50+10,71 0,76+0,08 156,50+52,64
SLD-P | 37,90+0,76 | 3,46+0,07 194,67+14,22** 0,69+0,04 118,00£19,58

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmena SLD ad libitum; SLD-P, zvitata krmena SLD parové ke skupiné BCAA.
PF, pravy femur.

Signifikantni rozdil proti SLD (** p<0,01).

Biochemicka analyza:

Omezené mnozstvi pfijimané potravy mélo vliv na kostni markery u skupiny
SLD-P, kde doslo k nesignifikantnimu navySeni CTX-l a BALP a Kk poklesu
koncentrace PINP v homogenatu kosti vs. SLD (Tabulka 47).

Tabulka 47: Vliv parového krmeni u SLD diety vs. SLD skupina na koncentraci

kostnich markerti v kostnim homogenatu.

BALP (ug/l) CTX-I (ng/) PINP (ng/l)
SLD 1,55+0,99 106,82+32,57 128,92+75,22
SLD-P 2,16+1,19 141,38+31,40 103,60+28,02

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.
SLD, zvifata krmena SLD ad libitum; SLD-P, zvitata krmena SLD parové ke skupiné BCAA.

Denzitometrické vySetieni:

Kostni mineralni hustota byla naméfena vyznamné nizs§i pouze v oblasti femuru
(p<0,01) u skupiny SLD-P ve srovnani se skupinou SLD. V ostatnich hodnocenych
oblastech nedoslo k zadnym zménam (Tabulka 48).

Pérové krmeni potkant skupiny SLD-P vedlo k niz§imu naristu télesné
hmotnosti (p<0,05) v prubéhu pokusu a s tim souvisejicimu niz§imu procentu celkového

télesného tuku (p<0,01) vs. SLD (Graf 10).
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Tabulka 48: Vliv parového krmeni u SLD diety vs. SLD skupina na kostni mineralni

hustotu.
BMD femuru (g/cm?) BMD bedernich obratli BMD ocasnich obratli
(glcm?) (g/cm?)
SLD 0,22+0,03 0,23+0,01 0,24+0,02
SLD-P 0,17+0,01** 0,23+0,02 0,23+0,02

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmena SLD ad libitum; SLD-P, zvitata krmena SLD parové ke skupiné BCAA.
BMD, kostni mineralni hustota.

Signifikantni rozdil proti SLD (** p<0,01).

Graf 10: Vliv parového krmeni u SLD diety vs. SLD skupina na procentualni obsah

tukové tkané a hmotnost zvirat:
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Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.
SLD, zvitata krmena SLD ad libitum; SLD-P, zvitata krmena SLD parové ke skupiné BCAA.
Signifikantni rozdil proti SLD (* p<0,05, ** p<0,01).

BCAA vs. SLD-P
Mechanicka odolnost kostni tkané:

Pti porovnani skupin BCAA a SLD-P, které pfijimaly stejné mnozstvi potravy,
ale s jinym obsahem proteind, méli potkani skupiny SLD-P statisticky vyznamn¢ delsi
levy (p<0,001) i pravy femur (p<0,01) (Tabulka 49, Tabulka 50). Ostatni parametry

nebyly dietou s vyssim obsahem proteind ovlivnény.
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Tabulka 49: Vliv parového krmeni u SLD diety vs. BCAA skupina na parametry

a mechanické vlastnosti kostni tkané levého femuru.

LF Délka (mm) T¥ibodové ohybani (N) Tlakova odolnost kréku (N)
BCAA 35,00+1,10 186,50+34,41 122,17+28,39
SLD-P 37,89+0,67** 203,60+15,96 139,33+16,57

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

BCAA, zvifata krmena dietou obohacenou o BCAA ad libitum; SLD-P, zvitata krmena SLD parové
ke skupiné¢ BCAA.

LF, levy femur.

Signifikantni rozdil proti BCAA (** p<0,001).

Tabulka 50: Vliv parového krmeni u SLD diety vs. BCAA skupina na parametry

a mechanické vlastnosti kostni tkan¢ pravého femuru.

PF Délka (mm) Pramér Tribodové Tloust’ka kortikalni Tlakova
(mm) ohybani (N) kosti (mm) odolnost
kréku (N)
BCAA | 35,32+1,63 3,3840,19 201,17+33,92 0,70+0,07 133,00+37,13
SLD-P | 37,90+0,76* | 3,46+0,07 194,67+14,22 0,69+0,04 118,00+19,58

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.

BCAA, zvifata krmena dietou obohacenou o BCAA ad libitum; SLD-P, zvifata krmena SLD parové
ke skupiné¢ BCAA.

PF, pravy femur.

Signifikantni rozdil proti BCAA (* p<0,01).

Biochemicka analyza:
Mens$i mnozstvi proteini v potravé potkant skupiny SLD-P vedlo v kostnim
homogenatu K signifikantné¢ niz§im hodnotam PINP (p<0,05) a k vy$§im hodnotam

BALP a CTX-I oproti BCAA (Tabulka 51).

Tabulka 51: Vliv parového krmeni u SLD diety vs. BCAA skupina na koncentraci

kostnich markert v kostnim homogenatu.

BALP (ug/l) CTX-1 (ng/l) PINP (ng/l)
BCAA 1,51£1,50 94 34+44,51 209,86+82,10
SLD-P 2.16=1,19 141,38+31,40 103,60+£28,02*

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.

BCAA, zvifata krmena dietou obohacenou o BCAA ad libitum; SLD-P, zvitata krmena SLD parové
ke skupiné¢ BCAA.

Signifikantni rozdil proti BCAA (* p<0,05).
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Denzitometrické vySetieni:

I pres pfijem stejného mnozstvi potravy doslo u skupiny SLD-P ke statisticky
vyznamné vys$§imu nartstu télesné hmotnosti ve srovnani se skupinou BCAA (p<0,05)
(Graf 11). Ke zménam v hustoté kostniho mineralu vlivem rozdilnych koncentraci
aminokyselin v podavanych dietach (SLD vs. BCAA) pfi piijmu stejného mnozstvi
potravy nedoslo (Tabulka 52).

Graf 11: Vliv parového krmeni u SLD diety vs. BCAA skupina na procentudlni obsah

tukové tkané a hmotnost zvirat.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.

BCAA, zvitata krmena dietou obohacenou o BCAA ad libitum; SLD-P, zvifata krmend SLD parové
ke skupiné¢ BCAA.

Signifikantni rozdil proti BCAA (* p<0,05).

Tabulka 52: Vliv parového krmeni u SLD diety vs. BCAA skupina na kostni mineralni

hustotu.
BMD femuru (g/cm?) | BMD bedernich obratlii (g/cm?) BMD ocasnich obratli
(g/cm?)
BCAA 0,18+0,02 0,21+0,02 0,21+0,02
SLD-P 0,17+0,01 0,23+0,02 0,23+0,02

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.
BCAA, zvitata krmena dietou obohacenou o BCAA ad libitum; SLD-P, zvifata krmend SLD parové
ke skupiné BCAA.
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4.8.2 Parové krmeni dietou obohacenou o kasein
KAS-P vs. KAS

Mechanicka odolnost kostni tkané:

U skupiny KAS-P, ktera byla krmena parové ke skupin¢ BCAA, tedy dostavala
stejné mnozstvi diety KAS, jako byla spotfebovana u skupiny BCAA, bylo prokazano
statisticky vyznamné snizeni odolnosti kr¢ku femuru v tlaku jak u pravého (p<0,05), tak
u levého femuru (p<0,05) ve srovnani se skupinou Zivenou dietou KAS ad libitum (Graf
12). Snizeni odolnosti femuru bylo téz zjisténo pii tiibodovém ohybani u KAS-P vs.

KAS, tento vysledek ovSem neni statisticky vyznamny (Tabulka 53, Tabulka 54).

Graf 12: Vliv parového krmeni u KAS diety vs. KAS skupina na odolnost kréku femuru
v tlaku:
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Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.

KAS, zvitata krmena dietou obohacenou o kasein ad libitum; KAS-P, zvifata krmena KAS parové
ke skupiné¢ BCAA.

LF, levy femur; PF, pravy femur.

Signifikantni rozdil proti KAS (* p<0,05).

Tabulka 53: Vliv parového krmeni u KAS diety vs. KAS skupina na parametry

a mechanické vlastnosti kostni tkané levého femuru.

LF Délka (mm) Tribodové ohybani (N)
KAS 38,17+1,33 231,83+22,89
KAS-P 37,92+0,82 228,50+15,53

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

KAS, zvitata krmena dietou obohacenou o kasein ad libitum; KAS-P, zvifata krmena KAS parové
ke skupiné¢ BCAA.

LF, levy femur.
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Tabulka 54: Vliv parového krmeni u KAS diety vs. KAS skupina na parametry

a mechanické vlastnosti kostni tkan¢ pravého femuru.

PF Délka (mm) Pramér Tribodové Tlous$t’ka kortikalni
PF(mm) ohybani PF (N) kosti PF (mm)
KAS 37,87+1,35 3,46+0,28 235,33+27,66 0,71+0,06
KAS-P 38,02+0,77 3,59+0,08 220,50+12,82 0,73+0,05

Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SD, n=6.

KAS, zvifata krmena dietou obohacenou o kasein ad libitum; KAS-P, zvifata krmena KAS parové
ke skupiné¢ BCAA.

PF, pravy femur.

Biochemicka analyza:
Omezeny pfijem mnozstvi potravy nemél vliv na koncentrace kostnich markeri

v homogenatu kosti u KAS-P vs. KAS (Tabulka 55).

Tabulka 55: Vliv parového krmeni u KAS diety vs. KAS skupina na koncentraci

kostnich markerti v kostnim homogenatu.

BALP (ug/l) CTX-I (ng/l) PINP (ng/l)
KAS 2,55+3,20 64,72+43,36 142,04+73 35
KAS-P 2,26%0,19 127,82+79,36 131,84+42,08

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.
KAS, zvitata krmena dietou obohacenou o kasein ad libitum; KAS-P, zvifata krmena KAS parové
ke skupiné¢ BCAA.

Denzitometrické vySetieni:

U skupiny KAS-P doslo k nevyznamné niz§imu nartistu hmotnosti v pribéhu
pokusu a s tim souvisejicimu niz§imu procentualnimu obsahu celkového télesného tuku
vs. KAS. V hodnotach kostni minerdlni hustoty nebyl nalezen rozdil v zadné

ze sledovanych oblasti mezi hodnocenymi skupinami (Tabulka 56).

Tabulka 56: Vliv parového krmeni u KAS diety vs. KAS skupina na kostni mineralni

hustotu, tukovou tkan a hmotnost zvirat.

BMD femuru | BMD bedernich BMD ocasnich Tukova |Hmotnost zvifat na
(g/cm?) obratlii (g/cm?) obratlii (g/cm?) | tkaii (%) | konci pokusu (g)
KAS 0,22+0,03 0,24+0,02 0.23+0,01 13,73+4.,65 495,50+41,31
KAS-P | 0,19+0,02 0,24+0,01 0,24+0,01 10,93+1,27 458,00+18,23

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

KAS, zvifata krmena dietou obohacenou o kasein ad libitum; KAS-P, zvifata krmend KAS parové
ke skupiné BCAA.

BMD, kostni mineralni hustota.
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BCAA vs. KAS-P

Mechanicka odolnost kostni tkané:

I pfes stejné mnozstvi pfijimané potravy, ale srozdilnym slozenim bilkovin,
m¢éla skupina KAS-P statisticky vyznamné delsi levy (p<0,001) i pravy femur (p<0,01),
vétsi pramér pravého femuru (p<0,05) a silnéjsi levy femur pii tfibodovém ohybani
(p<0,05) ve srovnani se skupinou BCAA (Tabulka 57, Tabulka 58). Sila nutna
ke zlomeni pravého femuru pfi tiibodovém ohybani byla také veétsi u KAS-P vs. BCAA
a tlakova odolnost kréku u obou femurt byla naopak mensi, ovSem tyto vysledky

nebyly statisticky vyznamné.

Tabulka 57: Vliv parového krmeni u KAS diety vs. BCAA skupina na parametry

a mechanické vlastnosti levého femuru.

LF Délka (mm) Tribodové ohybani (N) Tlakova odolnost kréku (N)
BCAA 35,00+1,10 186,50+34,41 122,17+28,39
KAS-P 37,92+0,82** 228,50+15,53* 115,17+16,63

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.

BCAA, zvifata krmena dietou obohacenou o BCAA ad libitum; KAS-P, zvifata krmena KAS parové
ke skupiné¢ BCAA.

LF, levy femur.

Signifikantni rozdil proti BCAA (** p<0,001, * p<0,05).

Tabulka 58: Vliv parového krmeni u KAS diety vs. BCAA skupina na parametry

a mechanické vlastnosti kostni tkané pravého femuru.

PF Délka (mm) Priamér Tribodové Tloust’ka kortikalni Tlakova
(mm) ohybani (N) kosti (mm) odolnost kréku
(N)
BCAA 35,32+1,63 3,38+0,19 201,17+33,92 0,70+0,07 133,00+37,13
KAS-P | 38,02+0,77** | 3,59+0,08* | 220,50+12,82 0,73+0,05 123,17421,53

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.

BCAA, zvitata krmena dietou obohacenou o BCAA ad libitum; KAS-P, zvitata krmena KAS parové
ke skupiné¢ BCAA.

PF, pravy femur.

Signifikantni rozdil proti BCAA (** p<0,01, * p<0,05).
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Biochemicka analyza:
Omezeny pfijem mnozstvi potravy nemél vliv na koncentrace kostnich markera
u KAS-P vs. BCAA (Tabulka 59).

Tabulka 59: Vliv parového krmeni u KAS diety vs. BCAA skupina na koncentraci

kostnich markerti v kostnim homogenatu.

BALP (pg/l) CTX-1 (ng/l) PINP (ng/l)
BCAA 1,51£1,50 94,34+44,51 209,86+82,10
KAS-P 2,26+0,19 127,82+79,36 131,84+42,08

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.
BCAA, zvitata krmena dietou obohacenou o BCAA ad libitum; KAS-P, zvitata krmena KAS parové
ke skupiné¢ BCAA.

Denzitometrické vySetieni:

Vlivem parového krmeni u skupiny KAS-P byly zjistény vyssi hodnoty kostni
mineralni hustoty v oblasti bedernich (p<0,05) a ocasnich obratld (p<0,05) (Graf 13)
a doslo k vys$simu nartstu t€lesné hmotnosti (p<0,05) (Tabulka 60) u skupiny KAS-P
ve srovnani s BCAA skupinou. V oblasti femuru nebyla nalezena zména kostni

mineralni hustoty.

Graf 13: Vliv parového krmeni u KAS diety vs. BCAA skupina na BMD v oblasti
bedernich, ocasnich obratla a v oblasti femuru.
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Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.

BCAA, zvitata krmena dietou obohacenou o BCAA ad libitum; KAS-P, zvitata krmena KAS parové
ke skupiné¢ BCAA.

BMD, kostni mineralni hustota.

Signifikantni rozdil proti BCAA (* p<0,05).

Tabulka 60: Vliv parového krmeni u KAS diety vs. BCAA skupina na procentudlni

obsah tukové tkané a hmotnost zvifat.

Tukova tkan (%) Hmotnost zvifat na konci pokusu (g)
BCAA 11,97+1,95 358,83+73,09
KAS-P 10,93+1,27 458,00+18,23*

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.

BCAA, zvitata krmena dietou obohacenou o BCAA ad libitum; KAS-P, zvitata krmena KAS parové
ke skupiné¢ BCAA.

Signifikantni rozdil proti BCAA (* p<0,05).

4.9 Vliv kratkodobého hladovéni

4.9.1 Vliv kratkodobého hladovéni po piijmu standardni laboratorni diety
Mechanicka odolnost kostni tkané:

Bé&hem experimentu se u rostoucich potkani rovhomérné zvySovala télesna
hmotnost. Spotieba diety béhem celého pokusu se vyznamné nelisila. U skupiny
hladov¢jici 24 hodin pfed ukoncenim pokusu (ST1-H) doslo k poklesu télesné
hmotnosti ve srovnani s potkany (p<0,001), ktefi méli pristup k diet¢ az do momentu
jejich usmrceni (ST1-S) (Tabulka 61).
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Tabulka 61: Vliv hladovéni u skupiny ST1 na télesnou hmotnost na konci pokusu

a na spottebu diety.

Hmotnost zvifat na konci pokusu (g) Spotieba diety (g)
ST1-S 515,5+12,8 28,9+0,8
ST1-H 478,7+14,8**

Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + SD, n=10.

ST1-S, zvitata krmena SLD ad libitum; ST1-H, zvifata krmena SLD ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim
odebrana potrava.

Signifikantni rozdil proti ST1-S (** p<0,001).

Nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi obéma skupinami v zadné
ze sledovanych biomechanickych vlastnosti ani pravého ani levého femuru (Tabulka 62,
Tabulka 63).

Tabulka 62: Vliv hladovéni u skupiny ST1 na parametry a mechanické vlastnosti kostni

tkané levého femuru.

LF Délka (mm) Primeér Tribodové Tloust’ka Tlakova
(mm) ohybani (N) kortikalni kosti odolnost kréku
(mm) (N)
ST1-S 37,83+0,56 3,5940,12 139,1£16,12 0,68+0,15 151,50+7,84
ST1-H 38,12+0,66 3,55+0,9 138,8+10,43 0,70+0,03 146,9421,56

Hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + SD, n=10.

ST1-S, zvitata krmena SLD ad libitum; ST1-H, zvitata krmena SLD ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim
odebrana potrava.

LF, levy femur.

Tabulka 63: Vliv hladovéni u skupiny ST1 na parametry a mechanické vlastnosti kostni

tkané pravého femuru.

PF Délka Prumér Tribodové Tloust’ka kortikalni | Tlakova odolnost
(mm) (mm) ohybani (N) kosti (mm) kréku (N)
ST1-S 37,91+£0,63 | 3,58+0,15 138,8+12,90 0,70+0,03 147,81+22,70
ST1-H | 38,85+2,71 | 3,51+0,22 140,3+13,59 0,68+0,15 152,654+21,53

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.
ST1-S, zvitata krmena SLD ad libitum; ST1-H, zvitata krmena SLD ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim

odebrana potrava.
PF, pravy femur.

Tloust’ka kosti levé tibie byla statisticky nevyznamné vétsi u skupiny hladovéjici

24 hodin pted usmrcenim VvS. ST1-S, ostatni parametry nebyly hladovénim ovlivnény

(Tabulka 64).
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Tabulka 64: Vliv hladovéni u skupiny ST1 na parametry a mechanické vlastnosti kostni

tkané levé tibie.

LT Délka (mm) | Priamér (mm) T¥ibodové ohybani Tlous$t’ka kortikalni kosti
(N) (mm)
ST1-S 40,73+1,51 2,75+0,37 130,50+18,43 0,521+0,009
ST1-H 40,92+0,94 2,71+£0,18 126,10+11,41 0,535+0,022

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=10.

ST1-S, zvitata krmena SLD ad libitum; ST1-H, zvitata krmena SLD ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim
odebrana potrava.

LT, leva tibie.

Tloust’ka kortikalni kosti pravé tibie byla statisticky vyznamné mensi u skupiny
hladovéjici 24 hodin pfed usmrcenim (p<0,05) ve srovnani se skupinou Zzivenou
ad libitum. Signifikantné nizsi (p<0,001) byla sila potfebna ke zlomeni pravé tibie torzi
u hladovéjicich potkanti ve srovnani s potkany skupiny ST1-S. Prumér pravé tibie
u skupiny ST1-H byl nevyznamné mensi a narist do délky byl mirné vyssi nez
u skupiny ST1-S (Tabulka 65).

Tabulka 65: Vliv hladovéni u skupiny ST1 na parametry a mechanické vlastnosti kostni

tkan¢ pravé tibie.

PT Délka (mm) | Priamér (mm) Torze (N) Tloust’ka kortikalni kosti (mm)
ST1-S 39, 710,37 2,90+0,28 297,44+13,28 0,541+0,094
ST1-H 41,15+0,82 2,72+0,18 259,50+31,24 ** 0,526+0,015 *

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.

ST1-S, zvitata krmena SLD ad libitum; ST1-H, zvitata krmena SLD ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim
odebrana potrava.

PT, prava tibie.

Signifikantni rozdil proti ST1-S (* p<0,05, ** p<0,001).

Biochemicka analyza:

Hladovéni po dobu 24 hodin nevedlo ke zméndm V koncentraci kostnich
markerti ve srovnani se skupinou bez hladovéni (Tabulka 66). Statisticky nevyznamné
byl u hladovéjici skupiny vyssi PINP, BMP2 a IGF-I. Naopak nevyznamné nizsi byly
BALP a CTX-I.
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Tabulka 66: Vliv hladovéni u skupiny ST1 na koncentrace kostnich markerti v kostnim

homogenatu.
PINP (ng/l) BALP (ug/l) BMP2 (ng/l) CTX-1 (ngll) IGF-I (ng/l)
ST1-S 151,31 5,27 22,2743,66 6745 1387
(145,51-179,18) (3,80-5,48) (5050-9881) (1096-2850)
ST1-H 154,60 3,89 23,65+8,22 6308 1497
(101,41-237,69) (2,28-4,94) (4633-11504) (973-2195)

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, nebo jako median (25.-75. percentil), n=10.
ST1-S, zvitata krmena SLD ad libitum; ST1-H, zvifata krmena SLD ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim
odebrana potrava.

Denzitometrické vySetieni:
Vyhodnocenim kostni mineralni hustoty jsme nenalezli statisticky vyznamné

rozdily mezi skupinou potkant ST1-S a ST1-H (Tabulka 67).

Tabulka 67: Vliv hladovéni u skupiny ST1 na kostni mineralni hustotu.

BMD celkova BMD bedernich obratla BMD LF BMD PF
(g/em?) (g/em?) (g/cm?) (g/cm?)
ST1-S 0,170+0,028 0,225+0,091 0,203+0,132 0,201+0,161
ST1-H 0,169+0,031 0,221+0,098 0,185+0,072 0,184+0,120

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=10.

ST1-S, zvitata krmena SLD ad libitum; ST1-H, zvitata krmena SLD ad libitum, 24 hodin pies usmrcenim
odebrana potrava.

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

Po 24 hodindch hladovéni jsme nalezli statisticky vyznamny pokles
procentuadlniho zastoupeni tukové tkané v téle (p<0,05) ve srovndni se skupinou

potkant, ktera méla pfistup k dieté ad libitum, nenalezli jsme rozdil v obsahu svalové

tkan¢ (lean+BMC) (Tabulka 68).

Tabulka 68: Vliv hladovéni u skupiny ST1 na obsah svalové tkané (lean+BMC)

a na obsah tuku.

Svalova tkan (lean+BMC) (g) Tuk (9) Tukova tkan (%)
ST1-S 342428 75+18 17.8+4.1
ST1-H 343428 51+18 12,6+3,7 *

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.

ST1-S, zvitata krmena SLD ad libitum; ST1-H, zvitata krmena SLD ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim
odebrana potrava.

Signifikantni rozdil proti ST1-S (* p<0,05).
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4.9.2 VIiv kratkodobého hladovéni po prijmu diety obohacené o arginin
Mechanicka odolnost kostni tkané:

Kratkodobé hladovéni o dobu 24 hodin vedlo u skupiny krmené dietou
s nadbytkem argininu (Arg-H) k signifikantnimu poklesu télesné hmotnosti ve srovnani
se skupinou bez hladovéni (Arg-S) (p<0,01). Nebyly ovsem nalezeny statisticky
vyznamné rozdily mezi obéma skupinami ve spotiebé diety (Tabulka 69), ani v Zadném
parametru a sledovanych biomechanickych vlastnosti u pravého a levého femuru

(Tabulka 70, Tabulka 71).

Tabulka 69: Vliv hladovéni u skupiny Arg na té€lesnou hmotnost na konci pokusu

a na spottebu diety.

Hmotnost zviFat na konci pokusu (g) Spotieba diety (g)
Arg-S 490,60+18,03 28,85+1,04
Arg-H 471,40+13,58 **

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=10.

Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou 0 10 % argininu ad libitum; Arg-H, zvifata krmena SLD
obohacenou 0 10 % argininu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.

Signifikantni rozdil proti Arg-S (** p<0,01).

Tabulka 70: Vliv hladovéni u skupiny Arg na parametry a mechanické vlastnosti kostni

tkané levého femuru.

LF Délka Prumér Tribodové Tlakova odolnost | Tloust’ka kortikalni
(mm) (mm) ohybani (N) kréku (N) kosti (mm)
Arg-S | 37,91+0,60 | 3,51+0,31 139,4+12,64 150,8+18,11 0,67+0,28
Arg-H | 38,31+0,63 | 3,60+0,15 140,0+12,01 148,50+0,60 0,69+0,03

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.

Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou o 10 % argininu ad libitum; Arg-H, zvifata krmena SLD
obohacenou o 10 % argininu ad libitum, 24 hodin ptes usmrcenim odebrana potrava.

LF, levy femur.

Tabulka 71: Vliv hladovéni u skupiny Arg na parametry a mechanické vlastnosti kostni

tkané pravého femuru.

PF Délka Pramér Tiibodové Tlakova odolnost | Tloust’ka kortikalni
(mm) (mm) ohybani (N) kréku (N) kosti (mm)
Arg-S | 38,20+0,60 | 3,53+0,18 139,4+£9,4 149,50+17,07 0,69+0,03
Arg-H | 38,50+2,11 | 3,52+0,12 140,1+11,38 151,70+26,56 0,67+0,12

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.

Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou o 10 % argininu ad libitum; Arg-H, zvifata krmena SLD
obohacenou o0 10 % argininu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.

PF, pravy femur.
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Tloustka kortikalni kosti u pravé tibie byla u hladovéjicich potkant statisticky
vyznamné nizS§i nez u skupiny bez hladovéni (p<0,05) (Tabulka 72). V ostatnich
hodnocenych parametrech a Vv biomechanickych vlastnostech pravych ilevych tibii
nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi obéma skupinami (Tabulka 72,
Tabulka 73).

Tabulka 72: Vliv hladovéni u skupiny Arg na parametry a mechanické vlastnosti kostni

tkan¢ pravé tibie.

PT Délka (mm) Primér (mm) Torze (N) Tloust'’ka kortikalni kosti
(mm)
Arg-S 40,91+0,26 2,73£0,09 272,10+46,98 0,534+0,012
Arg-H 41,69+0,23 2,74+0,15 270,40+29,84 0,522+0,015 *

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=10.

Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou o 10 % argininu ad libitum; Arg-H, zvitata krmena SLD
obohacenou 0 10 % argininu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.

PT, prava tibie.

Signifikantni rozdil proti Arg-S (* p<0,05).

Tabulka 73: Vliv hladovéni u skupiny Arg na parametry a mechanické vlastnosti kostni

tkané levé tibie.

LT Délka (mm) | Priamér (mm) Tribodové ohybani Tloust’ka kortikalni kosti
(N) (mm)
Arg-S 40,74+0,91 2,73+0,06 126,20+11,54 0,515+0,012
Arg-H 41,27+0,69 2,74+0,15 129,60+13,32 0,52040,009

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=10.

Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou o 10 % argininu ad libitum; Arg-H, zvifata krmena SLD
obohacenou 0 10 % argininu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.

LT, leva tibie.

Biochemicka analyza:
Kratkodobé hladovéni vedlo u skupiny Arg-H ke zvySeni koncentrace IGF-I
Vv kostnim homogenatu ve srovnani se skupinou bez hladovéni (p<0,05). V ostatnich

hodnocenych markerech by zjist€én mirny, statisticky nevyznamny narist koncentraci

(Tabulka 74).
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Tabulka 74: Vliv hladovéni u skupiny Arg na koncentrace kostnich markerti v kostnim

homogenatu.
PINP (ng/l) | BALP (ug/l) | BMP2 (ng/l) CTX-I (ng/l) IGF-I (ng/l)
Arg-S 137,4+£22,1 3,74 22,41 6735,8 905,2
(1,94-6,47) | (17,80-26,25) (5302-8670) (592-2094)
Arg-H 142,0+£24,6 5,86 23,99 6128,5 5188,6
(1,76-7,04) | (16,66-29,16) (5132-8147) (2370,6-10469) *

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.
Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou o 10 % argininu ad libitum; Arg-H, zvifata krmena SLD
obohacenou 0 10 % argininu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.
Signifikantni rozdil proti Arg-S (* p<0,05).

Denzitometrické vySetieni:

Nebyly nalezeny staticky vyznamné rozdily v kostni mineralni hustoté

U potkand, kterym byla 24 hodin pfed usmrcenim odebrana dieta (Arg-H) ve srovnani

se skupinou, ktera pfijimala dietu az do doby usmrcenim (Arg-S) (Tabulka 75).

Tabulka 75: Vliv hladovéni u skupiny Arg na kostni mineralni hustotu.

BMD celkova BMD bedernich obratla BMD LF BMD PF
(g/cm?) (g/cm?) (glcm?) (glcm?)
Arg-S 0,167+0,056 0,216+0,123 0,183+0,101 0,180+0,113
Arg-H 0,180+0,085 0,226+0,094 0,181+0,139 0,190+0,132

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.
Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou o 10 % argininu ad libitum; Arg-H, zvifata krmena SLD
obohacenou 0 10 % argininu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.
BMD, kostni mineralni hustota; LF, levy femur; PF, pravy femur.

U potkanti Arg-H, kterym byla 24 hodin pfed usmrcenim odebrana dieta, doslo
ve srovnani s potkany skupiny Arg-S k nesignifikantnimu poklesu procentualniho

obsahu tukové tkané a svalové tkané (lean+BMC) v téle (Tabulka 76).

Tabulka 76: Vliv hladovéni u skupiny Arg na obsah svalové tkané (lean+BMC)

a télesny tuk.
Svalova tkaii (lean+BMC) (g) Tuk (g) Tukova tkan (%0)
Arg-S 348+31 57+£22 13,8+3,7
Arg-H 335434 49+6 12,7+1,5

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.
Arg-S, zvifata krmena SLD obohacenou o 10 % argininu ad libitum; Arg-H, zvifata krmena SLD
obohacenou o 10 % argininu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.
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4.9.3 VIliv kratkodobého hladovéni po prijmu diety obohacené o kreatin
Mechanicka odolnost kostni tkané:

Vlivem 24 hodinového hladovéni ptfed ukoncenim pokusu s dietou SLD
obohacenou o0 10 % kreatinu (Krea-H) doslo k vyznamnému poklesu télesné hmotnosti

ve srovnani se skupinou Krea-S krmenou ad libitum (p<0,001) (Tabulka 77).

Tabulka 77: Vliv hladovéni u skupiny Krea na télesnou hmotnost na konci pokusu

a na spottebu diety.

Hmotnost zvifat na konci pokusu (g) Spotieba diety (g)
Krea-S 470,00+13,02 31,80+0,55
Krea -H 443,30+11,19**

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.

Krea-S, zvifata krmena SLD obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum; Krea-H, zvifata krmena SLD
obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.

Signifikantni rozdil proti Krea-S (** p<0,001).

Nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou Krea-S a skupinou

Krea-H v Zadném parametru ani v biomechanickych vlastnostech levého ani pravého

femuru (Tabulka 78, Tabulka 79).

Tabulka 78: Vliv hladovéni u skupiny Krea na parametry a mechanické vlastnosti kostni

tkané levého femuru.

LF Délka (mm) Pramér Tribodové Tlakova odolnost Tloust’ka
(mm) ohybani (N) kréku (N) kortikalni kosti
(mm)
Krea-S 38,32+0,90 3,54+0,15 139,50+13,20 148,40+13,30 0,68+0,07
Krea-H 38,48+0,63 3,54+0,18 139,80+11,69 149,30+17,70 0,69+0,06

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.

Krea-S, zvifata krmena SLD obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum; Krea-H, zvifata krmena SLD
obohacenou 0 10 % kreatinu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.

LF, levy femur.
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Tabulka 79: Vliv hladovéni u skupiny Krea na parametry a mechanické vlastnosti kostni

tkan¢ pravého femuru

PF Délka (mm) Pramér Tribodové Tlakova odolnost Tloust’ka
(mm) ohybani (N) kréku (N) kortikalni kosti
(mm)
Krea-S 38,10+0,60 3,524+0,12 139,40+7,50 149,40+18,90 0,69+0,09
Krea-H 38,81+1,89 3,65+0,10 139,80+13,20 150,40+17,00 0,70+0,06

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.

Krea-S, zvifata krmend SLD obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum; Krea-H, zvifata krmend SLD
obohacenou o0 10 % kreatinu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.

PF, pravy femur.

Tloustka kortikalni kosti levé tibie byla statisticky vyznamné vétsi u skupiny
Krea-H (p<0,001) ve srovnani se skupinou Krea-S (Tabulka 80). Sily nutné ke zlomeni
levé tibie u tfibodového ohybani byly u skupiny Krea-H nevyznamné vys$i nez
u skupiny Krea-S.

Tabulka 80: Vliv hladovéni u skupiny Krea na parametry a mechanické vlastnosti kostni

tkané levé tibie.

LT Délka (mm) | Primér (mm) Tribodové ohybani Tloust'’ka kortikalni kosti
(N) (mm)
Krea-S 41,15+0,60 2,69+0,09 126,20+11,35 0,516+0,006
Krea-H 41,42+0,56 2,69+0,15 129,60+13,31 0,528+0,006*

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=10.

Krea-S, zvifata krmena SLD obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum; Krea-H, zvifata krmena SLD
obohacenou 0 10 % kreatinu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.

LT, leva tibie.

Signifikantni rozdil proti Krea-S (* p<0,001).

Vsechny sledované parametry, tj. délka, primér a tloustka kortikalni kosti
i torze pravych tibii byly statisticky nevyznamné vyssi u skupiny Krea-H, ktera 24
hodin hladovéla ve srovnani se skupinou Krea-S, ktera nehladovéla (Tabulka 80,
Tabulka 81).
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Tabulka 81: Vliv hladovéni u skupiny Krea na parametry a mechanické vlastnosti kostni

tkan¢ pravé tibie.

PT Délka Priamér (mm) Torze (N) Tloust’ka kortikalni kosti
(mm) (mm)
Krea-S | 40,97+0,60 2,78+0,25 283,500 0,528+0,012
(272,000-288,000)
Krea-H | 41,33+0,56 2,87+0,18 285,000 0,535+0,013
(275,000-293,000)

Hodnoty jsou vyjadieny jako priamér + SD, nebo jako median (25.-75. percentil),, n=10.

Krea-S, zvifata krmend SLD obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum; Krea-H, zvifata krmend SLD
obohacenou o0 10 % kreatinu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.

PT, prava tibie.

Biochemicka analyza:

U hladovéjicich potkant doslo k nardstu koncentrace BMP2 v kostnim
homogenatu ve srovnani se skupinou, ktera nebyla vystavena hladovéni (p<0,05).
U ostatnich ~ kostnich markerii nebyly zaznamenany

signifikantni  rozdily

mezi skupinami (Tabulka 82).

Tabulka 82: Vliv hladovéni u skupiny Krea na koncentrace kostnich markert

Vv homogenatu kosti.

PINP (ng/1) BALP (pg/l) BMP2 (ng/l) CTX-1 (ng/l) IGF-I (ng/l)

Krea-S 142,58+48,37 3,838+1,90 18,46+5,20 6693 4086=+3 840
(4633-8579)

Krea-H 130,47+0,51 4,49+1,68 23,63+6,05* 6841 2531+1 557
(5259-9662)

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér = SD, n=10.

Krea-S, zvifata krmena SLD obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum; Krea-H, zvifata krmena SLD
obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.
Signifikantni rozdil proti Krea-S (* p<0,05).

Denzitometrické vysetieni:

U skupiny Krea-H nedoslo ke zméné v kostni mineralni hustoté v zadné

ze sledovanych oblasti, ani v mnozstvi svalové tkané (lean+BMC) a v procentudlnim

obsahu télesného tuku ve srovnani se skupinou Krea-S (Tabulka 83, Tabulka 84).
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Tabulka 83: Vliv hladovéni u skupiny Krea na kostni mineralni hustotu.

BMD celkova BMD bedernich obratla BMD LF BMD PF
(g/cm?) (g/cm?) (glcm?) (g/cm?)
Krea-S 0,178+0,060 0,233+0,107 0,187+0,072 0,189+0,113
Krea-H 0,178+0,044 0,241+0,110 0,194+0,135 0,202+0,173

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.

Krea-S, zvifata krmend SLD obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum; Krea-H, zvifata krmend SLD
obohacenou o0 10 % kreatinu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.

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

Tabulka 84: Vliv hladovéni u skupiny Krea na obsah svalové tkané (lean+BMC) a obsah
tuku.

Svalova tkan (lean+BMC) (g) Tuk (g) Tukova tkan (%)
Krea-S 317+£22 39+90 10,9+1,8
Krea-H 326+21 37+12 9,9+3.4

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=10.
Krea-S, zvifata krmena SLD obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum; Krea-H, zvifata krmena SLD
obohacenou 0 10 % kreatinu ad libitum, 24 hodin pfes usmrcenim odebrana potrava.

4.10 Vliv Zeleza a opakovanych odbéri krve

4.10.1 Vliv nadbytku Zeleza v dieté

Nadbytek zeleza v potravé vedl k nartstu koncentrace hemoglobinu (Hb)
u skupiny FE+, zivené dietou obohacenou o Zelezo v davce 5 g/kg diety vici skupiné fe
(FE+ vs. fe, p<0,01), ktera byla krmena dietou obohacenou 400 mg elementarniho
zeleza na 1 kg diety i vuci skupiné¢ SLD, ktera byla krmena standardni laboratorni
dietou (FE+ vs. SLD, p<0,05) (Tabulka 85).

Naopak pocty erytrocytil vlivem obou diet se Zelezem poklesly ve srovnani
se skupinou bez suplementace Zelezem (FE+ vs. SLD, p<0,001; fe vs. SLD, p<0,05)
(Tabulka 85).

Tabulka 85: Vliv zeleza na pocty krevnich bunék a koncentraci hemoglobinu.

Erytrocyty (10™/1) Leukocyty (10%/1) Hb (g/l)
SLD 8,83 (8,56-8,99) 5.03 (3.78-7.06) 147,00 (145,50-150,50)
fe+ 8,51 (8,34-8,71) ** 7.83 (4.91-8.14) 144,00 (140,50-150,00)
FE+ 8,31 (8,20-8,41) *** 6.65 (6.11-7.96) 152,50 (150,25-154,75)* *

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=6.

SLD, zvifata krmena SLD ad libitum; fe, zvifata krmena SLD s obsahem Zeleza (400 mg/kg diety)
ad libitum; FE+, zvifata krmena SLD s obsahem Zeleza (5 g/kg diety) ad libitum.

Hb, hemoglobin.

Signifikantni rozdil proti SLD (* p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001).

Signifikantni rozdil proti fe (00 p<0,01).
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Obdobné vysledky jsme nalezli i pii dalSich analyzach, kde skupina FE+ méla
vyznamné vyS§$i koncentraci zeleza v séru jak oproti fe (FE+ vs. fe, p<0,001), tak oproti
SLD (FE+ vs. SLD, p<0,001) (Tabulka 86). Obsahu Zeleza a vapniku v kosti (FE+
vs. SLD, p<0,001; fe vs. SLD, p<0,01) byl u obou skupin krmenych dietou obohacenou

0 zelezo vyssi ve srovnani s kontrolou (Graf 14).

Tabulka 86: Vliv Zeleza na koncentraci feritinu a Zeleza v séru.

Feritin (ug/l) Zelezo (umol/l)
SLD 2070 (1800-2334) 40,55 (37,25-46,40)
fet 1766 (1624-2038) 44,80 (35,03-59,98)
FE+ 1706 (1333-2210) 75,50 (57,75-85,78) ° *

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=6.

SLD, zvitata krmena SLD ad libitum; fe, zvifata krmena SLD s obsahem Zzeleza (400 mg/kg diety)
ad libitum; FE+, zvitata krmena SLD s obsahem Zeleza (5 g/kg diety) ad libitum.

Hb, hemoglobin.

Signifikantni rozdil proti SLD (*p<0,001).

Signifikantni rozdil proti fe (O p<0,001).

Graf 14: Vliv zeleza na obsah Zeleza a vapniku v Kosti.
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Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=6.

SLD, zvitata krmena SLD ad libitum; fe, zvifata krmena SLD s obsahem Zeleza (400 mg/kg diety)
ad libitum; FE+, zvitata krmena SLD s obsahem Zeleza (5 g/kg diety) ad libitum.

Hb, hemoglobin.

Signifikantni rozdil proti SLD (** p<0,01, ***p<0,001).

Diety s riznym obsahem zeleza nevedly ke zménam v t€lesné hmotnosti zvifat,
hmotnosti jater (data neuvedena), koncentraci feritinu, koncentraci kostnich markert,
hustoty kostniho mineralu ani mechanickych vlastnosti kosti (Tabulka 86, Tabulka 87,
Tabulka 88, Tabulka 89). Nedoslo ani ke zménam v hodnotach APTT a Quickova testu

(data neuvedena).
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Tabulka 87: Vliv zeleza na kostni mineralni hustotu a hmotnost zvifat na konci pokusu.

(0,155-0,185)

(0,194-0,218)

(0,182-0,210)

BMD femuru ( /sz) BMD bedernich BMD ocasnich Hmotnost zvifat na

g obratlii (g/cm?) obratlii (g/cm?) konci pokusu (g)

SLD 0,159 0,214 0,188 368,50
(0,149-0,169) (0,199-0,225) (0,182-0,197) (358,50-398,00)

. 0,156 0,198 0,200 413,5

e

(0,144-0,173) (0,192-0,215) (0,193-0,202) (369,75-438,25)

0,169 0,202 0,196 367,5

FE+

(346,75-413,00)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=6.

SLD, zvitata krmena SLD ad libitum; fe, zvifata krmend SLD s obsahem Zeleza (400 mg/kg diety)
ad libitum; FE+, zvifata krmena SLD s obsahem Zeleza (5 g/kg diety) ad libitum.

BMD, kostni mineralni hustota.

Tabulka 88: Vliv Zeleza na mechanické vlastnosti kostni tkané levého a pravého

femuru.
T¥ibodové ohybani Tlakova odolnost Ttibodové ohybani | Tlakova odolnost

LF (N) kréku LF (N) PF (N) kréku PF (N)
176,50 120,25 171,50 132,00

SLP (170,75-197,75) (135,00-152,00) (154,00-187,50) (125,25-153,75)
192,00 136,00 179,50 128,50

fer (179,25-201,00) (120,50-164,00) (170,75-183,75) (101,75-137,50)
203,50 116,50 171,00 141,50

FEr (183,50-209,75) (114,25-156,50) (147,25-214,25) (126,00-171,50)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=6.

SLD, zvifata krmena SLD ad libitum; fe, zvifata krmena SLD s obsahem Zeleza (400 mg/kg diety)
ad libitum; FE+, zvifata krmena SLD s obsahem Zeleza (5 g/kg diety) ad libitum.

LF, levy femur; PF, pravy femur.

Tabulka 89: Vliv Zeleza na koncentraci kostnich markera v séru.

OC (ug/l) CTX-1 (ug/l) PINP (ug/l)

SLD 154,98 (119,07-243,14)
fe+ 182,17 (131,01-221,12)
FE+ 190,96 (167,72-231,66)

11,96 (9,89-13,72)
9,65 (8,08-11,69)
10,86 (9,15-15,38)

38,21 (33,62-42,38)
33,95 (28,06-44,45)
34,13 (25,36-42,55)

Hodnoty jsou vyjadieny jako median (25.-75. percentil), n=6.
SLD, zvitata krmena SLD ad libitum; fe, zvifata krmend SLD s obsahem Zeleza (400 mg/kg diety)
ad libitum; FE+, zvifata krmena SLD s obsahem Zeleza (5 g/kg diety) ad libitum.
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4.10.2 Vliv opakovanych odbéra krve u jednotlivych typu diet

V této casti experimentu byl porovnavan vliv opakovanych krevnich odbéra
U jednotlivych typt diet. Opakované odbéry krve v mnozstvi 0,5 ml/100 g télesné
hmotnosti u skupiny krmené standardni laboratorni dietou (SLD-w) vedly ve srovnani
se SLD k poklesu mnozstvi erytrocytu (p<0,05) (Tabulka 90) a k navysSeni obsahu
vapniku v kosti (p<0,01) (Tabulka 91). U skupiny suplementované vyssi davkou zeleza
(FE+w; 5 g Fe/kg diety) doslo vlivem odbéru krve k poklesu poc¢tu leukocytt (p<0,05)
(Tabulka 90) a k poklesu koncentrace Zeleza v séru (p<0,05) (Graf 15).

Tabulka 90: Vliv opakovanych krevnich odbéri na pocty krevnich bunék a koncentraci

hemoglobinu.
Erytrocyty (10%/1) Leukocyty (10%/1) Hb (g/l)

SLD 8,77+0,24 5,34+1,65 147,38+3,46
SLD-w 8,46+0,13* 3,70+0,35 146,67+2,88
Fe 8,52+0,19 7,08+1,95 144,88+4,82
fe-w 8,33+0,25 5,30+2,21 145,40+3,44
FE+ 8,29+0,15 6,85+1,67 152,13+3,64
FE+w 8,20+0,33 436+1,41° 151,38+3,85

Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmena SLD ad libitum; fe, zvifata krmena SLD s obsahem Zeleza (400 mg/kg diety)
ad libitum; FE+, zvifata krmend SLD s obsahem zeleza (5 g/kg diety) ad libitum; w, withdrawal,
opakované odbéry krve (0,5 ml/100 g télesné hmotnosti).

Hb, hemoglobin.

Signifikantni rozdil proti SLD (* p<0,05).

Signifikantni rozdil proti FE+ (O p<0,05).

Vlivem opakovanych krevnich odbéri je u vSech diet patrny pokles poctu
erytrocyti, leukocytt (Tabulka 90), koncentrace feritinu (Tabulka 91), koncentrace
zeleza v séru a obsahu zeleza v kosti (Graf 15) ovSem bez statistické vyznamnosti.

Nedoslo ke zménam v hodnotach APTT a Quickova testu (data neuvedena).
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Tabulka 91: Vliv opakovanych krevnich odbéri na koncentraci feritinu v séru a obsah

vapniku v Kosti.

Feritin v séru (ug/l) Vapnik v kosti (nmol/kg)
SLD 2066,56+302,05 9014,08+740,06
SLD-w 1863,71+199,61 13462,12+3444,44**
Fe 1811,184+204,03 13051,69+£2377,89
fe-w 1751,41+£352,54 12684,62+1976,60
FE+ 1763,15+490,86 14051,40+£3257,82
FE+w 1716,46+305,31 13339,07£1654,18

Hodnoty jsou vyjadfeny jako primér + SD, n=6.

SLD, zvitata krmena SLD ad libitum; fe, zvifata krmend SLD s obsahem Zeleza (400 mg/kg diety)
ad libitum; FE+, zvifata krmend SLD s obsahem zeleza (5 g/kg diety) ad libitum; w, withdrawal,
opakované odbéry krve (0,5 ml/100 g télesné hmotnosti).

Signifikantni rozdil proti SLD (** p<0,01).

Graf 15: Vliv opakovanych krevnich odbéri na koncentraci zeleza v séru a obsah zeleza

v kosti.
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Hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + SD, n=6.

SLD, zvitata krmena SLD ad libitum; fe, zvifata krmena SLD s obsahem Zeleza (400 mg/kg diety)
ad libitum; FE+, zvifata krmena SLD s obsahem Zeleza (5 g/kg diety) ad libitum; w, withdrawal,
opakované odbéry krve (0,5 ml/100 g télesné hmotnosti).

Signifikantni rozdil proti FE+ (* p<0,05).

Zvitata s opakovanymi krevnimi odbéry vykazuji niz§i narist télesné hmotnosti
ve srovnani s jejich kontrolnimi skupinami, ovSem vysledky nejsou statisticky
vyznamné (Tabulka 92). Nebyly zjistény rozdily v hustoté kostniho mineralu
v hodnocenych oblastech u experimentalnich skupin (Tabulka 92).
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Tabulka 92: Vliv opakovanych krevnich odbéri na kostni mineralni hustotu

a na télesnou hmotnost zvitat na konci pokusu.

BMD femuru BMD bedernich BMD ocasnich HmOtnO.St zvifat

(g/cm?) obratlii (g/cm?) obratlii (g/cm?) na kon((:é)mkusu
SLD 0,158+0,011 0,213+0,014 0,190+0,009 370,3+13,8
SLD-w 0,158+0,011 0,206+0,018 0,19440,012 355,5+14,5
fe 0,158+0,014 0,200+0,010 0,198+0,005 406,3+33,8
fe-w 0,159+0,012 0,20140,015 0,193+0,009 395,9+44,3
FE+ 0,171+0,018 0,206+0,014 0,1944+0,016 374,4437,3
FE+w 0,162+0,013 0,198+0,012 0,189+0,009 354,1+21,7

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.

SLD, zvitata krmena SLD ad libitum; fe, zvifata krmend SLD s obsahem Zeleza (400 mg/kg diety)
ad libitum; FE+, zvifata krmend SLD s obsahem zeleza (5 g/kg diety) ad libitum; w, withdrawal,
opakované odbéry krve (0,5 ml/100 g télesné hmotnosti).

BMD, kostni mineralni hustota.

Vlivem odbéri krve pozorujeme nesignifikantni narist koncentrace OC u skupin
se zelezem (fe-w, FE+w), koncentrace ostatnich markeri kostniho metabolismu se
vlivem odbérti nezménily (Tabulka 93).

U 7zadné ztestovanych diet nevedly opakované odbéry krve k ovlivnéni

mechanickych vlastnosti kosti (Tabulka 94).

Tabulka 93: Vliv opakovanych krevnich odbéri na koncentrace kostnich markert

V séru.
OC (ug/l) CTX-I (ug/l) PINP (ug/l)
SLD 175,47+65,23 11,83+2,30 37,77+5,96
SLD-w 199,88+34,92 11,42+1,69 39,27+6,24
fe 175,41+46,12 9,5342,18 35,7249,05
fe-w 210,09+67,86 14,40+7,01 38,76+7,85
FE+ 199,18+43,36 11,994+3,37 34,28+8,71
FE+w 214,22+60,96 14,10+4,73 39,69+6,89

Hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, n=6.

SLD, zvifata krmena SLD ad libitum; fe, zvifata krmena SLD s obsahem Zeleza (400 mg/kg diety)
ad libitum; FE+, zvifata krmend SLD s obsahem zeleza (5 g/kg diety) ad libitum; w, withdrawal,
opakované odbéry krve (0,5 ml/100 g télesné hmotnosti).
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Tabulka 94: Vliv opakovanych krevnich odbérti na mechanické vlastnosti kostni tkané

levého a pravého femuru.

Tribodové ohybani Tlakova odolnost Tribodové ohybani | Tlakova odolnost
LF (N) kréku LF (N) PF (N) kréku PF (N)
SLD 136,25+15,69 183,38+16,03 137,75+19,09 136,25+15,69
SLD-w 140,71+31,73 195,25+23,74 137,25+28,30 140,71+31,73
fe 123,88+25,31 194,88+24,79 141,88+23,42 123,88+25,31
fe-w 133,71+16,44 191,71£18,95 129,00+19,56 133,71+16,44
FE+ 146,88+21,99 195,75+23,69 138,13+43,13 146,88+21,99
FE+w 140,50+28,03 183,13+10,15 159,13+27,00 140,50+28,03

Hodnoty jsou vyjadieny jako pramér + SD, n=6.
SLD, zvitata krmena SLD ad libitum; fe, zvifata krmend SLD s obsahem Zeleza (400 mg/kg diety)
ad libitum; FE+, zvifata krmend SLD s obsahem zeleza (5 g/kg diety) ad libitum; w, withdrawal,

opakované odbéry krve (0,5 ml/100 g télesné hmotnosti).
LF, levy femur; PF, pravy femur.
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5. Diskuse

5.1 Vliv diety obohacené o glutamin na metabolismus kosti

V naSem experimentu byla pro sledovani zmén kostni hmoty, vzhledem ke svym
jiz zndmym vlastnostem, vybrdna neesencidlni aminokyselina glutamin. Glutamin je
Casto vyuzivan jako suplement pii vysoce proteokatabolickych stavech, jako jsou tfeba
popaleniny. Glutamin se v téchto ptipadech stava zdrojem dusiku a energie.

V experimentu byla samctiim potkanti kmene Wistar po dobu 15 tydnt podavéana
dieta obohacena o glutamin v davce 19,7 g doplnéna do 100 g standardni laboratorni
dietou, abychom mohli sledovat jeho ucinek na organismus.

Vlivem diety obohacené o glutamin bylo zji§téno nesignifikantni zlepSeni
mechanickych vlastnosti femuru. Koncentrace vSech hodnocenych kostnich markert
Vv kostnim homogenatu se zvysily, naopak v séru doslo k poklesu koncentraci. Jediné
statisticky vyznamné navySeni vlivem diety jsme nalezli u koncentrace CTX-I
V kostnim homogenatu. Tato hodnota je ovSem pfili§ vychylena od standardnich hodnot
a to je potfeba brat v potaz pii jejim hodnoceni. Vlivem suplementace glutaminem
pozorujeme statisticky nevyznamné mensi narGst télesné hmotnosti ve srovnani
s kontrolou. Coz je pravdépodobné zplsobeno niz§im piijmem potravy. Obsah tuku
Vv organismu byl u suplementované skupiny také naméten nizsi ve srovnani s kontrolou.
Ovsem rozdily mezi skupinami s/bez glutaminu v télesné hmotnosti a v obsahu tuku
v organismu nejsou statisticky vyznamné. Dieta obohacena o glutamin neovlivnila
hustotu kostniho mineralu ani v jedné ze sledovanych oblasti.

V experimentu Obeid et al. (2005) byla potkanim Sprague-Dawley po dobu
jednoho tydne podavana dieta obohacena o glutamin v davce 40 g/kg diety. Autofi
zjistili, ze glutamin stimuluje syntézu glykogenu v jatrech, ale tato syntéza nevede
k poklesu piijmu potravy u suplementované skupiny ve srovnani s kontrolou.

Glutamin je pro své obecné zndmé vlastnosti hojné vyuzZivan jako doplnék
stravy pro sportovce nebo k 16€bé zavaznych stavii. Z tohoto diivodu se vétSina autorti
zabyvala jeho vlivem na svalovou hmotu, jatra nebo imunitni systém. Autofi se ovSem
jen velmi malo zabyvali vlivem glutaminu na kostni hmotu (Ziegler et al., 2002; Mora
Lde et al., 2002; Scholz a Schrezenmeir, 2000, Tatara et al., 2004, Tatara et al., 2005;
Tatara et al., 2007; Andersen et al., 2008; Schiirch et al. 1998).
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Existuji ale prace, které se zabyvaji vztahem alfa-ketoglutaratu (AKG) a kosti,
kdy je zndmo, ze AKG je prekurzorem pro syntézu glutamatu a glutaminu.

Ve studiich, kde byl dlouhodobé podavan AKG krocantim (Tatara et al., 2004)
a prasnicim (Andersen et al., 2008), byl zaznamenan narast kortikalni a trabekularni
kostni hmoty v tibii a femuru a také vétsi mechanickd odolnost testovanych kosti.
Stejny vysledek jsme zaznamenali také v naSem experimentu s glutaminem, i kdyz
hodnoty nejsou ve srovnani S kontrolni skupinou statisticky vyznamné. Pozitivni efekt
AKG byl prokazan jiz v kratkodobych experimentech i na denervované tibii (model
experimentalni osteopenie) krocant (Tatara et al., 2005) i na kortikalni kosti zeber
U neonatalnich samct jehnat (Tatara et al., 2007). Tatara et al. (2005) prokazal, ze
podavani AKG vede téz ke zvySeni koncentrace prolinu v plazmé, ktery hraje klicovou
roli v tvorbé kolagenu (Seibel et al., 2005), ale naopak k poklesu koncentrace glutaminu
v plazmé.

Osteoblasty i osteoklasty exprimuji receptory pro glutamat i jeho transportér
do bunky. Aktivace tohoto transportéru na osteoblastech vede k projevim zralosti
astim spojené expresi diferenciacnich markert Cbfal a proteini kostni matrix.
Mutzeme se domnivat, ze pozitivni vliv suplementace glutaminem v diet¢ byl
zprostiedkovan jeho deaminaci na glutamat, ktery ovliviiuje anabolické zmény

Vv kostnich bunikach pomoci glutamatergni inervace (Andersen et al., 2008).

5.2 Vliv diety obohacené o arginin na metabolismus kosti

V organismu potkant zivenych dietou obohacenou o 10 % argininu po dobu
12 tydnti byl vyznamné snizeny procentudlni obsah télesného tuku ve srovnani
s kontrolni skupinou. OvSem nebyly nalezeny rozdily v nartistu télesné hmotnosti ani
ve spotiebé diety ve srovnani se skupinou se standardni laboratorni dietou (ST1-S).
Pokusy Fouad et al. (2013) ukazaly, Ze pifijem L-argininu v potravé snizuje obsah
btisniho tuku, hladinu cholesterolu a triglyceridi u brojlert. Autofi prokazali, ze
za tento pozitivni efekt miZe snizeni exprese jaterni 3-hydroxy-3-metyl-glutaryl-CoA
reduktazy (HMG-CoOA reduktaza) a naopak zvySeni srdec¢ni karnitin-palmitoyl
transferazy a 13-hydroxyacyl-CoA dehydrogendzy. Zvyseny piijem L-argininu
V potravé muze také vést ke zvySeni hmotnosti a svalové hmoty. Coz jsme ovSem
V nasem experimentu nepotvrdili.

Vysledkem naseho experimentu byl signifikantné mensi primér diafyzy pravé

tibie a mensi odolnost pfi tfibodovém ohybani levé tibie. Dale byl pozorovan pouze
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nevyznamny pokles priméru pravého i levého femuru. S t€émito zménami koresponduji
zmény v metabolismu kosti vlivem diety obohacené o arginin - vyznamné sniZeni kostni
novotvorby poklesem PINP a nesignifikantni navySeni CTX-l. Zmény biochemickych
ukazateli metabolismu kostni tkané souviseji s tvorbou matrix, tento dé&j ale nemusi
souviset s naslednou mineralizaci kostni matrix. V nasem experimentu se vliv na kostni
mineralni hustotu neprojevil v Zadné ze sledovanych oblasti.

Naopak Choi a Chang (2013) zjistili, Ze u velmi mladych rostoucich samic
potkani (755 g), dieta obohacend o arginin a taurin zlepSuje kostni kolagenni
novotvorbu s pozitivnim odrazem také na kostni mineralni denzitu.

Nase vysledky jsou tedy ¢asteéné v souladu s vysledky studie Baecker et al.
(2005) na postmenopauzalnich Zenach, kterym byl po dobu 6 mésict podavan
L-argininhydrochlorid v davce 3x denné 18 g. Baecker et al. (2005) ve své studii
predpokladala, ze L-arginin, jakozto pfirozeny prekurzor NO (Castillo et al., 1993),
mize zvysit produkci NO a tak pozitivné ovlivnit metabolismus kosti. Ve studii byl sice
pozorovan nariust koncentrace PICP, ale nebyly zaznamenany zmény v koncentraci
IGF-I, hodnotaich BMC ani BMD, coz dle autorky souvisi s formou podavaného
argininu. Arginin ma pii ordlnim podavani pomérné Spatnou biologickou dostupnost
(Bode-Boger et al., 1998; Castillo et al., 1993). Domnivame se tedy, Ze minimalni efekt
diety obohacené o arginin na stav kostni hmoty, by mohl byt zpusoben jeho horsi
dostupnosti pfi ordlnim podavanim.

Naopak v jinych studiich (Blum et al., 2000; Hurson et al., 1995), bylo
prokazano, Ze podavani L-argininu indukuje uvolnovani rGstového hormonu, coz
nasledné vede ke zvyseni hladin IGF-I v séru. V na$i studii nebyl prokazan nartst
koncentrace IGF-I jako bylo zjisténo ve studii Hurson et al. (1995), naopak byl zjistén
nevyznamny pokles. Hurson et al. (1995) ve své studii podaval L-arginin aspartat
a Blum et al. (2000) pouzival L-arginin v ¢isté formé (9 g denné po dobu 1 mésice).
| pfes to, Ze jsme v naSem experimentu pouzili ¢istou formu L-argininu (10 %) stejné
jako Blum et al. (2000), nase vysledky se neshoduji s jeho nalezy.

Nov¢jsi prace ovSem naopak naznacuji, ze podani L-argininu nestimuluje
sekreci rastového hormonu, kortizolu, ani IGF (da Silva et al., 2014).

Potkani ziveni dietou obohacenou o L-arginin méli ve srovnani s kontrolnimi
potkany zhorSené mechanické vlastnosti kosti, tedy odolnost kosti ke zlomeni. Tyto
zmény by mohly byt nasledkem snizené novotvorby a zvySeného odbouravani kosti

a s tim souvisejicich zmén v mineralizaci kostni tkdné. Vlivem diety by mohlo dojit
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k ovlivnéni specifickych hormontl v organismu, které souviseji jak s regulaci kostniho
metabolického obratu, mineralizaci kostni kolagenni matrix a se zménou distribuce
tukové tkané€ v organismu potkant. Kli¢ova pro experiment ale zastava celkova doba
podavani diety, zpusob (intermitentni vs. kontinualni) a chemickd substance

podavaného argininu.

5.3 Vliv diety obohacené o kreatin na metabolismus kosti

Potkani ziveni 12 tydni dietou obohacenou o 10 % kreatinu méli niZz§i mnozstvi
svalové tkané a procentualni obsah tuku ve srovnani s kontrolou Zivenou standardni
laboratorni dietou. I pfes vyznamny pokles mnozstvi svalové tkan¢ a tuku v organismu
potkant skupiny Krea-S nebyly zaznamenany rozdily v nartistu hmotnosti. Témito
vysledky jsme v rozporu s literaturou, kde kratkodobé podavéani exogenniho kreatinu
zvysuje télesnou hmotnost, svalovou hmotu, silu a odolnost vii¢i inavé (Chrusch et al.,
2001) a zlepsuje vykon pti kazdodennich ¢innostech (Gotshalk et al., 2008; Rawson
a Clarkson, 2000; Rawson et al., 1999; Stout et al., 2007).

Ve vztahu ke kostni tkani je vys$si mnozstvi svalové tkan¢ vyhodné, nebot’ brani
zhorSovani osteopordzy (Crepaldi a Maggi, 2005), snizuje poéty padi osob
s negativnimi dusledky (Clegg et al., 2013). Stejn¢ tak ma zvyseny obsah télesného
tuku své protektivni u¢inky na kost a to jak tim, ze tvofi jakousi mechanickou ochranu
mnozstvi svalové i tukové tkan€ v organismu, ovliviiuje kostni tkan a to tim, Ze je zde
niz$i stimulace kosti a S tim souvisi niz§i obsah kostni hmoty, a také tim, ze depozitum
estrogend je mensi (Vyskocil, 2009).

Existuje ale také tada studii, kde autofi nenasli zadny dikaz 0 pozitivnim ucinku
kreatin-monohydratu na svalovou silu (Bemben et al., 2010; Bermon et al., 1998;
Eijnde et al., 2003; Eliot, et al., 2008). Zaujalo nas mnozstvi podavaného kreatinu:
Bemben et al. (2010) podaval 5 g kreatinu denn¢, Bermon et al. (1998) podaval 20 g
kreatinu po dobu 5 dni a poté po 3 g kreatinu denné¢, Eijnde et al. (1993) podaval
dlouhodobé 5 g kreatinu denné.

Vyhodnocenim nameéfenych hodnot kostni mineralni hustoty jsme zjistili
nevyznamné vysS$i hodnoty kostni minerdlni hustoty celého téla a v oblasti bedernich
obratlit u skupiny Krea-S a naopak nevyznamné niz§i hodnoty v obou hodnocenych

femurech ve srovnani se skupinou ST1-S.
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U potkant skupiny Krea-S jsme nalezli nevyznamné niz$i mechanickou odolnost
kostni tkané pouze v oblasti tibie, nikoli v oblasti femuru vac¢i ST1-S. U pravé tibie
skupiny Krea-S jsme nalezli signifikantni pokles tloustky ve srovnani s ST1-S.
V ostatnich sledovanych parametrech jak femuru, tak tibie jsme zadné vyznamné zmény
nezaznamenali. Tento vysledek je v rozporu s vysledky Antolic et al. (2007), v jehoz
studii doSlo ke zlepSeni parametri a mechanickych vlastnosti femuru vlivem
suplementace kreatinem (zvétSeni pruméru femuru, odolnost v ohybu). Naopak
vysledky méfeni kostni mineralni hustoty Vv této studii jsou v souladu s naSimi
vysledky - nartst v oblasti bedernich obratli a mirny pokles v oblasti femuru. Autor se
domniva, ze nariist BMD v oblasti obratli souvisi s pfitomnosti metabolicky aktivnéjsi
trabekularni kosti v obratlich. Nami zjis§téné zmény v BMD jsou provéazeny poklesem
novotvorby kosti, které se organismus potkanti krmenych kreatinem snazi kompenzovat
mirnym narustem koncentrace IGF-I v kostnim homogenatu ve srovnani se skupinou
kontrolni ST1-S. Antolic et al. (2007) podaval dietu s 2 % kreatinu po dobu 8 tydnu,
V nasem experimentu jsme podavali 10 % kreatinu po dobu 12 tydnu, coz by se mohlo
jevit jako vysoka davka. V nasi studii se ale neprojevil nezadouci G¢inek nadbytku
Kreatinu v potravé: jako jsou kiece, nevolnost a prijem (Wallimann et al., 2011).

Zvyseni kostni mineralni hustoty v bederni patefi bylo zjisténo také ve studil
s muzi, ktefi dostavali monohydrat kreatinu v davce 3 g denné po 3 mésice S 2 mésicni
wash-out periodou (Louis et al., 2003; Tarnopolsky et al., 2004). V dalsi studii s muzi,
ktefi byly suplementovani kreatinem v davce 0,3 g/kg po dobu 5 dni a poté 0,07 g/kg
po dobu 12 tydni, doslo k nartistu BMD v oblasti horni konéetiny (Chilibeck et al.,
2005). U ovariektomovanych samic potkani doSlo po 8 tydnech podavani kreatinu
v davce 0,3 g/kg/den k vyraznému zvySeni obsahu fosfatu v bedernich obratlich, coz
mize svédcit o zlepSovani kvality kosti v Case (de Souza et al., 2012). Pozitivni vliv
podavaného kreatinu na mensi ubytek BMD krc¢ku femuru a nartst tloustky kortikalni
kosti femuru byl zji§tén u postmenopauzalnich Zen (Beck et al., 2011). U Duchennovy
svalové dystrofie a u starSich trénujicich osob zabranilo poddvani kreatinu ztratdm
kostni hmoty (Louis et al., 2003; Chilibeck et al., 2005).

Koncentrace vSech hodnocenych kostnich markeri v kostnim homogenétu
U potkani Krea-S byly nevyznamné niz$i, s vyjimkou IGF-I, jehoz koncentrace se
mirn¢ zvysila. Domnivame se, Ze tento Utlum kostniho obratu, mlze vést finalné
K nartstu mnozstvi kostni tkané. V ostatnich studiich bylo zjisténo, ze exogenni

podavani kreatinu vede ke snizenému vylucovani telopeptidi kolagenu I (Louis et al.,
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2003; Tarnopolsky et al., 2004; Candow et al., 2008) a k poklesu NTX v séru i v mo¢i
(Chilibeck et al., 2005). Prostfednictvim IGF-l, jehoz koncentrace v kostnim
homogenatu u skupiny Krea-S byla v nasi studii mirné zvySena, by se mohl projevit
pozitivni vliv kreatinu na kosti. Bylo zjisténo, Ze kreatin ma vliv na stimulaci vyvoje
a diferenciaci kostnich bun€k, na zvySeni mineralizace kolagenu, na metabolickou
aktivitu a diferenciaci osteoblastd a dalSich bungk, které se podileji na tvorbé kosti
a jsou zavislé na energii ziskané prostiednictvim kreatinkinazové reakce (Antolic et al.,
2007) a to jak ve studiich in vitro (Funanage et al., 1992), tak na zvitatech (Gerber et
al., 2005)

Na zékladé naSich vysledkii se domnivame, Ze kreatin podavany v 10%

koncentraci mél spise negativni vliv na kvalitu kostni tkané.

5.4  VIliv diety obohacené o vétvené aminokyseliny na metabolismus kosti

V nasem experimentu byly pro sledovani zmén ve stavu kostni hmoty, vzhledem
ke svym jiz znamym vlastnostem, vybrany vétvené esencialni aminokyseliny (BCAA);
valin, leucin, izoleucin. Dieta obohacena o BCAA v davce 28,7 g/100 g SLD (50 %
leucinu, 25 % izoleucinu a 25 % valinu) byla podavana samctim potkani kmene Wistar
po dobu 15 tydnd ad libitum.

BCAA neboli branched-chain aminoacids jsou hojné vyuzivany jako doplnék
stravy u sportovcetl, tedy zdravych jedinct, ale také u nemocnych, nejcastéji v pripadech
popélenin ¢i sepsi. Vliv BCAA na stav kostni hmoty nebyl prozatim pfili§ studovan,
vétsina studii se vénovala spise vlivu na svalovou hmotu, nez na kostni tkan. Studie,
které se ji zabyvaly, maji avSak rozporuplné vysledky. Z tohoto divodu jsme se
rozhodli vtomto experimentu sledovat vliv BCAA na stav kostni hmoty
pfi dlouhodobém podavani diety s vy$§im obsahem BCAA u zdravych potkani kmene
Wistar.

Vlivem diety s vys$sim obsahem BCAA byl zaznamenan vyznamné men$i nartst
obou femurti do délky ve srovnani s kontrolni skupinou SLD. I ostatni parametry, jako
je tloustka kortikalni kosti a primér u pravého femuru, byly niz§i ve srovnani
s kontrolou, ale vysledky byly nesignifikantni.

Hodnocenim mechanickych vlastnosti kostni tkan€ byla zméfena mensi sila
nutnd ke zlomeni femuru pfi tiibodovém ohybani, se statistickou vyznamnosti pouze
u levého femuru. Také sila nutna ke zlomeni krcku obou femurd, tedy tlakovéa odolnost

krcku, byla zaznamenana nizsi ve srovnani s kontrolou, ale statisticky nevyznamné.
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Sérové hladiny kostnich markera byly vlivem diety s obsahem BCAA naméfeny
niz8i, statisticky vyznamné pouze u CTX-l. V kostnim homogenatu je zajimavym
nalezem nartist koncentrace PINP, ale bez statistické vyznamnosti.

Dieta BCAA vedla k niz§imu narastu t€lesné hmotnosti zvifat v prabéhu pokusu
a stim souvisejicim niz§im obsahem télesného tuku, tento pokles obsahu tuku
Vv organismu ovsem nemé¢l statistickou vyznamnost. Dieta s vétvenymi aminokyselinami
vedla k signifikantné niz$i kostni mineralni hustoté v oblasti ocasnich obratlt a diafyzy
femuru ve srovnani se SLD skupinou.

Jakym zpisobem tedy ovlivni vysokoproteinova dieta kost? Vysokoproteinova
dieta s obsahem syrovatky, ktera je zdrojem BCAA, méla ochranny efekt na kostni
mineral a navodila niz$i hladiny cholesterolu ve srovnani s kontrolou (Aparicio et al.,
2011). Potkani kmene Wistar krmeni vysokoproteinovou dietou (tvofenou Syrovatkou)
méli niz§i piijem potravy, niz§i procento tuku a vyS$i nariist svali ve srovnani
se standardni dietou. I pfes prokdzanou metabolickou acidézu nedoslo Vv tomto
experimentu K ovlivnéni kostni hmoty (Aparicio et al.,, 2011). Tento efekt
vysokoproteinové diety souvisi tedy s potfebou dostate¢ného ptijmu vapniku, drasliku
ajinych mineralt spole¢né s proteiny a aminokyselinami (Massey, 2003). Davka
vétvenych aminokyselin v naSem experimentu nebyla vysokda, proto jsme
nepiedpokladali, Ze se projevi acidogenita proteini a dojde k ptekyseleni organismu
a k negativnim zménam v kostni hmoté. V nasi studii jsme neprokazali pozitivni vliv
na funkci osteoblastll u zvirat suplementovanych BCAA, i pfes to, ze v pfipravovanych
dietach bylo také vyvazené mnozstvi mineralt.

ZvySeny obsah tuku v organismu je zndmym ,,ochrdncem® kosti. Tuk a BMI
maji inverzni vztah ke kostni resorpci a pozitivni vztah ke kostni hmoté. Vyssi té€lesna
hmotnost vede ke zvySené stimulaci kosti a tim k vyS$si kostni hmoté (Vyskocil, 2009;
Mardon et al., 2008; Sanderson et al., 1997). U Zen navic probiha produkce estrogenti
Vv tukové tkani, ktera je dal$im znamym ochrannym faktorem (Vysko¢il, 2009). Nase
vysledky u skupiny BCAA jsou v souladu s témito tvrzenimi. Vlivem diety obohacené
0 BCAA pozorujeme statisticky vyznamné niz$i narlst télesné hmotnosti souvisejici
S niz§im pfijmem potravy, kratsi délku femuru, niz§i BMD v oblasti femuru a ocasnich
obratlii, zhorSené mechanické vlastnosti kosti a nevyznamné nizsi koncentrace vSech
kostnich markeri v homogenatu kosti i v séru ve srovnani s kontrolou. U této skupiny
se ochranny efekt tuku na kostni tkai neprojevil z divodu nizké té€lesné hmotnosti

a nizkého obsahu tuku v organismu.
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Domnivame se tedy, ze veskeré nami zjisténé zmény v kostni tkani u skupiny
suplementované dietou s obsahem BCAA, které nasvédcéuji spise zhorSeni stavu kostni
hmoty, a vySe popsany vliv hmotnosti na kostni hmotu, jsou vyvolany nejen samotnym
obsahem BCAA v dieté, ale také snizenym piijmem diety, pravdépodobné kvuli jeji
chut'ové neatraktivnosti.

Ve studii de Campos-Ferraz et al. (2011) byl zaznamenan niz8i pfijem potravy
a snizeny rast u trénujicich samcii potkantit Wistar ve srovnani s netrénujicimi a jeste
vetsi rozdil byl nalezen u potkanli suplementovanych BCAA. Je obecné znamo, ze
fyzicky trénink ma anorektické ucinky (Eckel a Moore, 2004).

Naopak ve studii Araujo et al. (2006) nebyl zjistén rozdil v mnozstvi pfijaté
potravy ani Vtélesné hmotnosti u samct potkant Wistar, ktefi byli 6 tydnu
krmeni dietou suplementovanou BCAA ve srovnani s kontrolou. Tento vysledek je
V rozporu s nasimi zaveéry. Rozdil by mohl vzniknout na zékladé pohybového tréninku
(plavani), kterym byla zvifata vtomto experimentu denné zatizena, a také s dobou
podavani experimentalni diety (6 tydnt).

Suplementace esencialnimi aminokyselinami (leucin, lyzin, izoleucin,
fenylalanin, valin, D/L-methionin, arginin, treonin, histidin a tryptofan) u samic potkant
s ovariektomii a nizkoproteinovou dietou zlepsSuje mechanické vlastnosti kosti. Byl
pozorovan pozitivni efekt jak na kosti s obsahem trabekularni a kortikélni kostni tkang,
tak na kosti s pfevahou kortikalni kostni tkané, coz souvisi se zvySenou plazmatickou
koncentraci IGF-I, ktera stoupa pravé vlivem suplementace esencialnimi
aminokyselinami (Ammann et al., 2002). Podobné vysledky byly prezentovany i u lidi.

V naSem experimentu jsme zlepSeni mechanickych vlastnosti kosti
nepozorovali, coz bylo svelkou pravdépodobnosti zplsobeno tim, Ze jsme

V experimentu, na rozdil od vySe popisovanych studii, pouZivali zdravé samce potkand.

5.5 Vliv diety obohacené o kasein na metabolismus kosti

V nasem experimentu byl pro sledovani zmén ve stavu kostni hmoty vybran
kasein jako proteinova kontrola, tedy jako pfirodni bilkovina, v jejimZ slozeni jsou
zastoupeny vSechny aminokyseliny v idealnim procentudlnim slozeni. Kasein byl
podavan zdravym samctum potkantim kmene Wistar po dobu 15 tydni v davce 19,7 g
kaseinu doplnéno SLD do 100 g.

Vysokoproteinova dieta s kaseinem neovlivnila koncentrace kostnich markert

Vv séru ani v kostnim homogenatu, kostni minerdlni hustotu v zadné z hodnocenych
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oblasti, mechanické vlastnosti kosti ani parametry kosti. U této skupiny zvifat byl
pozorovan niz8i narist t€¢lesné hmotnosti a obsah télesného tuku ve srovnani s kontrolni
skupinou, ovSem bez statistické vyznamnosti.

Proteiny maji na kost pozitivni vliv pfevazné tim, ze podporuji sekreci IGF-I,
Klicového regulatoru kostniho metabolismu (Cannalis et al., 1993), jehoz hladiny jsou
uzce spjaty s nutriénim stavem, obzvlasté s piijmem proteinti (Chevalley et al., 2010).
IGF-I je znam svym pozitivnim u¢inkem na kostni tkan - stimuluje rast kostni hmoty,
podporuje diferenciaci a metabolickou aktivitu osteoblastt a kostni mineralizaci (Gerber
et al., 2005).

Proteiny vSak maji diky své acidogenité také negativni vliv na kostni hmotu
(Weiss et al., 1981).

Z literatury je znamo, zZe kvalita podavaného proteinu ma na stav kostni hmoty
maly vliv. Ve studii Mardon et al. (2008) u zvifat krmenych kaseinem bylo ale
prokazano vyssi mnozstvi trabekul, vyssi hodnoty BMD a koncentrace osteokalcinu
ve srovndni se skupinou krmenou syrovatkou. Tento ndlez souvisi pravdépodobné
S pomalym vstfebavanim kaseinu a s tim souvisejici pomalejsi pokles pH organismu.
Cim pomalejsi pokles pH organismu, tim 1épe dokaZe organismus udrzet acidobazickou
rovnovahu a zabranit tak uvoliiovani vapniku z kosti a tim jejich resorpci.

Bylo prokéazéano, ze vysokoproteinova dieta (vajeény albumin, odtucnéné suSené
mléko) s dostateCnym piijmem vapniku nenaruSuje az do pfijmu proteinii v mnozstvi
35 % denniho energetického piijmu mechanické vlastnosti kosti u samic potkanti (Pye
et al., 2009). Takto sestavena dieta nevedla ke snizeni sérového pH a neovlivnila
koncentraci vapniku a fosforu. V nasi studii byla zvifata krmena dietou se standardnim
mnozstvim vapniku a fosforu, tedy dostateénym mnozstvim téchto mineralt. V souladu
se zavéry studie Pye et al. (2009), nedoslo v nasem experimentu k vyznamnym zménam
mechanickych vlastnosti kosti u skupiny suplementované kaseinem ve srovnani
s kontrolou. Pye et al. (2009) ale ve své studii navic zjistil zvySeni obsahu kostniho
mineralu (g/kg) v tibii, femuru a Zebrech vlivem vysokoproteinové diety.

Ve studii Mardon et al. (2009) u samci potkanti kmene Wistar ve veéku
10 tydni krmenych vysokoproteinovou dietou (26 % kaseinu) po dobu 5 mésict nebyly
nalezeny vyrazné zmény télesné hmotnosti, BMD, biomechanickych vlastnosti
a kostnich remodela¢nich markerti ve srovnani s kontrolou. Coz je v souladu s vysledky
nasi studie se skupinou suplementovanou dietou s obsahem 19,7 % kaseinu, u které

nebyl pozorovan statisticky vyznamny rozdil ve srovnani s kontrolou v zadném
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ze stanovovanych kostnich parametr. Autofi pfipisuji tento vysledek malym rozdilim
V obsahu proteinii ve vysokoproteinové a standardni laboratorni dieté, 26 % vs. 13 %.
Tento zavér je vsouladu se studii Amanzadeh et al. (2003), ktery prokazal
hyperkalcitrii a hypocitratarii a pomoci histomorfometrické analyzy ztratu kostni
hmoty vlivem suplementace dietou s obsahem 48 % kaseinu u 8 tydennich samcu
potkanii Sprague-Dawley. Rozdil v obsahu proteinti byl v této studii mnohem vyssi
(48 % vs. 12 %). Neni ovSem jasné, zda kostni ztraty jsou zpisobené pfimo zatizenim
kyselinami, nebo k nim dochazi sekundarné vlivem uvolnénych prostaglandini nebo
cytokint. Velké mnozstvi studii bylo provadéno bud’ s jinymi typy proteind, nejcastéji
syrovatkou, ktera obsahuje BCAA, nebo Dbyla pouzita kastrovana zvifata.

Ovariektomované samice nebo orchiektomovani samci potkand jsou pouzivani
jako model osteoporozy u lidi. U starSich lidi, ktefi byvaji postiZeni osteopordzou,
se také velmi casto setkavdme soucasné S proteinovou podvyzivou. Bylo proto
provedeno velké mnozstvi studii na zvifatech i lidech sledujicich tento stav a jeho
ovlivnéni suplementaci aminokyselinami a proteiny. Jak jiz bylo zminéno je proteinova
podvyziva Uzce spjata se sniZzenou koncentraci IGF-l, klicovym regulatorem
metabolismu kosti (Chevalley et al., 2010).

Ve studii se star$imi hospitalizovanymi pacienty byl zjistén pokles BMD
v kr¢ku femuru, ale skupina s vys$$im piijmem proteini méla vy$s§i hodnoty BMD
na kr¢ku femuru, lepsi svalovou silu a vykon a stim spojenou schopnost chodit
po 4 tydnech hospitalizace (Geinoz et al., 1993; Bonjour, 2005).

Experimentalni studie na zvifecich modelech s osteopordézou a proteinovou
podvyZzivou ukdzaly, Ze negativni vliv tohoto stavu na mineralni kostni hmotu a silu
muze byt eliminovan suplementaci mléénym proteinem. Tento efekt je spojen
se zvySenim hladiny IGF-1 stimulujici kostni novotvorbu (Ammann et al., 2002). V této
studii byla potkanim pomoci ovariektomie a snizeného piijmu proteint (izokaloricka
dieta s obsahem 2,5 % kaseinu) navozena osteoporoza. Je znamo, ze ovariektomie vede
ke zhorSeni BMD a mechanickych vlastnosti ptfevazné v kostech s pfevahou
trabekularni kostni hmoty. Deficit estrogenti pfili§ neméni vlastnosti kortikdlni kostni
hmoty, alesponi tedy u hlodavch. Snizeny pfijem proteini je také spjat s vyraznym
poklesem BMD, naopak ale hlavné v kortikalni kostni hmoté. Coz mliZe byt vysvétleno
tim, Ze na rozdil od ovariektomie, deficit pfijmu proteinii nevede ke zvysSeni hladin

IGF-1.
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Schiirch et al. (1998) ve své studii sledovali vliv suplementace mléénymi
proteiny u lidi s frakturou krcku kosti stehenni. Suplementovani pacienti méli také vyssi
hladiny IGF-I, sniZzenou kostni ztratu v oblasti proximalniho femuru a krat$i dobu
hospitalizace.

Nékteré studie prokazaly ovSem i negativni vliv proteinti na kost. Vlivem
vysokoproteinové diety dochdzi u zen ke zvySeni kostni resorpce a u zvifat dokonce
ke zvySenému vyskytu fraktur piedlokti a kycle (Kerstetter et al., 1999; Feskanich
etal., 1996; Sellmeyer et al., 2001; Weiss et al., 1981; Talbott et al., 2001).

U potkanii zivenych nizkoproteinovou dietou poklesla kostni mineralni hustota
po 8 tydnech ptfedev§im v trabekuldrni kosti (bederni patef, proximalni a distalni
femur), ale v kortikalni az po 16 tydnech. Tento efekt pravdépodobné souvisi
s poklesem hladiny IGF-I, ktery byl v této studii zjistén. Pokles byl zaznamenan také
v sérové koncentraci osteokalcinu (Bourrin et al., 2000).

V nasi studii jsme neprokazali ovlivnéni stavu kostni hmoty suplementaci
kaseinem a to ani pozitivni, ani negativni. Domnivame se, Ze se neprojevil pozitivni vliv
kaseinu na kostni hmotu, protoze jsme pouzili zdravé nekastrované samce potkand, ani
se neprojevil negativné, protoze jeho koncentrace v diet¢ se pohybovaly

ve ,fyziologickych davkach®.

5.6 VIliv realimentace SLD na metabolismus kosti

5.6.1 Vliv realimentace SLD po dlouhodobém pfijmu diety obohacené o kasein
Vlivem realimentace standardni laboratorni dietou po dobu 1 tydne
po 14 tydnech piijmu diety snadbytkem kaseinu doSlo k vyznamnému navySeni
koncentraci kostnich markert, CTX-1 v séru i v kostnim homogenatu a PINP v séru
ve srovnani se Skupinou bez realimentace. Zvysena koncentrace PINP v séru, markeru
kostni novotvorby, ktery vznikd odStépenim z prokolagenu pii syntéze novych
kolagennich vladken, naznacuje stimulaci tvorby nové kostni matrix. Naopak nartst
koncentrace CTX-I, uvolnujiciho se z kosti béhem degradace kolagenu, jak v séru, tak
kostnim homogenatu, hovoii pro zvySenou resorpci kosti. Domnivame se tedy, Ze
realimentace SLD po dlouhodobém piijmu diety s kaseinem vede ke zvySeni kostniho
obratu, ktery se vzhledem ke kratké dobé trvani realimentace neprojevil ve zméné

mechanickych vlastnosti kosti, ani v hodnotach kostni mineralni hustoty.
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5.6.2 Vliv realimentace SLD po dlouhodobém pfijmu diety obohacené o vétvené

aminokyseliny

Vlivem 1 tydenni realimentace dietou SLD po 14 tydnech suplementace dietou
se zvySenym obsahem BCAA doSlo k vyznamnému narGstu koncentrace BALP
a CTX-1 v homogenatu kosti. Hodnoty koncentraci CTX-I v kostnim homogenatu mély
prilis velky rozptyl, z tohoto diivodu je potieba tento vysledek opatrné interpretovat.

Realimentace po dobu jednoho tydne vedla k nesignifikantnimu narustu télesné
hmotnosti, ale neovlivnila mnozstvi tukové tkané. Kostni mineralni hustota,
ani mechanické vlastnosti kosti nebyly realimentaci ovlivnény. Mirné navyseni celkové
télesné hmotnosti po 1 tydnu realimentace SLD opét svéd¢i pro horsi chut’ diety
obohacené o BCAA.

Nartst koncentrace BALP v kostnim homogenatu by mohla svéd¢it pro novou
kostni tvorbu a zvySenou aktivitu osteoklasti. Doba realimentace byla vsak piilis
kratka, aby se jeji efekt mohl projevit ve zméné hodnot parametri nebo mechanickych

vlastnosti kosti nebo ve zmén¢ kostni mineralni hustoty.

5.6.3 Vliv realimentace SLD po dlouhodobém p¥ijmu diety obohacené o glutamin

Vlivem 1 tydenni realimentace SLD u skupiny krmené dietou se zvySenym
obsahem glutaminu po dobu 14 tydnd doslo ke sniZzeni kostni mineralni hustoty
v oblasti femuru, v ostatnich oblastech nebyly zaznamenany zadné vyznamné rozdily.

Realimentace neovlivnila parametry ani mechanické vlastnosti hodnocenych
kosti, nedos$lo ke zménam Vv hladinach kostnich markerti ani v séru, ani v kostnim
homogenatu.

Stejné jako u skupiny BCAA-R je vlivem realimentace u skupiny GLN-R patrny
nesignifikantni nardst télesné hmotnosti, ovSem také mirny pokles procentudlniho
obsahu tukové tkané. Domnivame se ale, Zze pti del§i dobé trvani realimentace SLD
by mohlo dojit k ovlivnéni i biomechanickych vlastnosti kosti a koncentraci kostnich

markeru.

5.7 Vliv dlouhodobého omezeni piijmu potravy — vliv parového krmeni
na metabolismus kosti
V experimentu s parovym krmenim bylo hodnoceno, zda sledované parametry

kosti, mechanické vlastnosti kosti, koncentrace kostnich markert, kostni mineralni
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hustota ¢i télesna hmotnost a mnozstvi télesného tuku je ovlivnéno spise kvalitativnim
slozenim diety, ¢i jeji kvantitou.

Princip parového krmeni spociva v podavani piesné odméfenych davek krmeni
dle porovnavané skupiny. V nasem piipadé jsme omezili mnozstvi podavané standardni
laboratorni diety a diety obohacené o kasein dle spotfeby diety zaznamenané u skupiny
krmené dietou obohacenou o vétvené aminokyseliny (BCAA) ad libitum. Tyto skupiny
s parovym krmenim (SLD-P, KAS-P) jsme porovnavali jak se skupinami krmenymi
stejnou dietou ad libitum, tak se skupinou krmenou dietou BCAA, podle niz bylo
ur¢eno mnozstvi podavané diety.

Skupinu BCAA jsme jako zdrojovou zvolili z toho divodu, Zze jsme u ni
v prub&hu experimentu zjistili vyznamné snizeny pfijem potravy. Tento snizeny piijem
diety obohacené o BCAA mohl pravdépodobné ovlivnit hodnoty nékterych parametrti
porovnavanych s kontrolni skupinou, jako jsou parametry a mechanické vlastnosti kosti,
koncentrace CTX-I v séru, kostni mineralni hustota v oblasti femuru a ocasnich obratla
a télesna hmotnost.

Pii omezeném mnozstvi potravy, tedy vlivem parového krmeni, bylo u skupiny
se standardni laboratorni dietou (SLD-P) ve srovnani se skupinou krmenou stejnou
dietou ad libitum (SLD) zjisténo statisticky vyznamné zhorSeni mechanickych vlastnosti
kosti v ptipad¢ tfibodového ohybani u obou femurl, niz$i narast télesné hmotnosti
a snizeni procentualniho obsahu celkového télesného tuku.

Porovname-li parové krmenou skupinu SLD-P se skupinou krmenou dietou
obohacenou o vétvené aminokyseliny ad libitum (BCAA), dojdeme k zavéru, ze parova
skupina SLD-P méla signifikantné lepsi parametry kosti, tedy délku obou femuru, a také
narist télesné hmotnosti na konci experimentu byl veétsi. Signifikantni pokles
koncentrace PINP a nevyznamny nartst hladin CTX-1 a BALP v kostnim homogenatu
sved¢i spise pro utlum kostniho obratu vlivem dlouhodobého omezeni piijmu potravy
u SLD-P.

U skupiny s dietou se zvySenym obsahem kaseinu Vv parovém krmeni (KAS-P)
ve srovnani se skupinou krmenou dietou obohacenou o kasein ad libitum (KAS) bylo
zjisténo zhorSeni mechanickych vlastnosti kosti - tlakové odolnosti kréku obou femurt.
Niz8i narust télesné hmotnosti a obsahu celkového télesného tuku byl nevyznamny.

Vysledky u skupiny KAS-P ve srovnani se skupinou BCAA jsou jesté

zajimavé;jsi, tj. lepsi parametry kosti, délka obou femurdl, primér PF, vétS$i mechanicka
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odolnost pii tfibodovém ohybani LF, vétsi narlst télesné hmotnosti a vyssi kostni
mineralni hustota v oblasti femuru a ocasnich obratli.

Z téchto vysledkd vyplyva, ze omezeni mnozstvi piijimané potravy u obou
paroveé krmenych skupin zhorSuje parametry kosti, mechanické vlastnosti kosti, dochéazi
K poklesu télesné hmotnosti a obsahu télesného tuku ve srovnani se skupinami
s pfijmem diety ad libitum. Vyznamnou roli hraje ov§em i slozeni podavané potravy.

Jak je znamo z pfedchozich studii, BCAA dieta z divodu svych horsich
chutovych vlastnosti vede Kniz§imu pfijmu potravy, s naslednym niz§im nartstem
télesné hmotnosti a ke zhorSeni biomechanickych vlastnosti kosti samcii potkanti kmene
Wistar. Zhorsené vlastnosti kosti u skupiny SLD-P vs. SLD a u KAS-P vs. KAS mohou
tedy souviset s mnozstvim pfijaté potravy.

Domnivame se tedy, ze zhorSeni stavu kosti jak u skupiny BCAA v piedchozim
experimentu, tak u parové krmenych skupin, je tedy pravdépodobné zplsobeno
nékolika tzce souvisejicimi faktory, jako je nizsi nartst télesné hmotnosti, tedy ¢im
mensi zvife, tim menSi mechanicka stimulace kosti vedouci ke kratSim a slab$im
kostem. V souvislosti s niz$i hmotnosti odpada dobfe znamy ochranny vliv tuku na
kostni tkan. S poklesem mechanické stimulace kosti by pravdépodobné mohl
souviset signifikantni pokles koncentrace markeru kostni novotvorby, PINP Vv kostnim
homogenatu, a mirny nartst koncentrace markeru kostni resorpce, CTX-l v kostnim
homogenatu. Tyto zmény jsou patrné u vSech skupin parové krmenych ve srovnani
se skupinami krmenymi ad libitum i skupinou BCAA, i kdyz vétSinou nejsou
signifikantni. Vyse popsany pokles kostniho obratu mutze byt dalsim faktorem
vedoucim ke zhorSeni stavu kostni hmoty pozorovaného u dlouhodobé hladovéjicich
skupin zvifat.

Ovsem velky vliv na pozorované zmény v kostni hmoté¢ ma také kvalitativni
sloZeni diety. Ve srovnani se skupinou BCAA byl u obou parové krmenych skupin lepsi
stav parametru kosti, mechanickych vlastnosti kosti i vét$i narist télesné hmotnosti. Jak
jiz bylo zminéno, nadbytek proteinii v potravé muze vést k prekyseleni organismu.
Negativni vliv nadbytku BCAA v potravé na stav kostni hmoty by tedy mohl souviset
se vznikem acidozy v organismu. V nasem experimentu jsme ovSem nepiedpokladali,
ze zvolend davka BCAA zpiisobi v organismu acidozu, a proto jsme tento parametr
nesledovali. Dulezity je tedy nejen dostateCny piijem potravy, ale také kvalitativni

sloZeni pfijimané potravy.
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5.8 Vliv kratkodobého hladovéni na metabolismus kosti

5.8.1 Vliv kratkodobého hladovéni po prijmu standardni laboratorni diety

U skupiny potkant ST1-H krmenych standardni laboratorni dietou po dobu
3 mésicu byl prekvapujicim nalezem signifikantni pokles mnozstvi tukové tkan¢ 0 5 %
po 24 hodin trvajicim hladovéni ve srovnani s potkany, kteti méli ptistup k potrave
ad libitum. Vsechny hodnocené ukazatele kostniho metabolismu byly bez vyvoje.
Vlivem kratkodobého hladovéni byla zjisténa mensi tloustka kortikalni kosti pravé
tibie. S timto nalezem by pravdépodobné mohl souviset signifikantni pokles sily nutné
ke zlomeni tibie vtorzi a nesignifikantni pokles sily pii tfibodovém ohybani
u hladovéjici skupiny ve srovnani s kontrolou.

Osteoblasty a adipocyty pochazeji ze stejné populace mezenchymalnich
kmenovych bunék (Hong et al., 2005). Mezi nimi je udrzovana dynamicka rovnovaha,
odklon od linie osteoblasti vede ke zvySené produkcei adipocyti (Muruganandan et al.,
2009; Nuttall a Gimble, 2004). V soucasné dobé¢ je tukova tkan chapana nejen jako
zdroj energie, ale produkci adipokinl (adipocytokinll) md mnoho dalSich dulezitych
uloh v organismu. Podili se na fad€ rliznych funkci, v€etné metabolismu kosti (Scotece
et al., 2014). Muzeme predpokladat, Ze tukova tkan ulozena v kostni dieni bude
pii hladovéni poméhat obnoveni funkce osteoblastti (Devlin, 2011). Uloha osteocytt
neni vazéna jen na kostni tkan, ale zasahuje i do metabolismu tuki a dokonce
i do lymfopoézy (Sato et al., 2013).

V naSem experimentu jsme zjistili vyznamny pokles obsahu tuku v téle, ale
hodnoty BMD byly témét nezménéné ve vSech sledovanych oblastech. Nase vysledky
jsou ve shodé s Rosenem et al. (2009), ktery neprokazal korelace mezi stehenni BMD
a mnozstvim adipocytl u mySi. Domnivame se, Ze pii kratkodobém hladovéni
U potkantd s dostatkem tukové tkané je kostni tkan Setfena a neni nucena presmérovat
metabolismus kosti ke zvySené osteoresorpci.

Predpokladame tedy, Ze jiz po 24 hodinovém hladovéni muze kostni tkan
dostavat informace o poklesu télesné hmotnosti a mnozstvi tukové tkané¢ a muze se
pfipravovat ina odpovidajici zmény v kostnim metabolismu, vedouci v konecném

disledku k poklesu pevnosti kosti. Tuto hypotézu bude jesté nutné ovéfit.
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5.8.2 VIliv kratkodobého hladovéni po prijmu diety obohacené o arginin

Ve druhém experimentu byla po dobu 3 mésici potkanim podavéana dieta
obohacend o 10 % chemicky ¢istého argininu, aby bylo mozné sledovat jeho ucinky
v organismu. 24 hodin pfed usmrcenim byla poloviné zvifat dieta odebrana a byl
sledovan uc¢inek nahlého nedostatku argininu na kostni tkan.

Jak bylo uvedeno vyse, dlouhodoby pfijem argininu ma pozitivni vliv na obsah
tuku vorganismu (Fouada et al.,, 2013). U potkani zivenych argininem jsou
v metabolismu piednostné utilizovany mastné kyseliny, coz mize vést k aktivaci
receptort aktivovanych peroxizomovymi proliferatory PPARa a PPARy (Guerre-Millo
et al., 2001), k nasledné aktivaci FGF21 (Fazeli et al., 2010b) a doprovazené nizkou
hladinou IGF-1 (Fazeli et al., 2010a). Nalez niz$ich hodnot IGF-I u potkant Arg-S vs.
ST1-S tuto metabolickou cestu spise potvrzuje. Domnivame se, Ze dieta bohata
na arginin mize imitovat metabolické procesy znamé pii hladovéni preferenénim
odbouravanim tukt, pticemz cesta IGF-I v metabolismu kosti neni za takové situace
aktivni.

Koncentrace IGF-I v kostnim homogenatu vyznamné vzrostly teprve
po 24 hodinovém hladovéni bez diety s argininem. Domnivame se, ze timto nardstem
by mohl byt obnoven efekt IGF-I na tvorbu kosti (tj. tendence k vzestupu BALP).

Po 24 hodinovém hladovéni jsme pozorovali signifikantni pokles télesné
hmotnosti, ale doslo jen k mirnému k poklesu télesného tuku a svalové hmoty. Proto
se domnivame, ze vlivem diety obohacené o arginin Sice nemé¢la zvifata nadbytecny tuk,
ktery by mohla v dobé hladovéni odbouravat, ale i tak dokazala toto hladovéni velmi
dobte kompenzovat.

Jedna z teorii vysvétlujici vliv argininu na kostni tkan je ptes jeho metabolit,
oxid dusnaty (NO). L-arginin, jakozto ptirozeny prekurzor NO, muiize zvysit produkci
NO a pozitivné tak ovlivnit metabolismus kosti (Baecker et al., 2005; Castillo et al.,
1993; Jamal et al. 1998) prostiednictvim estrogenové signalni cesty NO/CGMP/PKG
(proteinkinaza G) (Joshua et al., 2014). NO ale také zvySuje produkci ROS (Angcajas
etal., 2014) ave vysokych hladinach vede ke kostni resorpci (Joiner et al., 2014).
Piedpokladame, Ze u potkand krmenych dietou bohatou na arginin, doslo ke zvySené
tvorbé NO, ale bez kone¢ného pozitivniho efektu na kost. Mnohé prace totiz naznacuji,
ze vhodngjsi nez kontinualni podavani NO je jeho intermitentni aplikace (Wimalawansa
etal., 1997).
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Domnivame se, ze hladovéni po dobu 24 hodin bylo pfili§ kratkodobé, aby vedlo

k jednozna¢nym zménam v biomechanickych vlastnostech nebo v hodnotach BMD.

5.8.3 VIiv kratkodobého hladovéni po piijmu diety obohacené o kreatin

V tomto experimentu byla po dobu 3 mésici potkanim podavana dieta
obohacena o 10 % kreatinu, aby bylo mozné sledovat jeho G¢inky v organismu. Poté
byla tato dieta 24 hodin pied usmrcenim poloviné zvifat odebrdna a byla sledovana
reakce kostni hmoty na nahly nedostatek kreatinu.

V piedchozim experimentu jsme zjistili, Ze potkani ziveni 12 tydnt dictou
obohacenou o 10 % kreatinu m¢li na konci experimentu nevyznamné niz$i té€lesnou
hmotnost nez kontroly zivené standardni laboratorni dietou. Domnivame se, Ze za tuto
niz8i télesnou hmotnost je zodpovédné statisticky vyznamné niz§i mnozstvi tukové
tkan¢ ve srovnani se skupinou ST1-S, pfi¢emz spotieba diety byla v prabéhu pokusu
u vSech skupin témét stejna. Neprokazali jsme zlepSeni biomechanickych vlastnosti
kosti vlivem diety s kreatinem, coz je v rozporu s vysledky Antolica et al. (2007).

I ptesto, Ze se v nasi studii se neprojevil nezddouci ucinek nadbytku kreatinu
v potravé (Wallimann et al., 2011; Smith et al., 1998), domnivame se, Ze v koncentraci
10 % mél kreatin spiSe negativni vliv na kvalitu kostni tkan€. Z tohoto diivodu se nam
jevi, ze kratkodobé vysazeni diety bohaté na kreatin se odrazilo v kostni tkani pozitivné.
Je pravdépodobné, Ze mohly jesté pietrvavat urCité zasoby kreatinu nebo jeho sloucenin
v téle potkani a tim oddalit efekt jeho nedostatku. Zhao et al. (2002) udava, ze
myocelularni kreatin mtize hrat dalezitou roli naptiklad p#i hladovéni, kdy jsou s jeho

vyuzitim minimalizovany katabolické efekty.

Zavér — shrnuti kratkodobého hladovéni.

Muzeme se domnivat, ze kratkodobé hladovéni potkani vede k poklesu obsahu
tukové tkan€, coz se muze odrazit v metabolismu kostni tkané. Nelze predpokladat
vyrazné zmény vV kostni mineralni denzité, ale jsou zajimavé zmény nalezené
v koncentracich kostnich markerd. Hladovénim klesa novotvorba kosti ,klasickou
cestou pies PINP a naopak mize byt podporovana sekreci IGF-1 nebo BMP2.

Zajimavym zjiSténim je také nalez ztluSténi kompakty u potkanl Zivenych
dietami obohacenymi o arginin nebo kreatin po 24 hodinach hladovéni. MiiZe se jednat

o otok tkani?



Diskuse 137

5.9 Vliv Zeleza a opakovanych odbéri krve na metabolismus kosti

Zelezo je esencialni prvek, jehoZ nedostatek i nadbytek je pro organismus
Skodlivy. V nasem experimentu jsme zvolili kombinaci podavani diety obohacené
0 zelezo o dvou riznych koncentracich a opakované odbéry krve. Pokusili jsme se
navodit situaci podobnou u dobrovolnych darci krve, ktefi jsou z divodu pravidelnych
ztrat krve Casto suplementovani pravé zelezem. V nasem experimentu jsme sledovali
jak vliv samotného Zeleza na kostni tkan, tak vliv suplementace Zelezem a opakovanych

odbéra krve u zdravych samcti potkant kmene Wistar.

5.9.1 Vliv nadbytku Zeleza v dieté

Po dobu 10 tydn byla potkaniim dévana dieta se zvySenym obsahem zeleza a to
ve dvou ruznych koncentracich, 400 mg Fe/kg diety, ktera odpovida 12nasobku
mnozstvi podavaného primérnému dospélému ¢lovéku a 5 g Fe/kg diety, coz odpovida
150nasobku piijmu u ¢loveka.

Vlivem téchto diet se zvySenym obsahem Zzeleza dos$lo k nardstu hladin
hemoglobinu, koncentrace Zeleza v séru a obsahu Zeleza a vapniku v kosti. Naopak byl
pozorovan pokles poctu erytrocyti vlivem diety se zvySenym obsahem Zeleza. Nedoslo
ke zménam v télesné hmotnosti zvitat, v poctu leukocytil, trombocytd, v koncentraci
feritinu a v hmotnosti jater.

Vlivem diet se zvySenym obsahem Zeleza doslo k vyznamnému zvySeni obsahu
zeleza a vapniku v kostni hmot€ ve srovnani s kontrolni dietou. Tento nélez by mohl
souviset s myslenkou Guggenbuhl et al. (2008) o vlivu Zeleza na mineralizaci kosti.
Autor predpokladé, ze Zelezo ma pfimy vliv na mineralizaci kosti a tim na jeji kvalitu
bez ohledu na bunky, proteiny a enzymy. Tento efekt je pravdépodobné zplisoben
inhibici ristu a zménou kvality krystali hydroxyapatitu in vitro (Guggenbuhl et al.,
V jatrech a BMD kr¢ku femuru, nikoliv vS§ak u BMD bedernich obratlit (Guggenbuhl
et al., 2005). K podobnym zavérim dospél i Kudo et al. (2008), v jehoz studii vedlo
predavkovani zelezem k poklesu hmotnosti zvifat a k poklesu BMD v oblasti femuru,
coz dle autort vede k naslednému rozvoji osteopordzy. Existuji vSak i studie, kde byla
zjiSténa pozitivni korelace mezi Zelezem v diet¢ a BMD vV oblasti bedernich obratli,
trochanteru, kréku femuru, Wardova trojuhelniku a v celém t€le (Harris et al., 2003).

V nasi studii nedoslo ke zménam v koncentracich markerti kostniho obratu —

OC, PINP a CTX-I, v hustoté kostniho minerdlu, ani v hodnotach biomechanického
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testovani. ZvySeni hladin jak markert kostni tvorby, osteokalcinu a alkalické fosfatazy,
tak markert kostni resorpce, mocového pyridinolinu a deoxypyridinolinu a pokles
koncentrace parathyroidniho hormonu (PTH) pozoroval ve své studii s dietou
obohacenou o0 zelezo Matsushima et al. (2001). Objem kosti, tloustka a pocet trabekul
ale poklesly. Autor se odkazuje na tvorbu hydroxylového radikalu, pfipadné na pfimy
vliv iontu Zeleza na enzym kostni resorpce, tartat rezistentni ACP. V dalsi studii zjistil
Matsushima et al. (2003) zvySené ukladani zelezitych iontd na povrchu kosti. Coz je
v souladu s nalezem zvySeného obsahu Zeleza v kostni tkani vlivem diety obohacené
0 zelezo v nasem experimentu. V této studii autor pozoroval ztlusténi stén osteoidu
a rozvoj osteomalacie. Rozdilné vysledky téchto dvou studii (Matshushima et al., 2001;
Matshushima et al., 2003) odrazi zakladni vlastnosti kostnich buné¢k, tedy rychlé
odbouravani kosti osteoklasty (po 2. a 4. tydnech na dieté) a pomalejsi novotvorba kosti
pomoci osteoblastli (po 13. tydnech na diet¢).

Zvysené ukladani Zeleza v kostnich buiikach, osteoblastech i osteoklastech,
zjistil jiz v roce 1984 Vernejoul et al.. OvSem pouze ukladani Zeleza v osteoblastech
vedlo Kk poklesu poétu a aktivity téchto bunék, ke snizeni dopliovani (nasedani)
osteoblastii na kostni hmotu v misté resorpce a snizend byla i syntéza kolagenu. Tuto
mySlenku potvrzuje nalez osteoporézy az u 25 % pacientd s hereditarni
hemochromatézou (HHE) (Valenti et al., 2009). Vliv nadbytku Zzeleza na vznik
osteopordzy potvrdil ve studii na bunénych kulturach také Yamasaki a Hagiwara
(2009).

V nas$i studii jsme i pfes vysoké koncentrace podavaného zeleza pozorovali
pouze zvySeny obsah Zeleza v kosti u obou diet se zvySenym obsahem Zzeleza
ve srovnani se skupinou na standardni laboratorni dieté. Ani ujedné ze zvolenych
koncentraci jsme ale nepozorovali ovlivnéni kostni hmoty. Vysvétlenim tohoto zavéru
by mohlo byt piili§ kratké trvani experimentu (10 tydnt), béhem néhoz se nestihl
projevit efekt podavaného Zeleza na vlastnosti kostni hmoty, a také dobra schopnost
kompenzace piijmu nadbytku Zzeleza, pravdépodobné omezenim jeho vstiebavani

z traviciho traktu vzhledem k tomu, Ze se jednalo o mladé zdravé dospélé samce.

5.9.2 VIliv nadbytku Zeleza v dieté a opakovanych odbéri krve
V naSem experimentu byl hodnocen vliv opakovanych odbérti krve na stav

metabolismu kosti jak u standardni laboratorni diety, tak u diet se zvySenym obsahem
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zeleza ve dvou riiznych koncentracich podadvané po dobu 10 tydnti. Opakované odbéry
krve byly provadény lkrat tydné v mnozstvi 0,5 ml krve na 100 g télesné hmotnosti

U skupiny se standardni laboratorni dietou jsme vlivem odbért pozorovali
vyznamny pokles poctu erytrocytd anavySeni obsahu vapniku v kosti ve srovnani
se skupinou bez odbért (SLD). Patrny byl pokles poctu leukocyti, koncentrace feritinu,
Zeleza v séru a v Kosti, ovSem bez statistické vyznamnosti. T¢lesnd hmotnost zvifat
na konci pokusu poklesla jen mirné. Vlivem opakovanych krevnich odbérti u SLD diety
nedo$lo ke zméné v hustoté kostniho mineralu, k ovlivnéni koncentrace kostnich
markert ani K ovlivnéni mechanickych vlastnosti kosti.

Vlivem suplementace se Zelezem v davce 400 mg na 1 kg diety byl patrny trend
k poklesu poétu erytrocytl, leukocytl, koncentrace feritinu, Zeleza v séru a Zeleza
v kosti ve srovnani se skupinou bez odbéru (fe), ovSem zadny z vysledkii neni
statisticky vyznamny. Zmény v kostni minerdlni hustoté se vlivem opakovanych
krevnich odbérti neprojevily. Nedoslo k ovlivnéni mechanickych vlastnosti kosti ani
koncentrace kostnich markerd.

U skupiny suplementované dietou s obsahem 5 g zeleza na 1 kg diety byly
vlivem opakovanych krevnich odbért zjistény podobné vysledky. Doslo k vyznamnému
poklesu poctu leukocyti a koncentrace zeleza v séru ve srovnani se skupinou
bez odbéri (FE+). Tento pokles je vsouladu s vysledky jinych autort. Ve studii
(Cangado et al., 2001) bylo zjisténo, Ze u dobrovolnych darct krve vedou odbéry krve
k prevalenci rozvoje deficitu Zeleza v organismu. U Zen k tomu vede jiz jeden jediny
odbér, zatimco u muzi az pravidelné odbéry (Javadzadeh Shahshashani et al., 2005).
V mnoha studiich byl prokazan pozitivni vliv suplementace na Upravu krevniho obrazu
po odbéru krve (Mittal et al., 2006; Maghsudlu et al., 2008; Resvik et al., 2010).
Gurevitch et al. (2007) ve své studii potvrdila, ze chronické ztraty krve jsou primarnim
faktorem rozvoje osteoporozy pravdépodobné z divodu vycerpani stromalniho
a hematopoetického systému neustalou stimulaci.

Vyse zminénou myslenku Guggenbuhla et al. (2008) ¢i Gurevitche et al. (2007),
Ze s narustem mnozstvi zeleza v organismu klesa kvalita kosti a s jeho poklesem naopak
kvalita zase stoupa, podporuje zjisténi zvySeného obsahu vapniku v kosti u skupiny
se standardni laboratorni dietou a opakovanymi odbéry krve. U pacientt s hereditarni
hemochromatézou (HHE) s osteoporézou bylo po provedeni 1écebné flebotomie
prokdzano zlepSeni stavu kostni hmoty (narist BMD) a to pravdépodobné mobilizaci

zeleza z kosti (Valenti et al., 2009).
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U dobrovolnych darcii krve se k posouzeni stavu metabolismu Zeleza a urceni
poctu bezpecnych odbéri rocéné jevi jako nejvhodnéj$i sledovani koncentrace
hemoglobinu a feritinu (Mittal et al., 2006; Resvik et al., 2010). Zmény v téchto
parametrech jsme v nasi studii nenalezli.

Z nasich vysledkd je patrné, Zze zvifata dokézala velmi dobie kompenzovat
nadbytek zeleza piijimaného per 0S jeho snizenym vstiebavanim. Zaroven také
dokazala velmi dobfe kompenzovat pravidelné krevni ztraty pravdépodobné proto, ze
se jednalo o zdravé dosp€lé samce. V nasi studii jsme nepozorovali zhorSeni stavu
kostni hmoty. Hodnoty kostni mineralni hustoty, koncentrace kostnich markert
a mechanické vlastnosti kosti u potkanti kmene Wistar nebyly dietou s nadbytkem

zeleza a opakovanymi odbéry krve ovlivnény.
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6. Zavér

Prezentovana disertacni prace popisuje nové poznatky ziskané z nasich
experimentl o vlivu vybranych slozek potravy na metabolismus a mechanické
vlastnosti kostni hmoty u samci potkanti kmene Wistar. Prace shrnuje vysledky
pfedchozich studii zabyvajicich se vlivem vyzivy na kostni hmotu jak lidi, tak
experimentalnich zvifat a vénuje se popisu shodnych i rozporuplnych zavéra. Vzhledem
k velmi malému poctu experimentl zabyvajicich se sledovanim vlivu vyzivy na kostni
hmotu, je potieba jesté dalSich studii K objasnéni vSech aspektd at’ jiz s pozitivnim,
¢i negativnim vlivem na kostni hmotu.

Zdravym dospélym potkanim kmene Wistar byla podévana dieta obohacena
0 vybrané proteiny a aminokyseliny. Byl sledovan nejen efekt konzumace potravy
ad libitum, ale také efekt omezeného piijmu potravy nebo stav po kratkodobém
hladovéni. V dalsim experimentu byl sledovan efekt diety obohacené o zelezo, jak
s opakovanymi krevnimi odbéry, tak bez nich.

Hlavnim cilem této prace bylo hodnoceni zmén mechanickych vlastnosti kostni
hmoty, tedy zmén jejich parametrti, odolnosti viéi ohybu, tlaku a torzi vlivem dietnich
zmén. Zabyvali jsme se také sledovanim zmén koncentraci vybranych Kostnich
markerd, hustoty kostniho mineralu v riiznych ¢astech skeletu a vyhodnocenim zmén

Vv t€lesnych parametrech, jako je t€lesna hmotnost, obsah svalové a tukové tkané.

Shrnuti vysledki ziskanych z jednotlivych experiment:

e Dieta s glutaminem v davce 16,6 g/100 g standardni laboratorni diety vedla
k navySeni koncentrace CTX-I v kostnim homogenatu ve srovnani s SLD.
Zvyseni koncentraci ostatnich kostnich markerti v kostnim homogenatu
anaopak jejich pokles v séru, zlepSeni mechanickych vlastnosti kostni
hmoty, nizs8i narist té€lesné hmotnosti a niZsi spotieba krmiva po 14 tydnech
podavani diety nebyly signifikantni. Neprokazali jsme tedy ani negativni,
ani pozitivni vliv diety s glutaminem na stav kostni hmoty.

e Dieta obohacena 0 arginin v 10% koncentraci po dobu 12 tydnt vedla
k poklesu procentualniho obsahu tuku ve srovnani s kontrolni skupinou,
ovSem bez vlivu na celkovou télesnou hmotnost. Byl prokazan negativni
vliv na kostni hmotu snizenim kostni novotvorby a mirnym zvySenim

odbourdvani kosti (pokles PINP a nevyznamny narist CTX-I), ktery
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se projevil signifikantnim zhorSenim odolnosti levé tibie v ohybu a mensim
prumérem pravé tibie. Toto zhorSeni se neprojevilo ve zméné hustoty
kostniho mineralu. Efekt suplementace argininem na kostni hmotu byl spise
negativni.

Dieta obohacené o kreatin v 10% koncentraci po dobu 12 tydnu vedla
k poklesu mnozstvi svalové tkané a procentudlniho obsahu tuku, ovSem
tento Gc¢inek nebyl provazen nizSim nardstem celkové télesné hmotnosti.
Dieta s kreatinem vedla pouze ke snizeni tloustky kortikalni kosti u tibie.
VSechny ostatni vysledky, jako pokles mechanické odolnosti tibie, pokles
kostniho obratu kompenzovany zvySenim koncentrace IGF-I, byly
nevyznamné. Domnivame se tedy, ze efekt kreatinu na kost v nami
podavané davce byl spise negativni.

Dieta obohacena o BCAA v davce 28,7 g/100 g diety vedla k celkovému
zhorSeni vSech parametrti femurti, vyznamné vsak jen k niz§imu nardstu
femurd do délky po 15 tydnech na dieté. Toto zhorSeni se projevilo nizsi
odolnosti femuru v ohybu a mirnym snizenim odolnosti kréku femuru viici
tlaku. Uginek BCAA se projevil také poklesem kostniho obratu (pokles
koncentrace CTX-I v séru). Dieta vedla k niz§imu nartstu télesné hmotnosti
a ke snizeni kostni mineralni hustoty v oblasti ocasnich obratli a diafyzy
femuru ve srovnani se skupinou SLD. Domnivdme se, Ze vSechny vySe
popsané zmény ve stavu kostni hmoty, jsou pravdépodobné vyvolané jak
samotnou dietou, tak jejim sniZenym ptijmem.

Dieta obohacena o kasein v davce 19,7 g/100 g diety piedstavovala
V naSem experimentu proteinovou kontrolu. Neprokazali jsme jakékoliv
ovlivnéni stavu kostni hmoty suplementaci dietou s kaseinem po dobu
15 tydni pravdépodobné ztoho divodu, Ze jsme pouzili zdravé samce
potkant a obsah kaseinu v diet¢ byl v ramci fyziologickych mezi.
Realimentace SLD po prijmu diety s kaseinem po dobu 1 tydne vedla
k navySeni kostniho obratu (navyseni koncentrace CTX-1 v séru a v kostnim
homogenatu, navySeni PINP v séru), ktery se ale vzhledem k dobé¢ trvani
realimentace nestacil promitnout do zmén ve stavu kostni hmoty.
Realimentace SLD po prijmu diety s BCAA trvajici 1 tyden zpisobila

aktivaci osteoblastt (vzrist koncentrace BALP v kostnim homogenatu).
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Ovsem vzhledem ke kratké dobé¢ trvani realimentace nedoslo k ovlivnéni
parametra ¢i vlastnosti kostni hmoty.

Realimentace SLD po prijmu diety s glutaminem, trvajici 1 tyden
zpusobila pokles kostni mineralni hustoty v oblasti femuru. Domnivame se,
ze az dlouhodobé¢jsi realimentace by mohla vést ke zménam
vV biomechanickych vlastnostech ¢i v koncentracich kostnich markert.
Parové krmeni SLD vedlo ke snizeni odolnosti femurt v ohybu, niz§imu
nartistu télesné hmotnosti a poklesu celkového obsahu télesného tuku
ve srovnani se skupinou SLD krmenou ad libitum. Naopak Vv porovnani
se skupinou BCAA krmenou ad libitum méla parové krmena skupina SLD
lepsi parametry femuru (délka kosti), ale nizsi koncentrace PINP v kostnim
homogenatu svéd¢i pro snizenou kostni novotvorbu.

Parové krmeni KAS zplsobilo zhorSeni odolnosti krckll femurd vici tlaku
ve srovnani se skupinou KAS krmenou ad libitum. Naopak ve srovnani
se skupinou BCAA krmenou ad libitum byly parametry kosti (délka
| pramér femurt) vétsi, kosti byly odolnéjsi viici ohybu a mély vyssi hustotu
kostniho minerdlu. Také narist télesné hmotnosti byl vétsi.

Parové krmeni souhrn: Parové krmeni nam v nasi studii ukazalo, Ze sice
mensi mnozstvi piijimané potravy vedlo ke zhorseni kvality kostni tkéné,
ale pokud je jeji slozeni vyvazené, tak negativni dopad na kost je mirné&jsi,
nez kdyZz se k nedostatku potravy pfipoji jesté¢ jeji nevyvazené slozeni.
Domnivame se, Ze roli zde hraje také kombinace sniZzené mechanické
stimulace kosti a chybgjici vliv ochranného efektu tukové tkané souvisejici
S omezenim piijmu potravy.

Kratkodobé hladovéni u SLD zpusobilo pokles télesné hmotnosti, snizeni
mnozstvi tukové tkané a zhorSeni vlastnosti kosti ve srovnani se skupinou
s ptistupem k potravé ad libitum. Predpokladame, ze jiz 24 hodin trvajici
hladovéni vede k negativnim zménam v kostni tkéni.

Kratkodobé hladovéni u diety sargininem vedlo Kk poklesu télesné
hmotnosti, nikoli v§ak k poklesu obsahu tuku a svalové tkané v organismu
ve srovnani s Arg-S. Zvirata sice neméla nadbytecny tuk, ktery by mohla
v dobé hladovéni odbouravat, ale 1 tak dokazala hladovéni velmi dobfie

kompenzovat. Domnivame se, Ze hladovéni bylo pfili§ kratkodobé,
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aby vedlo kjednoznaénym zménam v biomechanickych vlastnostech
nebo v hodnotach BMD.

e Kratkodobé hladovéni u diety s kreatinem zpisobilo pokles télesné
hmotnosti, zvétseni tloustky kortikalni kosti tibie a doslo k podpote kostni
novotvorby (zvySeni koncentrace BMP2). Coz naznacuje, Ze vysazeni diety
bohaté na kreatin ma spiSe pozitivni vliv na stav kostni tkan¢.

e Zelezo v dieté jak v davee 400 mg/kg tak v davee 5 g/kg diety podavané
po dobu 10 tydnt vedlo k nartstu hladin hemoglobinu a Zeleza v séru
a obsahu zeleza a vapniku v kosti. Naopak doslo k poklesu poctu erytrocyta.
Pravdépodobné z divodu kratkého trvani experimentu se vliv zeleza
neprojevil zménou stavu kostni tkané. Svij vliv zde ma i velmi dobra
regulace piijmu nadbytku zeleza snizenym vstiebavanim z traviciho traktu.

e Opakované krevni odbéry v mnozstvi 0,5 ml krve na 100 g télesné
hmotnosti po dobu 10 tydna vedly k poklesu poctu erytrocyti a ke zvySeni
obsahu vapniku v kosti u skupiny krmené standardni laboratorni dietou.
Nedoslo ale kovlivnéni stavu kostni hmoty. Suplementace dietou
se zelezem v davce 400 mg Fe/kg diety nevedlo kZzadnym zménam.
U skupiny krmené dietou s obsahem 5 g Fe/kg diety doSlo vlivem odbéru
k poklesu poctu leukocytii a koncentrace Zeleza v séru. Zvifata V naSem
experimentu odbéry krve velmi dobie kompenzovala, proto se domnivame,
7e opakované odbéry krve spolu s dopliiovanim Zeleza jsou z pohledu

na mozné zmeény v kostni hmoté bezpecné.

Zav€rem lze fici, Ze nami vybrané slozky potravy, at jiz bilkoviny,
aminokyseliny ¢i Zelezo, ovlivnily stav kostni hmoty u zdravych dospélych samct
potkanii kmene Wistar jen velmi mirn€. Stejné tak stavy spojené S omezenim potravy,
hladovénim nebo opakovanymi odbéry krve vedly jen k mirnym zménam v kostni tkani,
coz nas vede Kkzavéru, ze zdravy organismus dokaze tyto vlivy velmi dobie
kompenzovat. K rozpoznani mechanismi schopnosti tyto stavy kompenzovat bude
potieba dalsi vyzkum.

V této praci prezentované poznatky o vlivu vyzivy na stav kostni hmoty
U potkanti, oteviraji dalsi diskusi o vlivu vySe uvedenych stavl u lidi, at’ jiz u sportovct
vyuzivajici potravinové dopliky sobsahem proteini a aminokyselin, tak

u dobrovolnych darct krve.
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7. Souhrn

Kost ma v lidském organismu nékolik funkci, jako je funkce opérnd, ochranna,
je mistem Krvetvorby vSech typti krevnich bunék a také vyznamnou zasobarnou
minerall, jako jsou vapnik, hoicik a fosfor. Kost je dynamicky organ, ktery prodélava
po cely zivot neustdlou remodelaci. Proces remodelace zahrnuje kostni novotvorbu,
za kterou jsou zodpovédné osteoblasty, a kostni resorpci, za kterou zodpovidaji
osteoklasty. Neustala rovnovaha mezi t€émito d&ji, tedy mezi osteoblasty a osteoklasty,
je udrzovana pomoci mnoha faktord. NaruSeni této rovnovahy, at uz vnitinimi
nebo vnéjsimi vlivy, vede k rozvoji kostniho onemocnéni.

Mezi vngjsi faktory ovliviiujici kvalitu kostni tkané patii i vyziva. V poslednich
letech je vyzivé vénovéna velkd pozornost nejen u odbornikii, ale také u Siroké
vefejnosti. Bylo provedeno mnoho studii sledujicich vliv zékladni slozky potravy,
bilkoviny, na celkovy stav organismu v dob¢ zdravi i v dob&é nemoci. Jen velmi malo je
vSak zndmo o vlivu téchto latek na stav kostni hmoty.

Dobrovolni darci krve jsou zdravi dospéli muzi i Zeny, kteti v pravidelnych
intervalech, pfiblizné 4krat ro¢né, daruji krev v mnozstvi asi 450 ml. Mnoho téchto
darcti je ohrozeno nedostatkem zeleza v organismu, a proto jsou jim casto
suplementovani. Zelezo je esencialni prvek, ktery se v organismu nachazi
v mikromolarnich koncentracich, jak jeho nedostatek, tak jeho nadbytek, jsou
pro organismus Skodlivé. O vlivu nadbytku i1 nedostatku Zeleza na celkovy stav
organismu, stejn¢ tak o vlivu opakovanych odbéru krve, bylo sepsano mnoho studii.
Opct se jich jen n€kolik zabyvalo tim, jak tyto stavy ovliviiuji kostni hmotu.

Piedmétem z4jmu predkladané prace bylo sledovani vlivu vybranych bilkovin,
aminokyselin, Zeleza a vybranych stavi, jako je dlouhodobé omezeni piijmu potravy,
kratkodobé hladovéni a opakované odbéry krve, na vlastnosti kostni hmoty. Piedev§im
byly hodnoceny zmény v parametrech kosti jako jsou - délka kosti, primér kosti, Sifka
kortikalni kosti, a v mechanickych vlastnostech kosti - odolnost kosti vic¢i ohybu, tlaku
a torzi. Byly hodnoceny také zmény V koncentracich kostnich markerti, v hustoté
kostniho mineralu ve vybranych oblastech skeletu a zmény v obsahu svalové a tukové
tkdn¢€ u zdravych dospélych samcii potkani kmene Wistar.

Béhem doktorského studia jsem se vénovala experimentim hodnoticich vliv
vyse uvedenych latek na kost. V 1. experimentu byly samcim potkanii podavany

vybrané bilkoviny a aminokyseliny: glutamin, vétvené aminokyseliny - valin, leucin
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aizoleucin (BCAA), a kasein ad libitum. Dale byl sledovan vliv tydenni realimentace
standardni laboratorni dietou po dlouhodobém podavani diet obohacenych o uvedené
aminokyseliny a bilkovinu. Jako kontrolni skupina byla zvolena skupina krmena
standardni laboratorni dietou (SLD) ad libitum. Ve 2. experimentu byl sledovan vliv
dlouhodobého omezeni pifijmu potravy, tedy parového krmeni u skupiny krmené
standardni laboratorni dietou a kaseinem. Mnozstvi podavané potravy odpovidalo
skupin¢ krmené vétvenymi aminokyselinami v experimentu ¢islo 1. Ve 3. experimentu
byl sledovan vliv samotné diety obohacené o arginin a kreatin podavané ad libitum
a také vliv kratkodobého hladovéni u téchto skupin. Ve 4. experimentu byl sledovan
vliv podavani zeleza Vruznych koncentracich, jak samotného, tak v kombinaci
s opakovanymi odbéry krve.

V experimentu ¢. 1 nevyvolala dieta obohacena o glutamin ani o kasein zmény
Vv kostni hmoté¢ u zdravych dospélych samct potkanli. Vyznamné ovlivnéni kostni
hmoty bylo zjisténo u suplementace dietou obohacenou o vétvené aminokyseliny; nizsi
nartst femurt do délky, snizena odolnost femuru v ohybu, pokles kostniho obratu, nizsi
nartst télesné hmotnosti a snizeni kostni mineralni hustoty v oblasti ocasnich obratld.
Toto celkové zhorSeni kostniho metabolismu by mohlo byt zpisobeno jak samotnym
slozenim diety, tak i snizenym piijmem potravy.

Realimentace SLD vedlasice k navySeni kostniho obratu u skupiny zivené
kaseinem, k aktivaci osteoblastii u BCAA a k poklesu kostni mineralni hustoty femuru
U glutaminu. Domnivame se ale, Ze vliv na celkovy stav kostni hmoty by se projevil aZ
pii dlouhodobé&j$im trvani realimentace.

V experimentu ¢. 2 jsme se rozhodli sledovat vliv dlouhodobého omezeni piijmu
potravy, parové krmeni podle skupiny BCAA, u skupiny se SLD a s dietou obohacenou
o kasein, abychom potvrdili vySe uvedenou hypotézu. U obou parovych skupin bylo
zaznamenano zhorSeni stavu kostni hmoty ve srovnani se skupinami krmenymi
ad libitum. OvSem v porovnani se skupinou BCAA byl stav kostni hmoty u obou
parovych skupin lepsi. Lze tedy konstatovat, Ze zmény v kostni hmot€ souvisi nejen
s mnozstvim pfijimané potravy, ale i s jejim kvalitativnim slozenim.

Ve 3. experimentu jsme dosli k zavéru, ze efekt jak argininu, tak kreatinu
podavanych ad libitum na kost byl spiSe negativni, i pfesto ze Se projevil zhorSenim
odolnosti tibie v ohybu pouze u argininu. Kratkodobé hladovéni mélo negativni vliv

na kostni tkan snizenim odolnosti tibie v torzi pouze u skupiny krmené SLD. U skupiny
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sargininem se hladovéni neprojevilo zhorSenim mechanickych vlastnosti kosti,
u kreatinu jsme dokonce zaznamenali podporu kostni novotvorby vlivem hladovéni.

Opakované odbéry krve a zelezo podavané v nadbytku zdravym samcim
potkanim kmene Wistar nevedlo ve 4. experimentu K ovlivnéni metabolismu kostni
hmoty, ani mechanickych vlastnosti kosti. Divodem byla ziejm¢ piili§ kratka doba
trvani experimentu a velmi dobra kompenzace tohoto stavu zdravym organismem,
pravdépodobné snizenym vstiebavani zeleza v travicim traktu.

Uvedenymi zavéry jsme tedy neprokazali, ze suplementace vybranymi
bilkovinami, aminokyselinami, zelezem ¢i jejich kombinace s dlouhodobym omezenim
mnozstvi potravy, kratkodobym hladovénim nebo opakovanymi odbéry krve, vedou
K zavaznym zménam Kkostni hmoty u zdravych samct potkani kmene Wistar.
Rozpoznani mechanisml, kterymi se =zdravy organismuS dokaze vypotadat
se zménénymi podminkami, by mohl byt pfedmétem dal§iho vyzkumu. Otazkou také
zustava, jak by na tyto podminky reagovaly samice potkant, jedinci s kostnim ¢i jinym
onemocnénim anebo jedinci vyssiho véku.

Pozitivni vliv suplementace bilkovinami a aminokyselinami v diet¢ na rist
svalové hmoty a regeneraci, bude i nadadle hojné¢ vyuzivan jak u zdravych,
tak nemocnych osob. Stejné tak budou dobrovolni darci krve i nadale podstupovat
opakované odbéry krve a budou suplementovani Zelezem. Myslime si, Ze jsou nutné
dalsi studie, ve kterych by byl sledovan vliv téchto situaci na kostni tkan jak u zvitat,

tak i u lidi.
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8. Summary

A bone has several functions in human body, such as support, protection, place
for hematopoiesis of all kinds of blood cells and is also an important reservoir
for minerals; calcium, magnesium and phosphorus. The bone is a dynamic organ
undergoing a continuous remodeling. The remodeling is a process of both, bone
formation performed by osteoblasts and bone resorption performed by osteoclasts.
The continuous balance between processes, bone formation and bone resorption, is
maintained by many factors. A disruption of this balance, caused either by internal
or external factors, results in development of bone disease.

Nutrition is one of the external factors affecting the quality of bone mass.
The nutrition is carefully watched by experts as well as by public in the last years. There
have been a lot of studies carried out focusing on the effect of the proteins, the basic
components of nutrition, on the organism during both health and illness. Only a little is
known about the effect of these components on the bone.

Blood donors are healthy adults, men and women, undergoing repeating blood
withdrawals, approximately four times a year. They usually lose 450 ml of blood
during each collection. Many of blood donors are threatened by the iron deficiency, so
they are very often supplemented by iron. Iron is an essential element that occurs
in micromolar concentration in the body. Both deficiency and overload are unhealthy
for the organism. A lot of studies about the effect of the iron deficiency, overload
and repeated blood withdrawals on the organism have been conducted so far. However,
only a few of these studies dealt with the effect on the bone mass.

The subject of interest of this thesis is to evaluate the effect of chosen proteins,
amino acids, iron and the conditions such as long-term under-nutrition, short-term
starving and repeated blood withdrawals on the bone parameters — the length
and the diameter of the bone, the width of corticalis, and the mechanical properties —
resistance to bending, tension and torsion. There were evaluated changes
in the concentration of bones markers, changes in the bone mineral density
in the selected parts of skeleton and changes in lean mass and adipose mass in healthy
adult males of the Wistar rats.

During my doctorate studies | was studying the effect of these components
on the bones. In the 1% experiment the rats were fed by the chosen proteins and amino

acids: glutamine, branched-chain amino acids - valine, leucine and izoleucine (BCAA)
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and casein ad libitum. Further we monitored the effect of one-week realimentation
by standard laboratory diet after long-term supplementation by the diet enriched
by the above mentioned protein and amino acids. The group fed by the standard
laboratory diet (SLD) ad libitum was selected as the control group. In the 2"
experiment the effect of long-term under-nutrition, paired-feeding of the group fed
by standard laboratory diet and casein was followed up. The amount of food complied
with the group fed by branched-chain amino acids from the 1st experiment. The effect
of diet supplemented by arginine and creatine ad libitum and the effect of short-term
starving was followed up in the 3" experiment. The 4™ experiment followed the effect
of iron enriched diet in two different concentrations alone or in combination
with repeated blood withdrawals.

In the 1% experiment there was found neither the effect of glutamine nor casein
supplementation on bone mass in healthy male adult rats. The significant effect on bone
mass was found after branched-chain amino acids supplementation; the lower increase
in length of femur, decreased resistance of femur to bending, the decrease in bone
remodeling turnover, the decrease in gain of body weight and the decrease on bone
mineral density of tail vertebrae. We think that this complex deterioration of bone
metabolism was caused by both the composition of diet and the decrease in diet intake.

The realimentation by SLD caused the increase of bone turnover in the group
supplemented by casein and the activation of osteoblast in the group supplemented
by BCAA and the decrease of bone mineral density of femur in the group supplemented
by glutamine. Nevertheless, we think that the effect of the realimentation on the bone
mass would occur after longer period of time.

To confirm the above mentioned hypothesis, we'd decided to follow up the
effect of pair-feeding based on BCAA group by SLD and the casein group in the 2"
experiment. Both pair-fed groups showed deterioration of bone mass status compared
to the groups fed ad libitum. Otherwise the status of the bone mass was better in both
pair-fed groups compared to the BCAA group. So we can state that the changes
in the bone mass are connected not only with the amount of diet intake as well as
with the quality of the diet.

In the 3" experiment we concluded that the effect of arginine and creatine
fed ad libitum on bone was rather negative, although a deterioration of resistance
of tibia to bending was found in the arginine group only. The short-term starving had

a negative effect on bone tissue, because it caused the decrease in resistance to torsion
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only for the group SLD. The deterioration of the mechanical properties was not found
for the arginine group. We even found a support of bone formation during short-term
starvation for the creatine group.

Neither repeated blood withdrawals nor the iron over-supplementation resulted
in changes of the bone metabolism and the bone mechanical properties to the healthy
adult male of the Wistar rats in the 4™ experiment. The good ability to compensate this
state (iron supplementation / repeated blood withdrawals) was due to their health
(decreased absorption in the gastrointestinal tract) and the short period
of the experiment.

We didn’t prove that supplementation by the chosen proteins, amino acids, iron
and the combination of long-term under-nutrition, short-term starving or repeated blood
withdrawals could result in serious changes of the bone mass by healthy adult male
of the Wistar rats. For recognition of mechanisms by which the healthy organism can
deal with the changed conditions, could be the subject of interest for the next research.
The question is how female rats, the subjects with bone or any other diseases or aged
subjects could react to these conditions.

The positive effect of supplementation by the proteins and amino acids
on muscle growth and regeneration will remain as a benefit for both young and ill
subjects. As well as voluntary blood donors will remain undertaking repeated blood
withdrawals and will be supplemented by iron. We think that additional studies are
necessary inorder to follow up the effect of these situations on the bone mass

in animals as well as in humans.
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