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1. Souhrn

Vzhledem ke starnuti populace a prodluzujici se délce Zivota piedstavuje osteopordza zavazny
celosvétovy zdravotni problém. V soucasné dob¢ se odhaduje, ze osteopordzou trpi vice nez
200 miliont lidi. Zlomeniny v disledku osteopordzy jsou hlavni pfi¢inou morbidity a mortality
star$ich lidi (Compston et al., 2019). Rada diikazii nazna¢uje souvislost mezi antiepileptiky a
kostnimi abnormalitami. Prevalence osteoporozy a osteopenie u dlouhodobé 1écenych
epileptikl je vysoka. Vice nez 50 % pacientl s epilepsii ma nizkou hodnotu kostni mineralni
denzity (BMD) (Ko et al., 2020).

Cilem této disertatni prace bylo posouzeni vlivu orchidektomie a vybranych novych
antiepileptik (zonisamid, gabapentin, pregabalin, levetiracetam) na kostni metabolismus u
mladych potkanti kmene Wistar.

Byl potvrzen negativni vliv provedené orchidektomie potkant na kostni tkail po 12 tydnech.
Orchidektomie vedla k statisticky vyznamnému snizeni BMD a méla negativni vliv na
mechanickou odolnost kosti. Nase vysledky potvrzuji, Ze mlady potkan po provedené
orchidektomii mize byt povazovan za vhodny zvifeci model pro studium osteopenie.

Po 12 tydnech podavani novych antiepileptik (zonisamid, gabapentin, pregabalin,
levetiracetam) nebyl potvrzen statisticky vyznamny vliv na BMD u orchidektomovanych
potkantl ani u gonadalné intaktnich potkani. Ve skupin€ orchidektomovanych potkanti byl po
podavani levetiracetamu zjiStén vyznamny vzestup kostnich markert-BALP, CTX-Ia RANKL,
u gabapentinu a pregabalinu vyznamny vzestup markeru kostniho obratu RANKL. U gonadalné
intaktnich potkanti bylo po uzivani levetiracetamu naméfeno statisticky vyznamné zvySeni
markerd BALP a CTX-I, u pregabalinu byl zjis§tén vyznamny vzestup kostniho markeru
sklerostinu. U Zadného z novéjSich vySe uvedenych antiepileptik nebyl potvrzen statisticky
vyznamny vliv na mechanickou odolnost kosti u orchidektomovanych potkanti ani u gonadalné
intaktnich potkant.

Dlouhodobé podéavani nové€jSich antiepileptik (zonisamid, gabapentin, pregabalin,
levetiracetam) Ize povazovat za méné rizikové z hlediska zdravi kosti.



2. Summary

The effect of selected drugs on bone metabolism

With an aging population and increasing life expectancy, osteoporosis represents a major global
health problem. Currently it is estimated that more than 200 million people suffer from
osteoporosis. Fractures due to osteoporosis are the major cause of morbidity and mortality in
the elderly (Compston et al., 2019). A large body of evidence suggests an association between
AEDs and bone abnormalities. The prevalence of osteoporosis and osteopenia in long-term
treated epileptics is high. More than 50% of patients with epilepsy have low bone mineral
density (BMD) (Ko et al., 2020).

The aim of the dissertation was to evaluate the effect of orchidectomy and the effect of selected
new antiepileptic drugs (zonisamide, gabapentin, pregabalin, levetiracetam) on bone
metabolism in young Wistar rats.

The negative effect on bone tissue after rat orchidectomy was confirmed after 12 weeks.
Orchidectomy led to a statistically significant reduction in BMD and had a negative effect on
the biomechanical properties of bones. Our results confirm that young rats after orchidectomy
can be considered a suitable animal model for the study of osteopenia.

After 12 weeks of administration of new antiepileptic drugs (zonisamide, gabapentin,
pregabalin, levetiracetam), there was no statistically significant effect on BMD in
orchidectomised rats or gonadally intact rats. In the orchidectomised rat group, a significant
increase in bone markers — BALP, CTX-I and RANKL — was confirmed after the use of
levetiracetam, and a significant increase in bone turnover marker RANKL was observed after
the use of gabapentin and pregabalin. In gonadally intact rats, a statistically significant increase
in the markers BALP and CTX-I was measured after the use of levetiracetam, while a
significant increase in the bone marker sclerostin was observed with pregabalin. None of the
more recent antiepileptic drugs mentioned above has been confirmed to have a statistically
significant effect on the biomechanical properties of bone in either orchidectomised rats or
gonadally intact rats.

Long-term administration of the newer antiepileptic drugs (zonisamide, gabapentin, pregabalin,
levetiracetam) can be considered as less risky for health.



3. Uvod do problematiky

Kost je metabolicky aktivni tkan, ktera je neustale piestavovana, coZ umoziuje rust v détstvi a
obnovu 1 adaptaci kostry v dospélosti. Béhem kostni remodelace je kostra dospélého ¢loveka
obnovena pfiblizné€ jednou za deset let. Homeostaza kosti je slozity proces, na kterém je podileji
dva hlavni typy bunék. Osteoklasty, které maji za funkci resorpci kostni tkané a osteoblasty
tvofici novou kostni tkan. Diferenciace a aktivita téchto dvou typti bunék musi byt pfisné
koordinovana, aby bylo zachovano zdravi a integrita skeletu po cely Zivot (Balogh et al., 2018).
Za fyziologickych podminek kostni homeostiazy je osteoklasticka Cinnost uzce spjata s
osteoblastickou ¢innosti tak, aby erodovana kost byla zcela nahrazena novou kosti. NaruSeni
této homeostatické rovnovahy ve prospéch nadmérné aktivity osteoklastti vede k abnormalni
remodelaci kosti a rozvoji kostnich onemocnéni, jako je osteopordza (Al-Bari et al., 2020).

Osteopordza je progresivni systémoveé onemocnéni skeletu charakterizované ubytkem kostni
hmoty a poskozenim mikroarchitektury kostni tkan¢ vedouci ke zvySeni kiehkosti kosti a
naslednému zvyseni rizika zlomenin. Zlomeniny v dusledku osteopordzy jsou hlavni pficinou
morbidity a mortality starSich lidi (Compston et al., 2019). Vzhledem ke starnuti populace a
prodluzujici se délce Zivota predstavuje osteopordza zavazny celosvétovy zdravotni problém.
V soucasné dobé se odhaduje, ze osteoporozou trpi vice nez 200 milioni lidi (S6zen et al.,
2017).

Rada diikazi naznaduje souvislost mezi antiepileptiky (AED, antiepileptic drugs) a kostnimi
abnormalitami véetné snizeni denzity kostniho mineradlu (BMD) a s tim spojené¢ho zvySené¢ho
rizika zlomenin. Toto riziko je vyssi u uzivateld AED indukujici jaterni enzymy ve srovnani
s uzivateli AED neindukujici jaterni enzymy. Lécba AED je casto podavana po dobu n¢kolika
let nebo celozivotné. Je velmi dulezité mit znalosti a porozumét moznym metabolickym
odchylkam spojenym s uzivanim AED, protoze vétSina ucinklt na kosti zdstava dlouho
subklinicka a mize trvat roky, nez se projevi klinicky (Arora et al., 2016; Pack, 2003; Barnsley
etal, 2021).

3.1 Osteoporoza a méreni kostni mineralni denzity (BMD)

Osteopordzou oznacujeme progredujici systémové onemocnéni skeletu, charakterizované
ubytkem kostni hmoty a poruchami stavby kosti s naslednym zvySenim kiehkosti kosti s
navazujicim rizikem zlomenin. Toto asymptomatické onemocnéni zlstava casto dlouho
nediagnostikovano, protoZe prvnim pfiznakem byva obvykle az zlomenina. Ke zlomenindm
dochazi bez predchoziho Grazu nebo uz pii malé zatézi kosti. Typickymi osteoporotickymi
zlomeninami jsou zlomeniny obratlli, distdlniho ptfedlokti a proximalni ¢asti stehenni kosti
(Chin et al., 2022). Zlomeniny v dusledku osteopordzy jsou hlavni pfi¢inou morbidity a
mortality starSich lidi (Compston et al., 2019).

V soucasné¢ dob¢ kazdy diagnosticky postup vyzaduje zméfeni hustoty kostniho mineralu
(BMD) pomoci dvouenergiové rentgenové absorpctiometrie (DXA). Tato metoda vyuziva
slabé rentgenové zateni o dvou energetickych hladinach, které je pohlcovano kosti. BMD se
obvykle méti v oblasti bederni patefe (doporuc¢enymi misty méteni jsou bederni obratle L1, L2
a L3, resp. L4 a jejich primér) a proximalniho femuru a vyjadiuje mnozstvi kostniho mineralu
v plogné projekci analyzovaného tseku skeletu v g/cm?. Svétova zdravotnickd organizace
(WHO) v roce 1994 definovala osteopordzu jako hodnotu BMD o 2,5 smérodatné odchylky
(SD) nebo vice pod primérnou maximalni hodnotou BMD u zdravych jedinct (T-skore <-2,5
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SD). Hodnota T-skore mezi -2,5 a -1,0 je definovana jako osteopenie (Chin et al., 2022). U déti,
mladistvych a u osob starSich 70 let je vhodnéj$im diagnostickym kritériem hodnota Z-skore
udavajici pocet standardnich odchylek od primérné hodnoty osob stejné vékové kategorie,
pohlavi a etnika (Simko et al., 2013). Namé&fené hodnoty BMD jsou povazovany za silny
nezavisly prediktor rizika zlomenin (Salari et al., 2021).

Vzhledem ke starnuti populace a prodluzujici se délce zivota predstavuje osteopordza zdvazny

celosvétovy zdravotni problém. V soucasné dob¢ se odhaduje, Ze osteopordzou trpi vice nez
200 miliond lidi. Podle nejnovéjSich statistik Mezinarodni nadace pro osteopordzu
(International Osteoporosis Foundation) dojde celosvétoveé u kazdé treti Zeny starsi 50 let a u
kazdého patého muze k osteoporotické zlomeniné (Sozen et al., 2017). Osteopordza zpisobuje
ro¢né 8,9 milioni zlomenin po celém svéte a vede ke zhorSeni fyzického 1 psychického zdravi,
nizsi kvalit€¢ zivota a krat$i primérné délce zivota. Napiiklad ve Spojeném kralovstvi je
hospitalizovano vice nez 300 000 pacientt s osteoporotickymi zlomeninami, coZ je spojeno s
vysokymi naklady na zdravotni péci. V roce 2000 si osteopordza vyzadala ve Spojeném
kralovstvi naklady na zdravotni pé¢i v odhadované vysi 1,8 miliardy liber a do roku 2025 se
predpokladéd nartist na 2,2 miliardy liber (Barnsley et al., 2021). Lécba osteopordzy a s ni
spojenych nasledkli je nezbytna nejen pro zlepSeni kvality Zzivota, ale také pro snizeni
ekonomické zatéze systému zdravotni péce.

Primérni osteoporoza je nejcastéjsi formou onemocnéni, rozviji se bez zfetelné priciny a déli se
na dva typy. L. typ osteopordzy (postmenopauzalni) je zplisobeny nedostatkem estrogentl, kdy
dochazi k zvysenému odbouravani kosti. U II. typu osteopordzy (tzv. senilni, staieckd) dochazi
k snizené tvorbé nové kosti a postihuje obé pohlavi s manifestaci obvykle po 65. roce véku.
Naproti tomu sekundarni osteopordza je zpisobena komorbidnimi onemocnénimi a/nebo 1éky
(Dobbs et al., 1999; Tu et al., 2018).

Osteoporéza je povazovana za komplexni multifaktoridlni onemocnéni, pficemz jeji
patogeneze zavisi na piitomnosti endogennich a exogennich rizikovych faktora, které vychyluji
fyziologickou remodelaci smérem k ubytku kostni hmoty. Mezi rizikové faktory se fadi fyzicka
inaktivita, nedostatek vitaminu D, Spatny zivotni styl v€etné uzivani alkoholu a koufeni, Zenské
pohlavi, rasa, rodinnd anamnéza osteoporotické zlomeniny a uZivani vybrané skupiny léku
vcetné antiepileptik (Chin et al., 2022). Prevalence osteopordzy a osteopenie u dlouhodobé
1écenych epileptikll je vysoka. Vice nez 50 % pacientii s epilepsii ma nizkou hodnotu BMD
(Ko et al., 2020). Cetnost zlomenin u détskych pacientii s epilepsii je 2x az 3x vyssi nez u déti
bez epilepsie (Ko et al., 2020). Systematicky piehled a metaanalyza 22 studii prokazaly, ze
uzivani AED je spojeno s 86% zvySenim rizika zlomenin v jakémkoli misté a 90% zvySenim
rizika zlomenin kycle (Barnsley et al., 2021). Pfic¢iny nezddoucich ucinkt jsou pravdépodobné
multifaktoridlni. V budoucnu je tfeba 1épe porozumét mechanismim, které tyto nezadouct
ucinky antiepileptik zptisobuji a pokusit se stanovit postupy jejich prevence a 1écby.

3.2 Epilepsie

Epilepsie je jednim z nejcastéjsich chronickych neurologickych onemocnéni, postihuje vice nez
70 miliont lidi na celém svété (Thijs et al., 2019). Toto onemocnéni je charakterizovano
opakovanymi zachvaty mozkového plvodu. Zachvaty jsou zpiisobeny nahlou a reversibilni
abnormalni funkci mozkové aktivity, kterda se klinicky projevuje docasnou zmeénou
motoriky, védomi ¢i vniméni, chovani nebo citlivosti. Projevy epileptickych zéchvatii jsou
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znacn¢ mnohotvarné a mohou se lisit ptipad od ptipadu 1 u t€hoz pacienta. Zachvaty byvaji
obvykle kratké, trvaji nckolik vtefin az nckolik méalo minut a mohou byt nasledovéany
pozachvatovym stavem. Ten se projevuje ospalosti, inavou, zmatenosti nebo pietrvavajicimi
neurologickymi ptiznaky. Onemocnéni Casto pretrvava mnoho let nebo desetileti a u mnoha
pacientli vyzaduje celozivotni 1écbu (Schulze-Bonhage et al., 2020; Goziikizil et al., 2022).
Léky proti epilepsii (AED) jsou hlavni formou lécby lidi s epilepsii. AED jsou vSak
piedepisovana jako 1€k prvni volby také u fady neepileptickych stavii, pfedev§im u poruch
bipolarniho spektra a chronickych bolestivych stavii. Pouze jeden ze tii uzivateli AED uziva
tyto 1éky na epilepsii (Reimers, 2014).

AED Ize rozdélit do dvou kategorii: §irokospektra a Gizkospektra. Sirokospektra AED, jak nazev
napovida, 1é¢i Sirokou skalu typt zachvath a jsou dobrou pocatecni volbou, zejména pokud je
klasifikace typu zachvatu nejistd. Mezi tato AED patii mimo jiné levetiracetam, lamotrigin,
zonisamid, topiramat, kyselina valproova, klonazepam, perampanel, klobazam a rufinamid.
AED s uzkym spektrem jsou primarn¢ urcena k 1é¢b¢ fokéalnich nebo parcidlnich zachvati. Patii
mezi n¢ lakosamid, pregabalin, gabapentin, karbamazepin, oxkarbazepin, ezogabin, fenytoin a
vigabatrin (Subbarao et al., 2022).

Chronické podavani antiepileptik nevede k 1écbé epilepsie, ale ,,pouze™ potlacuje nebo
zabrafiuje rozvoji epileptického zachvatu. Existuji pfedstavy o tom, jakéd kritéria by mélo
spliiovat takzvané ,,idedlni antiepileptikum®. V téchto definicich se dovidame o ideélnich
fakmakokinetickych a farmakodynamickych vlastnostech takového ,,idedlniho* 1éku, vyborné
ucinnosti na co nejveétsi spektrum typi epileptickych zachvati a pokud mozno ,,nulovém®
potencidlu plsobit nezddouci ucinky. Klinickd praxe je ale v soucasnosti jind a neexistuje
antiepileptikum, které by nemélo vedlejsi nezadouci ucinky (Kuba 2006). Lécba antiepileptiky
muze negativné ovlivnit zdravi kosti a vést k zvySenému riziku zlomenin. (Koo et al., 2020).
Odhaduje se, ze pacienti s epilepsii maji 2-3x vyssi riziko zlomenin kosti ve srovnani s béznou
populaci (Guo et al., 2020). Nezadouci uGcinky antiepileptik na zdravi kosti byly poprvé
zaznamenany v 60. letech 20. stoleti a od té doby ptibyva dikazl, které ukazuji, ze pacienti
uzivajici AED jsou vystaveni zvySenému riziku metabolického onemocnéni kosti, v€etné zmén
v kostnim obratu, snizeni BMD, zmén v kvalité kosti vedouci k vy$§imu riziku zlomenin a
rozvoji osteoporozy (Guo et al., 2020; Verrotti et al., 2010).

Tradicni AED, vcetné fenobarbitalu, primidonu, fenytoinu a karbamazepinu, indukuji enzymy
biotransformace (cytochromoxidazovy systém, zejména cytochrom P450).
Nejpravdépodobnéj$im mechanismem je aktivace téchto enzymi vedouci ke zvySenému
jaternimu katabolismu 25-hydroxyvitaminu D, coZ méa za nasledek rozvoj hypokalcémie,
zvySeni hladiny parathormonu (PTH), sekundéarni hyperparatyroidizmus se zvySenim kostni
resorpce a snizenim BMD. Dal§i mechanismus naruSeni kostni mineralizace mize ptfimo
souviset se Skodlivym ucinkem né€kterych AED na kostni minerdlni denzitu. Nékteré studie
naznacuji, Ze valproat, enzymovy inhibitor CYP-450, je spojen s poklesem BMD a tibytkem
kostni hmoty (Koo et al.,2020; Goziikizil et al., 2022). AED "nov¢jsi generace" nepuisobi jako
enzymové induktory/inhibitory. Stale v§ak neni jasné, zda AED "novéjsi generace", které byly
zavedeny do praxe v poslednich dvou desetiletich, véetné gabapentinu, lamotriginu, topiramatu,
tiagabinu, oxkarbazepinu, levetiracetamu a zonisamidu, nepfiznivé ovliviiuji zdravi kosti
(Hakami et el., 2016).

U pacienti s epilepsii 1é¢enych AED neni rutinné vyzadovano sledovani biochemickych
markert kostniho obratu, métfeni sérové hladiny 25-hydroxyvitaminu D, véapniku, fosfatu,
BMD, a to jak pfed zahdjenim 1é€by, tak 1 béhem jejiho monitorovani (Siniscalchi et al.,2020).
Studie ukazala, Ze pouze 41 % détskych neurologli a 28 % neurologli pro dospé€lé rutinné
hodnoti stav kosti u pacientti s epilepsii uzivajicich AED (Ko et al., 2020). Sledovani téchto



biochemickych markerti u pacientti s epilepsii by mohlo byt ndpomocné k zvoleni adekvatni
terapie a slouzit jako prevence poskozeni kostniho zdravi.

Riziko kostnich zmén spojenych s uzivanim AED muze zvySovat nékolik faktort: 1) vék 2)
pouzitd davka 3) délka 1éCby; 4) polyterapie; 5) zenské pohlavi; 6) expozice slunci. Zohlednéni
téchto faktorti mize piedstavovat moznou strategii prevence kostnich alteraci plynoucich z
uzivani AED (Siniscalchi et al.,2020).

3.2.1 Zonisamid

Zonisamid (ZNS) je derivat benzisoxazolu (1, 2- benzisoxazol-3-methanesulfonamid) s
jedinecnou chemickou strukturou patiici mezi novou generaci AED (Goel et al., 2021; Kwan
et al., 2015). ZNS byl v Evrop¢ schvélen jako monoterapie pro 1é¢bu parcialnich zachvati u
dospélych s nove diagnostikovanou epilepsii a tento 1€k je v Evrop¢ a USA schvalen také jako
pridatna 1é¢ba fokalnich zachvatl se sekundarni generalizaci nebo bez ni (Romigi et al., 2015).
ZNS se rychle a uplné vstiebava, pticemz vrchol absorpce nastava za 2-6 hodin a metabolismus
probihéd piedevsim prostfednictvim izoenzymu 3A4 cytochromu P450 (CYP3A4), po némz
nasleduje vyluCovani ledvinami (Jongeling et al., 2015). Mechanismus U¢inku ZNS je nejasny.
ZNS ma Siroké spektrum mechanismu uc¢inku zahrnujici inhibici sodikovych kanalt, redukci
vapnikovych kandlt typu T, sniZeni synaptické excitace zprostitedkované glutamatem a zvySeni
inhibi¢nich ucinkl skrze kyselinu gama-aminomaselnou (Lee et al., 2015; Goel et al., 2021).
ZNS také slabé méni metabolismus acetylcholinu, dopaminu, serotoninu a inhibuje aktivitu
karboanhydrazy, i kdyz neni jisté, zda tyto ucinky pfispivaji k jeho klinické G¢innosti (Kwan et
al., 2015).

3.2.2 Pregabalin a gabapentin

Pregabalin a gabapentin, souhrnné gabapentinoidy, jsou strukturné pfibuzné slouceniny, které
jsou klasifikovany jako analoga kyseliny gamaaminomaselné¢ (GABA). Gabapentinoidy jsou
predepisovany k 1écbé epileptickych zachvatl, neuropatické bolesti, fibromyalgie, syndromu
neklidnych nohou, generalizované tzkostné poruchy a také jsou Siroce piedepisovana jako
medikace off-label (Fernandez-Lopez et al., 2020). Gabapentin a pregabalin maji v podstaté
identické farmakodynamické vlastnosti. Ani jeden z téchto 1ékli nema znatelnou afinitu k
receptorim GABA, ackoli jsou chemicky podobny neurotransmiteru GABA. SpiSe inhibuji
neuronalni signalizaci vazbou na podjednotku a2-6 napétove tfizenych vapnikovych kanali v
centrdlnim nervovém systému. Tento mechanismus pravdépodobné vysvétluje jejich
antikonvulzivni, antinociceptivni a mozné anxiolytické vlastnosti (Mathieson et al., 2020).
Pregabalin se vstiebava rychleji nez gabapentin a vykazuje linearni absorp¢ni kinetiku s vice
jak 90 % biologickou dostupnosti v celém doporu¢eném davkovacim rozmezi. Naproti tomu
gabapentin ma nelinedrni absorp¢ni kinetiku-absorbovana frakce klesé se zvySujici se davkou.
Obe¢ 1éciva se vylucuji predevsim rendlnim vylucovanim intaktniho 1é¢iva (Greenblatt et al.,
2018; Derry et al., 2019).

3.2.3 Levetiracetam



Levetiracetam (LEV) je relativné novym a jednim z nejcastéji piedepisovanych antiepileptik se
Sirokym spektrem ucinku. Jedna se o analog piracetamu (2S-(oxo-1-pyrrolidinyl) butanamid)
casto vyuzivanym k 1écb¢ parcidlnich a generalizovanych zachvati (Jarvie et al., 2018). LEV
je atraktivnim AED pro 1é¢bu posttraumatickych zachvati diky svym pfiznivym
farmakokinetickym vlastnostem-vynikajici peroralni biologické dostupnosti, ktera neni zavisla
na systému cytochromu P450, linearni kinetice, minimalni vazbé na plazmatické bilkoviny a
rychlému dosazeni ustalené koncentrace (Shetty, 2013; Peyrl et al., 2015). RGzné studie
naznacuji, ze reguluje influx vapniku do bunék, pficemz selektivné blokuje kanal typu N, ale
nikoli typu T. Vaze synapticky vezikuldrni protein (SV2A) a prostiednictvim modulace funkce
SV2A vyvolava neuroprotektivni G¢inky (Erbas et al., 2016). Lécivo je bezpecné a obecné
dobfte snasené (Koo et al., 2013).

4. Cile disertacni prace

Cilem disertatni prace bylo posouzeni vlivu vybranych novych antiepileptik na kostni
metabolismus u mladych potkanti kmene Wistar.

Specifické cile:

1) Zjistit vliv orchidektomie na kostni metabolismus u potkant.
a. Stanovit koncentraci kostnich marker( v séru a kostnim homogenatu.
b. Pomoci dvouenergiové rentgenové absorpciometrie zmeftit kostni mineralni hustotu
potkana.
c. Posoudit mechanické vlastnosti kostni tkan¢ femurti potkana.
d. Vyhodnocovani BMD ve vybranych oblastech skeletu a stavby téla (pomér télesné
tukové a svalové tkan¢) potkana.

2) Zjistit vliv novych antiepileptik (zonisamidu, gabapentinu, pregabalinu, levetiracetamu)

na kostni metabolismus u potkanti.

a. Stanovit koncentraci kostnich markert v séru a kostnim homogenatu.

b. Pomoci dvouenergiové rentgenové absorpciometrie zmeftit kostni mineralni hustotu
potkana.

c. Posoudit mechanické vlastnosti kostni tkané¢ femurii potkana.

d. Vyhodnocovani BMD ve vybranych oblastech skeletu a stavby téla (pomér télesné
tukové a svalové) tkdné€ potkana.

w r

5. Experimentalni ¢ast

5.1 Experimentalni zvirata

Potkani byli ustajeni v Centralnim vivariu Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci
Kralové (UK-LF HK). Protokol experimenti byl schvalen Odbornou komisi na ochranu zvitat
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proti tyrani UK-LF HK. Pii pokusech byli pouziti osmitydenni samci potkani albini kmene
Wistar (Biotest s.r.o., Konarovice, Ceska republika). Zvitata byla umisténa ve skupinach po 4
v plastovych klecich a chovéna za standardnich podminek (12 hodin svétlo a 12 hodin tma,
teplota 2242 °C, vlhkost vzduchu 30-70 %). Zvirata méla ptistup k standardni laboratorni dieté
(SLD, VELAS, a.s., Lysa nad Labem, Ceska republika) nebo SLD obohacené o 1é¢iva a vodé
ad libitum po celou dobu experimentu. V prubéhu pokusu byla hmotnost potkanti sledovana
jednou tydné.

5.2 Antiepileptika

eo o

Zonisamid (Zonisamid, Eisai Ltd.)

Gabapentin (Gabapentin, Gedeon Richter Plc.)

Pregabalin (Pregabalin, Pfizer Manufacturing Deutschland GmbH)
Levetiracetam (Levetiracetam, UCB Pharma)

5.3 Experiment

Osmitydenni potkani byli ndhodné rozdéleni do 10 skupin po 8 zvifatech a krmeni SLD nebo
SLD obohacenou Iékem. Délka pokusu byla 12 tydni.

l.
2.

3.

10.

Kontrolni skupina potkanich samct krmena SLD (SHAM)
Kontrolni skupina potkanich samcti po provedené orchidektomii krmena SLD (ORX)

Skupina potkanich samcti krmena SLD obohacenou o zonisamid (19 mg/25 g diety;
Zonisamid, Eisai Ltd.) (SHAM+ZNS)

Skupina potkanich samct po provedené orchidektomii krmend SLD obohacenou o
zonisamid (19 mg/25 g diety€; Zonisamid, Eisai Ltd.) (ORX+ZNS)

Skupina potkanich samcii krmena SLD obohacenou o gabapentin (28 mg/25 g diety;
Gabapentin, Gedeon Richter Plc.) (SHAM+GBP)

Skupina potkanich samct po provedené orchidektomii krmend SLD obohacenou o
gabapentin (28 mg/25 g diety; Gabapentin, Gedeon Richter Plc.) (ORX+GBP)

Skupina potkanich samct krmena SLD obohacenou o prebabalin (12 mg/25 g diety;
Pregabalin, Pfizer Manufacturing Deutschland GmbH) (SHAM+PGB)

Skupina potkanich samct po provedené orchidektomii krmend SLD obohacenou o
pregabalin (12 mg/25 g diety; Pregabalin, Pfizer Manufacturing Deutschland GmbH)
(ORX+PGB)

Skupina potkanich samcti krmena SLD obohacenou o levetiracetam (101 mg/25 g diety;
Levetiracetam, UCB Pharma) (SHAM+LEV)

Skupina potkanich samcl po provedené orchidektomii krmend SLD obohacenou o
levetiracetam (101 mg/25 g diety; Levetiracetam, UCB Pharma) (ORX+LEV)
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5.4 Material a analyza

Na samotném zacatku experimentu byla poloviné potkanli provedena oboustranna
orchidektomie v éterové narkéze (skupina ORX). Potkaniim ze skupiny SHAM byl proveden
pouze operacni fez na Sourku, ktery byl nasledné zasit. Nésledujici den po operaci se zacala
podavat kontrolnim skupindm pouze SLD a experimentdlnim potkaniim SLD obohacend o
1é¢iva. Pristup k potrave byl ad libitum. Délka pokusu byla 12 tydnt. Podle spotieby diety byla
vypocitana davka léku na kilogram télesné hmotnosti potkana. Po 12 tydnech byla zvitata
usmrcena odebranim krve z btisni aorty v éterové anestezii, ziskané sérum bylo alikvotovano a
ulozeno pfi -80 °C pro nasledné biochemické analyzy.

5.4.1 Kostni homogenat

Po usmrceni potkand byly femury vypreparovany a diikladné ocistény od mekkych tkani,
zabaleny do gazy navlhcené fyziologickym roztokem a zamrazeny pfi teploté -80 °C do doby
analyzy. Kostni homogenit byl piipraven z femuru. Cast diafyzy femuru (0,1 g) byla rozrusena
a homogenizovana pomoci pfistroje TissueLyser II (Qiagen, Nizozemsko). Do nddoby urcené
pro homogenizaci se na vzorek femuru a drtici kulicky nalil tekuty dusik a bylo ptfidano 0,5 ml
fosfatového pufru (PBS, PENTA Praha, Cesk4 republika). Tkan femuru byla rozméliiovana pii
frekvenci 30 Hz po dobu 1 min. Poté bylo ke vzorku ptidano dalSich 1,5 ml fosfatového pufru
a nasledovalo dalsi rozmélnovani pfi 10 Hz po dobu 15 s. Vznikly tkanovy homogenat byl
centrifugovan pii 10 000 g pii 4 °C po dobu 10 min a ziskany supernatant byl odebran a ulozen
pfi -80 °C. Hladiny markert sklerostinu (SOST) a kostni alkalické fosfatazy (BALP) byly
stanoveny v kostnim homogenatu enzymovou imunoanalyzou (ELISA, enzyme-linked immuno
sorbent assay). Hladina sklerostinu byla stanovena pomoci kitu od firmy Cloud-Clone Corp.,
23603 W. Fernhurst Dr., Unit 2201, Katy, TX 77494, USA (SOST, pg/ml) a hladina kostni
alkalické fosfatizy byla stanovena pomoci kitu od firmy BlueGene Biotech, Shanghai, Cina
(BALP, ng/ml).

Ze séra byly metodou ELISA analyzovany markery kostniho obratu: amino-termindlni
propeptid prokolagenu typu I (PINP), ligand pro aktivator nuklearniho faktoru kappa B
(RANKL) a osteoprotegerin (OPG). Pouzili jsme soupravy od firmy Cloud-Clone Corp., 23603
W. Fernhurst Dr., Unit 2201, Katy, TX 77494, USA (PINP, ng/ml; RANKL, pg/ml; OPG,
pg/ml).

Pro stanoveni kostnich markerid u levetiracetamu byly pouzity kity firmy Uscn Life Science
Inc., Wuhan, Cina (PINP, ng/mL; CTX-I, pg/mL; SOST, pg/mL; RANKL, pg/mL) a kit od
firmy BlueGene Biotech, Shanghai, Cina (BALP, ng/ml). Posouzeni vlivu levetiracetamu na

kostni metabolismus bylo uskute¢néno o né€kolik mésicti diive neZ zbyla vySe zminéna
antiepileptika, v ramci jiného probihajiciho pokusu se shodnou metodikou.

12



5.4.2 Stanoveni koncentrace lékul v séru

5.4.2.1 Zonisamid

Na konci experimentu byly stanoveny hladiny zonisamidu v krevnim séru. Koncentrace
zonisamidu ve vzorcich byla stanovena pomoci modifikované metody vysokoucinné
kapalinové chromatografie s detekci na hmotnostnim spektrometru typu trojitého kvadrupolu
(LC-MS/MS). Ptiprava vzorkl zahrnovala vysrazeni proteinti a pfidavek vnitiniho standardu
deuterovaného pregabalinu-D6. Analyt byl separovan na kolon¢ Discovery HS F5 (100 mm x
2,1 mm L.D., velikost Castic 5 um, Supelco, PA, USA) a detekovan pomoci hmotnostniho
spektrometru typu trojitého kvadrupolu Agilent 6490. Detekce se uskutecnila v pozitivnim
modu za vyuziti elektrospreje a pro kvantitativni analyzu byly pouzity ptechody iontd 213>
132 pro zonisamid a 166,2> 148,1 pro pregabalin-D6.

5.4.2.2 Gabapentin

Hladiny gabapentinu v séru byly stanoveny na konci pokusu. Koncentrace gabapentinu ve
vzorcich byla stanovena pomoci modifikované metody vysokoucinné kapalinové
chromatografie s detekci na hmotnostnim spektrometru typu trojitého kvadrupolu (LC-
MS/MS). Piiprava vzorkd zahrnovala vysrdZeni proteini a piidavek vnitiniho standardu
deuterovaného pregabalinu-D6. Analyt byl separovan na kolon¢ Discovery HS F5 (100 mm x
2,1 mm L.D., velikost Castic 5 um, Supelco, PA, USA) a detekovan pomoci hmotnostniho
spektrometru typu trojitého kvadrupolu Agilent 6490. Detekce se uskutecnila v pozitivnim
moédu za vyuziti elektrospreje a pro kvantitativni analyzu byly pouzity pfechody iontd 172.2>
154.1 pro gabapentin a 166,2> 148,1 pro pregabalin-D6.

5.4.2.3 Pregabalin

Hladiny pregabalinu byly stanoveny v krevnim séru na konci pokusu. Koncentrace pregabalinu
ve vzorcich byla stanovena pomoci modifikované metody vysokoucinné kapalinové
chromatografie s detekci na hmotnostnim spektrometru typu trojit¢tho kvadrupolu (LC-
MS/MS). Piiprava vzorkd zahrnovala vysrdZeni proteinli a piidavek vnitiniho standardu
deuterovaného pregabalinu-D6. Analyt byl separovan na kolon¢ Discovery HS F5 (100 mm x
2,1 mm LD., velikost ¢astic 5 um, Supelco, PA, USA) a detekovan pomoci hmotnostniho
spektrometru typu trojitého kvadrupolu Agilent 6490. Detekce se uskutecnila v pozitivnim
modu za vyuziti elektrospreje a pro kvantitativni analyzu byly pouzity prechody iont 160,2 >
55,1 pro pregabalin a 166,2 > 148,1 pro pregabalin-D6.

5.4.2.4 Levetiracetam

Koncentrace levetiracetamu byla stanovena na konci pokusu metodou modifikované
vysokoucinné kapalinové chromatografie s UV detekci fotodiodovym paprskem (Lancelin F,
et al., 2007). Po alkalizaci vzorku (0,05 ml IM hydroxid sodny) byly levetiracetam standard
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UCB 17025 extrahovany do dichlormethanu. Po odpateni organického rozpoustédla byl zbytek
vzorku rozpustén a vstiiknut pro HPLC analyzu. Slouceniny byly separovany na kolon¢ Zorbax
SB-C8 (Agilent Technologies, USA) pfi pritoku 1,1 ml/min mobilni faze. Mobilni faze se
skladala z 10 % acetonitrilu, 7 % methanolu a 83 % 20 mM fosfatového pufru pH 6,7 s 0,1 %
triethylaminem. UV detekce probihala pfi vinové délce 200 nm.

5.4.3 Meéreni kostni mineralni denzity

Na konci pokusu byla méfena kostni mineralni hustota potkanti (BMD, g/cm?) pomoci dualni
energetické rentgenové absorpciometrie (DXA) na pfistroji Hologic Delphi A (Hologic,
Waltham, MA, USA) v Osteologickém centru Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Pred
métfenim byl proveden kalibra¢ni sken s fantomem Hologic pro malé zvife. V pokusu bylo
vyhodnoceno BMD celého téla, v oblasti bedernich obratlii a v oblasti femurti. Pocitacem byla
hodnocena také celkova hmotnost svalové a tukové tkané a procentudlni zastoupeni tukové
tkan€ pomoci ptislusného softwarového programu pro mald zvitata (DXA; QDR-4500A Elite;
Hologic, Waltham, MA, USA). Vsechna zvifata byla méfena stejnym operatorem.

5.4.4 Testovani mechanické odolnosti kostni tkané

Na specialnim elektromechanickém testovacim stroji vyrobeném na zakazku (Martin Kosek
&Pavel Trnetka, Hradec Kralové, Ceska republika) bylo provedeno mechanické testovéani
kostni tkané. K experimentu byly pouzity femury, které byly uskladnény v mrazicim boxu pfi
-80 °C a postupné rozmraZeny pii pokojové teploté. Materidl byl béhem testovani zabalen
v gaze s fyziologickym roztokem, aby byl chranén pted vysychanim. Pfed vlastnim testovanim
odolnosti femuru v ohybu byla zmétena jeho délka. Vodéodolnym fixem byl vyznacen stfed
diafyzy femuru a v této oblasti byl zméfen primér. Pfi testovani mechanické odolnosti femuru
pomoci tiibodového ohybani kosti (three-point bending) byla kost umisténa na dva podpirné
body, vzdalené od sebe 18 mm. Nejprve byl femur zatizen malym stabilizaénim napétim do 10
N k pfesné fixaci polohy béhem ldmani. Tteti bod, kterym byl nerezovy valecek o priméru 7
mm, byl umistén kolmo dolti na vyznaleny stied diafyzy femuru. Femur byl testovan v
anteroposteriornim sméru. Pomoci elektromotoru byl sniZovan nerezovy valec¢ek konstantni
rychlosti 6 mm/min. Sila potfebnid ke zlomeni femuru byla zaznamenana pomoci snimaci
jednotky, ktera métila maximalni silu vyvinutou na kost valeckem, nez doslo ke zlomeni kosti.
Nasledné byla zmétena tloustka kompakty na distalni ¢asti femuru ve sméru lamani pomoci
posuvného mikrometru (OXFORD 0-25MM 30DEG POINTED MICROMETER, Victoria
Works, Leicester, Velka Britanie).

K testovani tlakové odolnosti krcku femuru byla vyuZita proximalni ¢ast femuru. Diafyza
femuru byla ponofena do specialni nadobky se samopolymerujici adhezivni pryskyfici, a tim
byla kost zafixovana v kolmé poloze. Spravna poloha kosti byla zajisténa pomoci na zakazku
vyrobené¢ho drzaku. Vysychani hlavice a kréku femuru bylo zabranéno pouzitim navlhéené
gazy fyziologickym roztokem. Pro vyvijeni tlaku na hlavici femuru byla vyuZzita na zakazku
vyrobena nerezova tycka se zakulacenym koncem o priméru 4 mm. Tato tyCka se pohybovala
dolii konstantni rychlosti 6 mm/min. Pro zajiSténi stabilni polohy kosti byla opét zatizena
hlavice femuru malym stabilizacnim napétim do 10 N. Nasledn¢ byla pomoci snimace zméfena
maximalni sila (N) potfebnéd ke zlomeni krcku femuru a tato hodnota byla zaznamenana na
zobrazovaci jednotce (Snima¢ tahové a tlakové sily BURSTER 8435-6005; Procesni

14



zobrazovaci jednotka 9180-V3000, Burster praezisiosmesstechnik gmbh & co kg, Gernsbach,
Némecko).

5.4.5 Statisticka analyza a vyhodnoceni dat

Statisticka analyza dat byla provedena na Odd¢€leni vypocetni techniky pomoci programu NCSS
2007 (Number Cruncher Statistical System, Kaysville, Utah, USA). Pfi porovnavani dvou
skupin byl pouzit dvouvybérovy t-test s ptfipadnou Bonferroniho modifikaci. V ptipadé
zamitnuti normality neparametrické testy Mann-Whitney test nebo Kolmogorov-Smirnov test.
Vysledky jsou naméieny po 12 tydnech pokusu a jsou vyjadieny jako median a 25. a 75.
percentil. Hodnoty p <0,05 a niz$i byly povazovany za signifikantni. Hladina vyznamnosti byla
zvolena a =0,05.

6. Vysledky

6.1 Vliv orchidektomie na kostni metabolismus u potkanii

Hmotnost, télesna skladba

Nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily ve hmotnosti a zastoupeni tukové a svalové
tkan¢ mezi skupinou potkant po podstoupené orchidektomii (ORX) versus skupinou potkanti,
u kterych byl proveden pouze operacni ez (SHAM).

Hladiny kostnich markeru

Po 12 tydnech pokusu nebyly zjiStény Zadné statisticky vyznamné zmény markerti kostniho
obratu mezi skupinami.

Méieni kostni mineralni denzity

Hustota kostniho mineralu byla métena po 12 tydnech pokusu metodou DXA. Bylo zjisténo
statisticky vyznamné sniZeni BMD v oblasti celého téla, bedernich obratlt i obou femurii ve
skupiné potkanli po provedené orchidektomii (ORX).

Testovani mechanické odolnosti kostni tkané

Pti testovani mechanické odolnosti kostni tkan€ bylo zjiSténo statisticky vyznamné sniZeni
priméru levého i pravého femuru u orchidektomovanych potkani. Bylo potvrzeno statisticky
vyznamné sniZzeni mechanicka odolnosti levého a pravého femuru pii tfibodovém ohybani
kosti.
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6.2 Vliv zonisamidu na kostni metabolismus u potkanii

Hmotnost, télesna skladba a hladina zonisamidu v séru

Hmotnost skupiny SHAM+ZNS byla snizena, ale statisticky nevyznamné oproti skupiné
SHAM. Po 12 tydnech podavani ZNS nedoslo k vyznamnému zvySeni hmotnosti skupiny
ORX+ZNS ve srovnani se skupinou ORX. DXA ukézala, Ze u skupiny SHAM+ZNS nedoslo k
vyznamnému snizeni svalové tkdn€ (g) a tukové tkané (%) oproti skupiné SHAM. Ve skupiné
ORX+ZNS bylo zjisténo nevyznamnému zvySeni svalové tkané (g) a snizeni tukové tkané (%)
oproti skupiné¢ ORX.

Koncentrace ZNS odpovidala terapeutické hladin¢ 1é¢iva u clovéka (10-40 mg/1).

Hladiny kostnich markeru

Nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné zmeény kostnich markeri mezi skupinou
SHAM-+ZNS oproti skupiné SHAM a skupinou ORX+ZNS oproti skupiné¢ ORX.

Méieni kostni mineralni denzity

Po 12 tydnech podavani ZNS byla stanovena hustota kostniho minerdlu pomoci DXA. Ve
skupiné SHAM+ZNS nebyl pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil v hodnotdch BMD v
oblasti celého téla, bedernich obratli nebo obou femurd oproti skupiné SHAM. Ve skupiné
ORX+ZNS také nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil v hodnotach BMD v oblasti celého
téla, bedernich obratlli ani obou femurii oproti skupiné ORX.

Testovani mechanické odolnosti kostni tkané

Podéavani ZNS po dobu 12 tydni nevedlo k statisticky vyznamnému rozdilu v hodnocenych
parametrech mezi skupinou SHAM+ZNS oproti skupiné SHAM a skupinou ORX+ZNS oproti
skupiné ORX.

6.3 Vliv gabapentinu na kostni metabolismus u potkani

Hmotnost, télesna skladba a hladina gabapentinu v séru

Nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné zmény hmotnosti, zastoupeni tukové tkané a
svalové tkan¢ ve skupiné SHAM+GBP versus skupinou SHAM. Nebyl pozorovan statisticky
vyznamny rozdil ve hmotnosti, zastoupeni tukové tkan¢€ a svalové tkané€ ve skupiné ORX+ GBP
oproti skupiné¢ ORX.

Koncentrace gabapentinu ve skupiné SHAM~+GBP a ORX+GBP odpovidala terapeutickému
rozmezi pro ¢loveka 2-20 mg/I.
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Hladiny kostnich markeru

K posouzeni vlivu 1écby GBP na kostni obrat byly méfeny kostni markery. Ve skupiné
SHAM+GBP jsme nezjistili zadné statisticky vyznamné zmény markert kostniho obratu oproti
skupiné SHAM. Ve skupiné ORX+GBP doslo k statisticky vyznamnému zvySeni hladiny
RANKL oproti skupiné ORX. Ostatni hladiny kostnich markerti ve skupin¢ ORX+GBP nebyli
statisticky vyznamné.

Méreni kostni mineralni denzity

Po 12 tydnech podévani GBP byla stanovena hustota kostniho minerdlu pomoci DXA. Ve
skupiné SHAM~+GBP nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily BMD v oblasti celého
téla, bedernich obratlii ani obou femurti oproti skupiné SHAM. Ve skupiné ORX+GBP nebyly
zjistény zadné statisticky vyznamné zmény BMD v oblasti celého téla, bedernich obratlii nebo
obou femurti oproti skupiné ORX.

Testovani mechanické odolnosti kostni tkané

Bylo provedeno mechanické testovani odolnosti levého a pravého femuru po podavani GBP po
dobu 12 tydni. Testovani nevedlo k statisticky vyznamnému rozdilu v hodnocenych
parametrech mezi skupinou SHAM+GBP oproti skupiné SHAM a skupinou ORX+GBP oproti
skupiné¢ ORX.

6.4 Vliv pregabalinu na kostni metabolismus u potkanii

Hmotnost, télesna skladba a hladina pregabalinu v séru

Bylo pozorovano statisticky nevyznamné sniZzeni hmotnosti ve skupiné SHAM+PGB oproti
skupiné¢ SHAM a ORX+PGB ve srovnani se skupinou ORX. Nebyly zjiStény Zadné statisticky
vyznamné zmény v zastoupeni tukové tkan¢ a svalové tkané ve skupiné SHAM+PGB a
ORX+PGB oproti kontrolnim skupindm.

Koncentrace pregabalinu v obou skupinach odpovidala terapeutickému rozmezi pro ¢lovéka 2-
8 mg/l.

Hladiny kostnich markeru

Po 12 tydnech byly méfeny markery kostniho obratu. Ve skupiné SHAM+PGB jsme
zaznamenali statisticky vyznamné zvySenou hladinu sklerostinu oproti skupiné SHAM. Ve
skupiné¢ ORX+PGB doslo k statisticky vyznamnému zvySeni hladiny RANKL oproti skupiné
ORX. Ostatni hladiny kostnich markeri nevykazovaly statistickou vyznamnost.
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Méfreni kostni mineralni denzity

Hustota kostniho mineralu byla métena po 12 tydnech podavani PGB. Ve skupin¢ SHAM+PGB
nebyly pozorovany statisticky vyznamné rozdily BMD v oblasti celého téla, bedernich obratli
ani obou femurt oproti skupiné SHAM. Ve skupiné ORX+PGB nebyly zjistény zadné
statisticky vyznamné zmény BMD v oblasti celého téla, bedernich obratlti nebo obou femuri
oproti skupiné¢ ORX.

Testovani mechanické odolnosti kostni tkané

Podavani PGB po dobu 12 tydnt nevedlo k statisticky vyznamnému rozdilu v hodnocenych
parametrech mezi skupinou SHAM+PGB oproti skupiné SHAM a skupinou ORX+PGB oproti
skupiné¢ ORX.

6.5 Vliv levetiracetamu na kostni metabolismus u potkanii

Hmotnost, télesna skladba a hladina levetiracetamu v séru

Hmotnost potkant uzivajicich SLD s LEV byla na konci pokusu snizend, ale statisticky
nevyznamng oproti kontrolnim skupindm. Ve skupiné SHAM+LEV bylo zji§téno statisticky
vyznamné snizeni tukové tkané (g, %), ne vSak svalové tkané, oproti kontrolni skupin¢ SHAM.
Ve skupiné¢ ORX+LEV doslo k nevyznamnému poklesu svalové tkdné€ a snizeni tukové tkang
oproti skupin¢ ORX.

Koncentrace LEV odpovidala v obou skupinach terapeutickému rozmezi u ¢loveka (35,3 — 235
pmol/l).

Hladiny kostnich markeru

K posouzeni vlivu 1écby LEV na kostni obrat byly méfeny kostni markery. U skupiny potkant
SHAM-+LEV doslo po 12 tydnech k staticky vyznamnému zvyseni BALP a CTX-I. U skupiny
ORX+LEV byly pozorovany statisticky vyznamné¢ zvySené hladiny BALP, CTX-I a RANKL
oproti kontrolni skupiné orchidektomovanych potkanti (ORX).

Méreni kostni mineralni denzity

Hustota kostniho mineralu byla méfena po 12 tydnech podavani LEV. Bylo zjiSténo statisticky
vyznamné zvySeni BMD celého téla, a to jak ve skupiné SHAM+LEV, tak 1 ve skupiné
ORX+LEV oproti kontrolnim skupindm. Hodnoty BMD bedernich obratld, pravého a levého
femuru nebyly statisticky vyznamné zménéné ve skupiné SHAM+LEV a ORX+LEV oproti
kontrolnim skupinam.
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Testovani mechanické odolnosti kostni tkané

Podavani LEV po dobu 12 tydnt nevedlo k statisticky vyznamnému rozdilu v hodnocenych
parametrech mezi skupinou SHAM+LEV oproti skupiné SHAM a skupinou ORX+LEV oproti
skupiné¢ ORX.

7. Diskuze

U pacientll uzivajicich AED "star$i generace", zejména induktory enzymu cytochromu p450
(CYP450): karbamazepin, fenytoin, fenobarbital a primidon, bylo pozorovano snizeni kostni
mineralni denzity (BMD), kterd je nejvyznamnéj$im prediktorem rizika zlomenin (Ko et at,
2020). U pacientt 1éCenych novéjsimi AED, které neindukuji enzymy, je mén¢ pravdépodobné,
ze unich bude diagnostikovana osteopordza. Vétsina studii o AED je priifezova. Existuje pouze
n¢kolik longitudinalnich studii s novéjsimi AED a jejich vlivem na kosti.

Sledovani kvality kostni tkdné€ u lidi je do zna¢né miry problematické, protoze vysledky studii
mohou byt ovlivnény fadou rozlicnych faktorti, mezi které se fadi fyzickd aktivita, strava,
frekvence zachvati, rozdily ve vychozich hodnotdich BMD mezi hodnocenymi subjekty a
uzivani jinych AED v minulosti. Naproti tomu nam zvifeci model poskytuje systém, ktery je
izolovan od nemoci, zivotniho stylu, 1€kii a dalSich matoucich faktort.

7.1 Vliv orchidektomie na kostni metabolismus u potkani

Byli porovnavany vysledky dvou skupin potkanii kmene Wistar, kdy jedna skupina potkani
podstoupila orchidektomii (ORX) a u druhé skupiny byl proveden pouze operacni fez (SHAM).
V disledku orchidektomie jsme u potkand po 12 tydnech porozovali statisticky vyznamné
snizeni BMD v oblasti celého téla, bedernich obratlii, pravého a levého femuru. Provedena
orchidektomie méla vliv na praimér pravého a levého femuru a zptsobila snizenou mechanickou
odolnost téchto kosti. Po provedené orchidektomii dochézi k poklesu hladiny androgend, které
jsou nezbytné nejen pro vyvoj kosti, ale 1 pro udrzeni kostni hmoty. NaSe vysledky jsou
v souladu se studii provedenou na mySich, které byly vystaveny blokaci androgennich
receptortd, coz se projevilo vyraznym poskozenim mikrostruktury kosti a poklesem BMD (Chen
et al, 2019). Také jind studie na potkanech ukazuje, Ze deficience androgent negativné
ovliviiuje stavbu téla snizenim celkové hmotnosti, nariistem télesného tuku a snizenim BMD
dihydrotestosteron (DHT), které ovlivnuji lidskou kostru u muzt i Zen. Testosteron ptisobi na
skelet anabolicky prostiednictvim pienosu signalu vazbou na androgenni receptor nebo
pfeménou na 17- beta estradiol prostfednictvim enzymu aromatazy (z rodiny cytochromi
P450), ktery se pak vaZe na estrogenové receptory. Jak estrogeny, tak testosteron maji receptory
na vSech kostnich buikach, pfi¢emz androgenni receptory dominuji na osteoblastech a
osteocytech. Androgeny zvysuji proliferaci, diferenciaci osteoblastli a podileji se na regulaci
mineralizace kostni tkdn¢€. Androgeny také reguluji aktivitu osteoklastti (Leder et al., 2020). U
dospélych jsou stavy androgenni deprivace spojeny s vyznamnym snizenim mineralni kostni
hustoty. Se stdrnutim dochazi k poklesu biologicky dostupnych hladin testosteronu i estradiolu,
castecné v dusledku zvySené produkce globulinu vazajiciho pohlavni hormony. Pokles hladin
androgent je paralelni s poklesem kortikalni 1 trabekulérni hustoty kostniho mineralu, s ¢imz
souvisi zvySeni rizika zlomenin ve srovnani s béznou populaci (Leder et al., 2020).
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Nase vysledky potvrzuji dostupna fakta, ze deficit androgent u rostoucich potkanti negativné
ovliviiuje vyvoj kosti. Mlady potkan ve vyvinu po provedené orchidektomii muize byt
povazovan za vhodny zvifeci model pro studium osteopenie.

7.2 Vliv zonisamidu na kostni metabolismus u potkanii

V tomto pokusu nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné zmény BMD ve skupiné
ORX+ZNS versus skupina ORX a skupina SHAM+ZNS ve srovnani se skupinou SHAM.
Diikazy tykajici se vlivu ZNS na BMD a kostni metabolismus jsou omezené. V literatuie je
zatim uvedeno jen malo a rozporuplnych tdaju o této problematice. Ve studii Takahashi et al.,
vedlo podavani ZNS v dévce 80 mg/kg denn¢ subkutanné po dobu 5 tydnl k vyznamnému
snizeni hodnoty BMD tibie i femuru u potkant. Jejich vysledky naznacuji, ze ZNS muze
zpusobovat ubytek kostni hmoty u zvifeciho modelu. Na rozdil od ptfedchozich vysledki, nebyl
v nasi studii zjistén negativni vliv ZNS na hodnotu BMD. Na konci naSeho pokusu byla hladina
ZNS ve skupin¢ ORX+ZNS 24,00 mg/1 a ve skupiné SHAM+ZNS 25,13 mg/l, coz odpovida
terapeutickym hladindm 1€ku (10-40 mg/l). Moznost porovndni vysledkii obou studii je
omezena, protoze nezname jejich sérovou koncentraci ZNS. V literatufe se popisuje, ze AED
maji bifazicky Uc¢inek na kosti v zavislosti na davce. Snizend biomechanickd pevnost
trabekularni kosti a snizené hladiny sérového osteokalcinu, markeru tvorby kosti, byly
pozorovany pii nizké davce levetiracetamu (koncentrace 122 + 41 pmol/l), ale nikoliv pfi
podavani vysoké davky levetiracetamu (koncentrace 277 + 65 umol/l) (Nissen-Meyer et al.,
2008). Také fenytoin (PTH) vykazuje na ddvce zavisly Gi¢inek na kost. Zatimco terapeutické
davky PHT jsou spojeny s urychlenim ubytku BMD, nizké davky tohoto 1éku maji osteogenni
ucinek (Pack, 2008). Nelze vyloucit, Ze 1 ZNS mulZe ovliviiovat kost v zavislosti na jeho davce.
V nasi studii jsou vysledky v souladu se studii Koo et al., kterd byla hodnocena na lidech (Koo
et al, 2020). Byly zkoumany u¢inky ZNS na BMD a biomarkery kostniho metabolismu po 13
meésicich 1é¢by u pacienti s epilepsii. Monoterapie ZNS neméla skodlivé ti¢inky na zdravi kosti.
Zkoumali jsme také vliv ZNS na mechanickou odolnost kostni tkdn€. Po 12 tydnech podavani
ZNS jsme nezaznamenali statisticky vyznamny rozdil v parametrech mezi skupinou ORX+ZNS
oproti skupiné ORX a skupinou SHAM+ZNS oproti skupiné SHAM. Vysledky naseho pokusu
naznacuji, Ze ZNS nema negativni vliv na pevnost kosti. Studie Koo et al. rovnéz prezentuje,
Ze monoterapie ZNS nema negativni vliv na kostni metabolismus a pevnost kosti (Koo et al,
2020).

Mechanismus ucinku pasobeni ZNS na kost je stile nejasny. ZNS je slabym inhibitorem
karboanhydrdzy, coz vede k renalni acidoze, ktera mlZe mit za nasledek sekundarni
abnormality na kosti (Pack et al., 2008). TPM stejné jako ZNS je inhibitorem karboanhydrazy.
Ve studii Simko et al. bylo prokdzano, Ze monoterapie TPM po dobu 12 tydni u
orchidektomovanych potkanti méla negativni vliv na BMD a snizovala mechanickou pevnost
kosti (Simko et al, 2014). Existuji 1 dalsi studie, které podporuji riziko vlivu TPM na kostni
tkan a abnormalni BMD (Zhang et al., 2010, Coppola et al., 2009).

V piedchozi studii Takahashiho et al., 1écba ZNS vyznamné zvySila sérovou hladinu
pyridinolinu, markeru kostni resorpce, zatimco sérova hladina osteokalcinu, markeru kostni
formace, nebyla ovlivnéna. Tato zjiSténi naznacuji, ze na modelu potkani mtze ZNS
zpusobovat Ubytek kostni hmoty spiSe urychlenim kostni resorpce nez inhibici kostni formace
(Takahashi et al., 2003). V jiné studii na lidech se vSak markery kostni formace (BALP a OC)
a marker kostni resorpce (C-telopeptid) po 13 mésicich 1écby ZNS vyznamné nezménily (Koo
et al, 2020). V tomto pokusu jsme stanovili nékolik markerti kostni formace a kostni resorpce.
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Zjisténé vysledky naznacuji, ze 1é¢ba ZNS gonadalné intaktnich potkanu a potkanu po
orchidektomii po dobu 12 tydni vedla k statisticky nevyznamnym zménam v
markerech kostni formace a kostni resorpce.

Zavérem lze fici, ze experimentalni vysledky naseho pokusu naznacuiji, Ze dlouhodobé
podavani ZNS u orchidektomovanych potkanl a gonadalné intaktnich potkant nema
negativni vliv na hodnoty BMD, markery kostniho metabolismu ani mechanickou odolnost
kostni tkané.

7.3 Vliv gabapentinu a pregabalinu (gabapentinoidi) na kostni

metabolismus u potkanii

Po 12 tydnech podavani GBP a PGB nebyly zjistény Zadné statisticky vyznamné zmény BMD
ani mechanické odolnosti pravého a levého femuru u gonadélné intaktnich potkant, ani u
orchidektomovanych potkanti. Nebyly pozorovany zadné zmény markerti kostniho obratu s
vyjimkou RANKL, markeru odrazejiciho aktivitu osteoklastt, ve skupiné ORX+GBP a
ORX+PGB. Ve skupiné SHAM+PGB byl zjistén statisticky vyznamné zvySeny sklerostin
oproti skupiné SHAM. V piipadé GBP se nase zjisténi shoduji se studii Kandy et al., ktera
neprokdzala zadné vyznamné zmény v BMD, mechanické pevnosti kosti nebo kostnich
markerech u zvifat vystavenych niz§im davkam GBP (30 mg/ kg) (Kanda et al., 2017). Bohuzel
v této studii nedoslo ke stanoveni sérovych hladin GBP. V nasi studii byly sérové hladiny GBP
relativné nizké. Median a mezikvartilové rozmezi sérovych hladin GBP u gonadalné intaktnich
a orchidektomovanych potkanii byly 8,9 (8,5-9,6) mg/l, resp. 7,8 (7,0-8,4) mg/l. Na zaklad¢
farmakokinetickych udaji ziskanych po peroralnim podani GBP (Aryal et al., 2011) lze
predpokladat, Ze hladiny GBP zjisténé v nasi studii nebyly vyss$i neZ hladiny dosaZené po
peroralnim podani GBP v davce 30 mg/kg a vysledky obou studii jsou srovnatelné. Uginek
GBP na kosti je pravdépodobné zavisly na davce. Vystaveni vy$§im davkam GBP (150 mg/kg)
vedlo k vyznamnému sniZeni osteokalcinu (marker kostni formace) a zvySeni tartrat-rezistentni
kyselé fosfatazy Sb (marker kostni resorpce). BMD a mechanicka pevnost kosti nebyly v této
studii ovlivnény, ale histomorfometrické analyzy ukdzaly negativni zmény, vcetné sniZeni
objemu kosti, objemu osteoidu a zvySeni poctu osteoklastli (Kanda et al., 2017).

Nase vysledky, které ukazuji posun v hladinich RANKL u potkanti po orchidektomii,
naznacuji, Ze riziko negativnich 0€¢inktit GBP nebo PGB na kost mliZze zaviset na hormonalnim
stavu zvifat. Nedostatek pohlavnich hormoni méa Skodlivé ucinky na kostni tkan. Ackoli
zakladni mechanismy negativniho vlivu GBP a PGB na kost jsou nejasné. O ucincich
gabapentinoidli na hladinu sklerostinu nejsou k dispozici Zadné udaje. V nasi studii jsme u
gonadalné intaktnich zvifat pozorovali zvySeni sklerostinu ve skupin¢ PGB. Sklerostin je
dalezitym parakrinnim reguldtorem kostni hmoty a mize mit katabolické tuc¢inky
prostiednictvim inhibice funkce osteoblastll a zaroven stimulace funkce osteoklastti (Delgado-
Calle et al., 2017). V nasi studii vSak zména hladiny sklerostinu nebyla spojena s vyznamnymi
zménami BMD nebo mechanické pevnosti kosti. Miizeme pouze spekulovat, ze zmény obou
vyse zminénych biochemickych markeri pfedchdzeji pozdéjSim zménam BMD a mechanické
odolnosti kosti. Vzhledem k nekonzistentnosti u¢inki AED na markery kostniho obratu a
Spatné nebo neexistujici korelaci mezi BMD a mechanickou pevnosti kosti je
histomorfometricka analyza kosti jednim z relevantnich diagnostickych nastrojii pro spravné a
komplexni posouzeni rizika antiepileptik pro zdravi kosti (Kanda et al., 2017; Nissen-Meyer et
al., 2007).
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Vyvstava otazka, zda je 12 tydnt dlouhd expozice gabapentinoidiim dostatecnd k tomu, aby
doslo k zménam BMD nebo mechanické pevnosti kosti. Kanda et al. (Kanda et al., 2017)
povazovali tento interval za prili§ kratky a diskutovali o ném jako o jednom z omezeni své
studie. Na zaklad¢ udaji od Sengupty (Sengupta, 2013) vsak jeden meésic zivota potkana
piiblizné odpovida tfem lidskym roktim. Doba sledovani v nasi studii a ve studii Kanda et al.
(Kanda et al., 2017) byla tedy srovnatelnd s pfiblizn¢ deviti lidskymi roky. Usoudili jsme, Ze
interval 12 tydnt podavani GBP a PGB by mél byt dostatecny k posouzeni vlivu AED na BMD
nebo mechanickou pevnost kosti na modelu potkanti. Vzhledem k tomu, ze ani nizké, ani
vysoké davky GBP nemély vliv na BMD nebo mechanickou pevnost kosti, 1ze GBP povazovat
za 1é¢ivo s niz8im rizikem pro zdravi kosti ve srovnani s AED, ktera jsou induktory jaternich
enzymd.

Nami zjisténé vysledky ohledn¢ PGB jsou v souladu se studii Akin et al., kterd nezaznamenala
negativni vliv PGB na kostni metabolismus a BMD. Do studie bylo zahrnuto 40 jedinct
uzivajicich PGB déle nez 6 mésicti a vysledky byly porovnany se 40 zdravymi lidmi. Byly
meéieny kostni markery-ALP, osteokalcin a CTX-I a BMD pomoci DXA. Nebyly zjistény zadné
vyznamné rozdily v BMD bederni patete a kr¢ku femuru ani zadné rozdily v biochemickych
markerech mezi témito dvéma skupinami. Pacienti uZivajici PGB mén¢ neZ 24 mésicl, mé&li
niz8i hodnoty T a Z skére v oblasti bederni patefe nez pacienti, kteti PGB uzivali déle nez 24
mésicl. Tento efekt byl vyraznéjsi u pacientd muzského pohlavi (Akin et al., 2022).

V nasi studit GBP ani PGB neovlivitovaly BMD ani mechanickou pevnost kosti, lze je
povazovat za 1éky s niz§im rizikem pro zdravi kosti. Na zakladé hodnoceni hladin RANKL, je
mozné naznalit, Ze U€inek GBP a PGB na aktivitu osteoklasti mizZe byt zdvisly na
hormonalnim stavu zvifat. Nelze vyloucit, ze u zvifat s nedostatkem pohlavnich hormont
existuje vyssi riziko ztraty kostni hmoty po expozici GBP a PGB.

7.4 Vliv levetiracetamu na kostni metabolismus u potkant

Na modelu orchidektomovanych potkanii bylo zjisténo, Ze dlouhodoba lé¢ba LEV vyznamné
zvysila BMD celého téla. Déle byl zjistény vyznamny vzestup kostnich markeri-BALP, CTX-
IaRANKL. Nebyly pozorovany Zadné vyznamné rozdily v mechanické odolnosti kosti. B€hem
pokusu doslo k nevyznamnému sniZeni absolutni i relativni hodnoty tukové tkané a svalové
tkané. Na modelu potkant, u kterych byl proveden pouze operacni fez bylo po 12 tydnech
uzivani LEV naméfeno statisticky vyznamné zvySeni BMD celého téla. Naméfili jsme
statisticky vyznamné zvySeni markeru kostni formace-BALP, tak 1 markeru kostni resorpce
CTX-I. Nebyly zjistény Zadné statisticky vyznamné zmény v odolnosti kosti oproti skupiné
SHAM. Bylo potvrzeno vyznamné snizeni tukové tkdné v porovnani se skupinou SHAM.

NaSe vysledky jsou v souladu se studii na zvitatech provedenou Anwarem et al., ve které nebyl
zjistén Zadny vliv LEV na BMD u mySich samic po 4 mésicich peroralniho podavani léku
(Anwar et al., 2014). Ve studii Kanda et al, peroralni podavani LEV potkaniim po dobu 12
tydni neovlivnilo BMD a kostni metabolismus (Kanda et al, 2017). Naméfené hodnoty BMD
jsou také srovnatelné s dalsi studii Nissen-Meyer et al. Jejich vysledky naznacuji, ze LEV by
mohl mit na kosti dvoufazovy t€inek. Pti nizké davce LEV (koncentrace 122 + 41 pmol/l) byla
pozorovana sniZzend mechanickd odolnost trabekuldrni kosti a sniZzené hladiny sérového
osteokalcinu, ale nikoliv pii podani vysoké davky LEV (koncentrace 277 + 65 pmol/l) (Nissen-
Meyer et al., 2008). V nasem experimentu byla sérova hladina LEV 225,35 umol/l1 (215, 23 -
235,25 pmol/l) ve skupiné¢ SHAM+LEV a 197,75 35 pmol/l (188,4- 210,23 umol/l) ve skupiné
ORX+LEYV, coz je srovnatelné s vysokou davkou LEV ve studii Nissena-Meyera. Také nékteré
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studie u lidi naznacuji, ze expozice LEV nema negativni vliv na BMD. Pacienti uzivajici novejsi
AED neindukujici enzymy (v€etné LEV) maji vy$si hodnoty T-skore (hodnotila se oblast kycle,
krcku stehenni kosti a bederni patefe) a mensi pravdépodobnost vzniku osteoporézy
(Artemiadis et al., 2016). Phabphal et al. uvadi, ze u vSech pacientt, kteti ptesli z uzivani
fenytoinu na LEV, doslo k vyznamnému zlepSeni BMD (Phabphal et al., 2013). Jina studie
naopak naznacila, Ze pacienti dlouhodobé 1é¢eni LEV maji vyssi riziko poklesu BMD; validita
této studie je vSak omezena, protoze chybi méfeni vychozi hodnoty BMD pied 1écbou LEV
(Beniczky et al., 2012). Zajimavé vysledky pfinesla i prifezova studie Goziikizil et al., ktera
hodnotila u 47 lidi vliv LEV na BMD v oblasti bederni patete v zavislosti na délce uzivani
tohoto 1€ku. Jejich studie navrhuje, Ze LEV mtze mit negativni vliv na kostni denzitu v bederni
oblasti pfi kratkodobém podavani, po dobu kratsi nez jeden rok. Pii dlouhodobé 1€¢bé nebyl
pozorovan zadny negativni vliv na kostni metabolismus. Vyhodnoceni vysledkti po
jednorocnim a vice nez pétiletém uzivani LEV neprokézaly zadny statisticky vyznamny rozdil
(Goziikizil et al., 2022). Nase vysledky odpovidaji dlouhodobému uzivani LEV, protoze jeden
meésic zivota potkana Ize pfirovnat k tfem lidskym roktim (Sengupta, 2013).

V obou skupinach ORX+LEV a SHAM+LEV bylo pozorovano vyznamné zvySeni marker
kostni formace i markeru kostni resorpce, coz svéd¢i o zrychleném kostnim obratu, ktery nemél
vliv na mechanickou odolnost kosti. Ohledné vlivu LEV na markery kostniho obratu (BTM),
jsou udaje nejednotné. Studie Koo et al. prezentuje, Ze po monoterapii LEV po dobu 1 roku
nebyly pozorovany Zadné rozdily v biochemickych parametrech (BALP, C-telopeptid, inzulinu
podobny riistovy faktor-1, vapnik, fosfor, parathormon, osteokalcin, 25-hydroxyvitamin D)
(Koo et al., 2013). Podobné ve studii Anwar et al. nebyly zjistény Zadné vyznamné zmény BTM
u mySich samic (Anwar et al., 2014). Dalsi studie testovala, zda ma substituce LEV mensi
nezadouci U¢inky na kosti nez star§i generace AED (valproat, karbamazepin). U pacientil
lécenych starsi generaci AED doslo ke sniZeni sérovych hladin CTX-I a PINP, u pacientl
uzivajicich LEV doslo ke sniZeni sérovych hladin CTX-I, coZ sv&d¢i o snizené kostni resorpci
(Hakami et al., 2016).

LEV je povazovan za hmotnostn¢ neutralni AED (Gidal et al., 2003). Je obtizné vysvétlit
vyznamny absolutni a relativni pokles tukové tkané, ktery jsme pozorovali u skupiny potkant
SHAM+LEV. Vysledek je ptekvapivy, literarni udaje uvadéji vyznamny pokles hladiny
estradiolu po podani LEV (Svalheim et al.,2008; Cincioglu-Palabiyik et al., 2017). Za
oc¢ekavany dusledek nedostatku estrogeni bychom méli ofekavat priristek hmotnosti v
diisledku akumulace tukové tkanég, ktery je pozorovan u lidi 1 hlodavet (Kim et al., 2014). Nelze
vyloucit, Ze ndmi zjisténé snizeni tukové tkdné mohlo byt zpiisobeno sniZenym mnozstvim
pfijimané stravy u skupiny SHAM+LEV. Spotieba krmiva mezi skupinami se vyznamné
neliSila, ale nemliizeme vyvratit, Ze zbytky nelplné zkonzumovanych granuli v podestylce
nebyly vyssi u skupiny SHAM+LEV v porovnani se skupinou SHAM.

Dlouhodobé podavani LEV u modelu gonadalné intaktnich potkanii a u potkanli po
orchidektomii nemélo negativni vliv na BMD a mechanickou odolnost kosti. Vyznamné
zvySeni BMD miiZe naznac¢ovat dokonce pozitivni vliv na vlastnosti kosti.
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8. Zavér

Cilem disertacni prace bylo posouzeni vlivu vybranych novych antiepileptik na kostni
metabolismus u mladych potkani kmene Wistar.

1) Posoudit vliv orchidektomie na kostni metabolismus u potkand.

Zjistili jsme negativni vliv provedené orchidektomie potkanti na kostni tkan po 12 tydnech. U
orchidektomovanych potkant bylo pozorovano statisticky vyznamné snizeni BMD v oblasti
celého téla, bedernich obratlii, pravého a levého femuru. Provedena orchidektomie méla vliv
na mechanickou odolnost kosti.

Mlady potkan po provedené orchidektomii mize byt povazovan za vhodnym zviteci model pro
studium osteopenie.

2) Posoudit vliv novych antiepileptik (zonisamidu, gabapentinu, pregabalinu a
levetiracetamu) na kostni metabolismus u potkanti.

Zonisamid

Po 12 tydnech podavani ZNS orchidektomovanym potkaniim a gonadaln¢ intaktnim potkanim
nebyl potvrzen zadny negativni vliv na BMD, markery kostniho metabolismu ani mechanickou
odolnost kostni tkané.

Dlouhodobé podéavani ZNS lze povazovat za mén¢ rizikové z hlediska zdravi kosti.

Gabapentin

Po 12 tydnech podavani GBP potkanim po provedené orchidektomii byl zjistén vyznamny
vzestup markeru kostniho obratu RANKL. U gonadéln¢ intaktnich potkanti nebyly potvrzeny
zadné vyznamné zmény kostnich markerii. Nebyl zjistén Zadny statisticky vyznamny vliv GBP
na BMD ani mechanickou odolnost kosti u gonadaln€¢ intaktnich potkant, ani u
orchidektomovanych potkant.

Dlouhodobé podavani GBP Ize povazovat za méné rizikové z hlediska zdravi kosti.

Pregabalin

Po 12 tydnech podavani PGB potkanim po provedené orchidektomii byl zjist€n vyznamny
vzestup markeru kostniho obratu RANKL. Bylo pozorovéano statisticky vyznamné zvyseni
kostniho markeru sklerostinu u gonadaln¢ intaktnich potkant. Nebyl potvrzen Zadny statisticky
vyznamny vliv PGB na BMD ani mechanickou odolnost kosti u gonadaln¢ intaktnich potkant
a u orchidektomovanych potkand.

Dlouhodobé podavani PGB lze povazovat za méné rizikové z hlediska zdravi kosti.
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Levetiracetam

Po 12 tydnech podavani LEV potkanim po provedené orchidektomii byl zjistén vyznamny
vzestup kostnich markera-BALP, CTX-I a RANKL. U gonadaln¢ intaktnich potkanii bylo po
12 tydnech uzivani LEV naméteno statisticky vyznamné zvyseni kostnich markertt BALP a
CTX-I. Nebyl zjistén vliv LEV na BMD a mechanickou odolnost kosti u modelu gonadalné
intaktnich potkanti ani u potkanii po orchidektomii. Vyznamné zvyseni BMD celého téla v obou
skupinach mtize naznacovat dokonce pozitivni vliv na vlastnosti kosti.

Dlouhodobé podavani LEV lze povazovat za méné¢ rizikové z hlediska zdravi kosti.

25



9. Seznam pouzité literatury

Akin B, Kelle B, Kozanoglu E. The Effect of Pregabalin on Bone Metabolism. J Clin Densitom.
2022 Apr-Jun;25(2):223-229. doi: 10.1016/j.jocd.2021.05.001. Epub 2021 May 12. PMID:
34120834.

Al-Bari AA, Al Mamun A. Current advances in regulation of bone homeostasis. FASEB
Bioadv. 2020;2(11):668-679. Published 2020 Sep 19. doi:10.1096/tba.2020-00058

Anwar MJ, Radhakrishna KV, Vohora D. Phenytoin and sodium valproate but not levetiracetam
induce bone alterations in female mice. Can J Physiol Pharmacol. 2014;92(6):507-511.
doi:10.1139/cjpp-2013-0504

Appelman-Dijkstra NM, Papapoulos SE. Modulating Bone Resorption and Bone Formation in
Opposite  Directions in the Treatment of Postmenopausal Osteoporosis. Drugs.
2015;75(10):1049-1058. doi:10.1007/s40265-015-0417-7

Arora E, Singh H, Gupta YK. Impact of antiepileptic drugs on bone health: Need for
monitoring, treatment, and prevention strategies. J Family Med Prim Care. 2016;5(2):248-253.
doi:10.4103/2249-4863.192338

Artemiadis AK, Lambrinoudaki I, Voskou P, et al. Preliminary evidence for gender effects of
levetiracetam monotherapy duration on bone health of patients with epilepsy. Epilepsy Behav.
2016;55:84-86. doi:10.1016/j.yebeh.2015.12.025

Aryal B, Tae-Hyun K, Yoon-Gyoon K, Hyung-Gun K. A comparative study of the
pharmacokinetics of traditional and automated dosing/blood sampling systems using
gabapentin. Indian J Pharmacol. 2011 May;43(3):262-9. doi: 10.4103/0253-7613.81512.
PMID: 21713088; PMCID: PMC3113376.

Balogh E, Paragh G, Jeney V. Influence of Iron on Bone Homeostasis. Pharmaceuticals. 2018;
11(4):107.

Barnsley J, Buckland G, Chan PE, et al. Pathophysiology and treatment of osteoporosis:
challenges for clinical practice in older people. Aging Clin Exp Res. 2021;33(4):759-773.
doi:10.1007/s40520-021-01817-y

Beniczky SA, Viken J, Jensen LT, Andersen NB. Bone mineral density in adult patients treated
with various antiepileptic drugs. Seizure. 2012;21(6):471-472.
doi:10.1016/j.seizure.2012.04.002

Brady JJ, McGoldrick D, O'Callaghan K, et al. Bone alkaline phosphatase on the IDS-iSYS
automated analyser; cross-reactivity with intestinal ALP.Clin Chem Lab Med.
2019;57(8):e186-e188. doi:10.1515/cclm-2018-0991

Bragdon B, Moseychuk O, Saldanha S, King D, Julian J, Nohe A. Bone morphogenetic
proteins: a critical review. Cell Signal. 2011;23(4):609-620. doi:10.1016/j.cellsig.2010.10.003

Brandi ML. Microarchitecture, the key to bone quality. Rheumatology (Oxford). 2009;48 Suppl
4:1v3-1v8. doi:10.1093/rheumatology/kep273

Buck DW 2nd, Dumanian GA. Bone biology and physiology: Part I. The fundamentals. Plast
Reconstr Surg. 2012;129(6):1314-1320. doi:10.1097/PRS.0b013e31824eca94

Cincioglu-Palabiyik M, Uner M, Ertoy-Baydar D, Sara Y, Karahan H, Kelicen-Ugur P. Chronic
levetiracetam decreases hippocampal and testicular aromatase expression in normal but not

26



kainic acid-induced experimental model of acute seizures in rats. Neuroreport.
2017;28(14):903-909. doi:10.1097/WNR.0000000000000843

Compston JE, McClung MR, Leslie WD. Osteoporosis. Lancet. 2019;393(10169):364-376.
doi:10.1016/S0140-6736(18)32112-3

Coppola G, Fortunato D, Auricchio G, et al. Bone mineral density in children, adolescents, and
young adults with epilepsy. Epilepsia.  2009;50(9):2140-2146. doi:10.1111/5.1528-
1167.2009.02082.x

Cowan PT, Kahai P. Anatomy, Bones. [Updated 2022 Jul 25]. In: StatPearls [Internet]. Treasure
Island (FL): StatPearls Publishing; 2023 Jan.

Delgado-Calle J, Sato AY, Bellido T. Role and mechanism of action of sclerostin in bone. Bone.
2017 Mar;96:29-37. doi: 10.1016/j.bone.2016.10.007. Epub 2016 Oct 12. PMID: 27742498,
PMCID: PMC5328835.

Derry S, Bell RF, Straube S, Wiffen PJ, Aldington D, Moore RA. Pregabalin for neuropathic
pain in adults. Cochrane Database Syst Rev. 2019;1(1):CD007076. Published 2019 Jan 23.
doi:10.1002/14651858.CD007076.pub3

Dobbs MB, Buckwalter J, Saltzman C. Osteoporosis: the increasing role of the
orthopaedist. lowa Orthop J. 1999;19:43-52.

Eastell R, Szulc P. Use of bone turnover markers in postmenopausal osteoporosis. Lancet
Diabetes Endocrinol. 2017;5(11):908-923. doi:10.1016/S2213-8587(17)30184-5

Erbas O, Oltulu F, Yilmaz M, Yavasoglu A, Tagskiran D. Neuroprotective effects of chronic
administration of levetiracetam in a rat model of diabetic neuropathy. Diabetes Res Clin Pract.
2016;114:106-116. doi:10.1016/j.diabres.2015.12.016

Feng J, Meng Z. Insulin growth factor-1 promotes the proliferation and osteogenic
differentiation of bone marrow mesenchymal stem cells through the Wnt/B-catenin
pathway. Exp Ther Med. 2021;22(2):891. doi:10.3892/etm.2021.10323

Feng X, McDonald JM. Disorders of bone remodeling. Annu Rev Pathol. 2011;6:121-145.
doi:10.1146/annurev-pathol-011110-130203

Fernandez-Lopez L, Mancini R, Pellegrini M, Concetta Rotolo M, Luna A, Falcon M.
Postmortem analysis of quetiapine and pregabalin in human bone. Leg Med (Tokyo).
2020;46:101717. doi:10.1016/j.legalmed.2020.101717

Gidal BE, Sheth RD, Magnus L, Herbeuval AF. Levetiracetam does not alter body weight:
analysis of randomized, controlled clinical trials. Epilepsy Res. 2003;56(2-3):121-126.
doi:10.1016/j.eplepsyres.2003.08.009

Gillett MJ, Vasikaran SD, Inderjeeth CA. The Role of PINP in Diagnosis and Management of
Metabolic Bone Disease. Clin Biochem Rev. 2021;42(1):3-10. doi:10.33176/AACB-20-0001

Goel A, Sugumaran R, Narayan SK. Zonisamide in Parkinson's disease: a current
update. Neurol Sci. 2021;42(10):4123-4129. doi:10.1007/s10072-021-05550-2

Gozikizil ST, Aydin Z, Yalgin AD. Relationship between bone density and levetiracetam
monotherapy in  epilepsy patients. Clin  Neurol Neurosurg. 2022;218:107270.
doi:10.1016/j.clineuro.2022.107270

Grabowski P. Physiology of bone. Endocr Dev. 2009;16:32-48. doi:10.1159/000223687

27



Greenblatt HK, Greenblatt DJ. Gabapentin and Pregabalin for the Treatment of Anxiety
Disorders. Clin Pharmacol Drug Dev. 2018;7(3):228-232. doi:10.1002/cpdd.446

Guo Y, Lin Z, Huang Y, Yu L. Effects of valproate, lamotrigine, and levetiracetam
monotherapy on bone health in newly diagnosed adult patients with epilepsy. Epilepsy Behav.
2020;113:107489. doi:10.1016/j.yebeh.2020.107489

Hadjidakis DJ, Androulakis II. Bone remodeling. Ann N Y Acad Sci. 2006;1092:385-396.
doi:10.1196/annals.1365.035

Hakami T, O'Brien TJ, Petty SJ, et al. Monotherapy with Levetiracetam Versus Older AEDs:
A Randomized Comparative Trial of Effects on Bone Health. Calcif Tissue Int.
2016;98(6):556-565. doi:10.1007/s00223-016-0109-7

Hakami T, O'Brien TJ, Petty SJ, Sakellarides M, Christie J, Kantor S, Todaro M, Gorelik A,
Seibel MJ, Yerra R, Wark JD. Monotherapy with Levetiracetam Versus Older AEDs: A
Randomized Comparative Trial of Effects on Bone Health. Calcif Tissue Int. 2016
Jun;98(6):556-65. doi: 10.1007/s00223-016-0109-7. Epub 2016 Feb 3. PMID: 26842957.

Hlaing TT, Compston JE. Biochemical markers of bone turnover - uses and limitations. Ann
Clin Biochem. 2014;51(Pt 2):189-202. doi:10.1177/0004563213515190

Chappard D, Basl¢ MF, Legrand E, Audran M. Trabecular bone microarchitecture: a
review. Morphologie. 2008;92(299):162-170. doi:10.1016/j.morpho.2008.10.003

Chen D, Zhao M, Mundy GR. Bone morphogenetic proteins. Growth Factors. 2004;22(4):233-
241. doi:10.1080/08977190412331279890

Chen JF, Lin PW, Tsai YR, Yang YC, Kang HY. Androgens and Androgen Receptor Actions
on Bone Health and Disease: From Androgen Deficiency to Androgen Therapy. Cells.
2019;8(11):1318. Published 2019 Oct 25. doi:10.3390/cells8111318

Chin KY, Ng BN, Rostam MKI, et al. A Mini Review on Osteoporosis: From Biology to
Pharmacological Management of Bone Loss. J Clin Med. 2022;11(21):6434. Published 2022
Oct 30. do0i:10.3390/jcm11216434

Jarvie D, Mahmoud SH. Therapeutic Drug Monitoring of Levetiracetam in Select
Populations. J Pharm Pharm Sci. 2018;21(1s):149s-176s. doi:10.18433/jpps30081

Jongeling AC, Richins RJ, Bazil CW. Safety and tolerability of an oral zonisamide loading
dose. Seizure. 2015;32:69-71. doi:10.1016/j.seizure.2015.09.012

Kanda J, Izumo N, Kobayashi Y, Onodera K, Shimakura T, Yamamoto N, Takahashi HE,
Wakabayashi H. Effects of the Antiepileptic Drugs Phenytoin, Gabapentin, and Levetiracetam
on Bone Strength, Bone Mass, and Bone Turnover in Rats. Biol Pharm Bull. 2017;40(11):1934-
1940. doi: 10.1248/bpb.b17-00482. PMID: 29093341.

Kanis JA, McCloskey EV, Johansson H, Oden A, Melton LJ 3rd, Khaltaev N. A reference
standard  for  the description ~ of  osteoporosis. Bone. 2008;42(3):467-475.
doi:10.1016/j.bone.2007.11.001

Katagiri T, Watabe T. Bone Morphogenetic Proteins. Cold Spring Harb Perspect Biol.
2016;8(6):a021899. Published 2016 Jun 1. doi:10.1101/cshperspect.a021899

Kelly RR, Sidles SJ, LaRue AC. Effects of Neurological Disorders on Bone Health. Front
Psychol. 2020;11:612366. Published 2020 Nov 30. doi:10.3389/fpsyg.2020.612366

28



Kenkre JS, Bassett J. The bone remodelling cycle. Ann Clin Biochem. 2018;55(3):308-327.
doi:10.1177/0004563218759371

Kim JH, Cho HT, Kim YJ. The role of estrogen in adipose tissue metabolism: insights into
glucose homeostasis regulation. Endocr J. 2014;61(11):1055-1067. doi:10.1507/endocrj.ej14-
0262

Kim JH, Liu X, Wang J, Chen X, Zhang H, Kim SH, Cui J, Li R, Zhang W, Kong Y, Zhang J,
Shui W, Lamplot J, Rogers MR, Zhao C, Wang N, Rajan P, Tomal J, Statz J, Wu N, Luu HH,
Haydon RC, He TC. Wnt signaling in bone formation and its therapeutic potential for bone
diseases. Ther Adv Musculoskelet Dis. 2013 Feb;5(1):13-31. doi:
10.1177/1759720X12466608. PMID: 23514963; PMCID: PMC3582304.

Ko A, Kong J, Samadov F, et al. Bone health in pediatric patients with neurological
disorders. Ann Pediatr Endocrinol Metab. 2020;25(1):15-23. doi:10.6065/apem.2020.25.1.15

Koo DL, Joo EY, Kim D, Hong SB. Effects of levetiracetam as a monotherapy on bone mineral
density and biochemical markers of bone metabolism in patients with epilepsy. Epilepsy Res.
2013;104(1-2):134-139. doi:10.1016/j.eplepsyres.2012.09.002

Koo DL, Nam H. Effects of zonisamide monotherapy on bone health in drug-naive epileptic
patients. Epilepsia. 2020;61(10):2142-2149. doi:10.1111/epi. 16678

Kuba R. Nova antiepileptika v klinické praxi. Neurol. pro praxi, 2006;1: 36-42.

Kwan SY, Chuang YC, Huang CW, Chen TC, Jou SB, Dash A. Zonisamide: Review of Recent
Clinical Evidence for Treatment of Epilepsy. CNS Neurosci Ther. 2015;21(9):683-691.
doi:10.1111/cns. 12418

Lademann F, Hofbauer LC, Rauner M. The Bone Morphogenetic Protein Pathway: The
Osteoclastic Perspective. Front Cell Dev Biol. 2020;8:586031. Published 2020 Oct 16.
doi:10.3389/fcell.2020.58603 1

Langdahl B, Ferrari S, Dempster DW. Bone modeling and remodeling: potential as therapeutic
targets for the treatment of osteoporosis. Ther Adv Musculoskelet Dis. 2016;8(6):225-235.
doi:10.1177/1759720X16670154

Leder, B. Z., & Wein, M. N. (Eds.). (2020).Osteoporosis. Contemporary
Endocrinology. doi:10.1007/978-3-319-69287-6

Lee HJ, Son JM, Mun J, Kim DW. Safety and Efficacy of Zonisamide in Patients with Epilepsy:
A Post-Marketing Surveillance Study. J Epilepsy Res. 2015;5(2):89-95. Published 2015 Dec
31. doi:10.14581/jer.15015

Lee JY, Yang JY, Kim SW. Bone Lining Cells Could Be Sources of Bone Marrow
Adipocytes. Front Endocrinol (Lausanne). 2021;12:766254. Published 2021 Dec 3.
doi:10.3389/fend0.2021.766254

Lee SC, Hsiao JK, Yang YC, et al. Insulin-like growth factor-1 positively associated with bone
formation markers and creatine kinase in adults with general physical activity. J Clin Lab Anal.
2021;35(8):€23799. doi:10.1002/jcla.23799

Lewiecki EM. Role of sclerostin in bone and cartilage and its potential as a therapeutic target
in bone diseases. Ther Adv Musculoskelet Dis. 2014;6(2):48-57.
doi:10.1177/1759720X13510479

29



Lin X, Patil S, Gao YG, Qian A. The Bone Extracellular Matrix in Bone Formation and
Regeneration. Front ~ Pharmacol. 2020;11:757. Published 2020 May  26.
doi:10.3389/fphar.2020.00757

Maeda H, Wada N, Tomokiyo A, Monnouchi S, Akamine A. Prospective potency of TGF-f1
on maintenance and regeneration of periodontal tissue. Int Rev Cell Mol Biol. 2013;304:283-
367. doi:10.1016/B978-0-12-407696-9.00006-3

Mathieson S, Lin CC, Underwood M, Eldabe S. Pregabalin and gabapentin for pain. BMJ.
2020;369:m1315. Published 2020 Apr 28. doi:10.1136/bmj.m131

Moser SC, van der Eerden BCJ. Osteocalcin-A Versatile Bone-Derived Hormone. Front
Endocrinol (Lausanne). 2019;9:794. Published 2019 Jan 10. doi:10.3389/fendo.2018.00794

Nissen-Meyer LS, Svalheim S, Taubell E, Gjerstad L, Reinholt FP, Jemtland R. How can
antiepileptic drugs affect bone mass, structure and metabolism? Lessons from animal
studies. Seizure. 2008;17(2):187-191. doi:10.1016/j.seizure.2007.11.024

Nissen-Meyer LS, Svalheim S, Taubell E, Reppe S, Lekva T, Solberg LB, Melhus G, Reinholt
FP, Gjerstad L, Jemtland R. Levetiracetam, phenytoin, and valproate act differently on rat bone
mass, structure, and metabolism. Epilepsia. 2007 Oct;48(10):1850-60. doi: 10.1111/5.1528-
1167.2007.01176.x. Epub 2007 Jul 18. PMID: 17634065.

Noirrit-Esclassan E, Valera M-C, Tremollieres F, Arnal J-F, Lenfant F, Fontaine C, Vinel A.
Critical Role of Estrogens on Bone Homeostasis in Both Male and Female: From Physiology
to Medical Implications. International Journal of Molecular Sciences. 2021; 22(4):1568.
https://doi.org/10.3390/ijms22041568

Office of the Surgeon General (US). Bone Health and Osteoporosis: A Report of the Surgeon
General. Rockville (MD): Office of the Surgeon General (US); 2004.

Pack A. Bone health in people with epilepsy: is it impaired and what are the risk
factors?. Seizure. 2008;17(2):181-186. doi:10.1016/j.seizure.2007.11.020

Pack AM. The Association Between Antiepileptic Drugs and Bone Disease. Epilepsy Curr.
2003;3(3):91-95. doi:10.1046/.1535-7597.2003.03306.x

Peyrl A, Weichert N, Kiihl JS, Ebell W, Herndiz Driever P. Levetiracetam as a possible cause
of secondary graft failure after allogenic hematopoietic stem cell transplantation. Eur J Paediatr
Neurol. 2015;19(1):75-77. doi:10.1016/j.ejpn.2014.10.004

Phabphal K, Geater A, Limapichat K, Sathirapanya P, Setthawatcharawanich S, Leelawattana
R. Effect of switching hepatic enzyme-inducer antiepileptic drug to levetiracetam on bone
mineral density, 25 hydroxyvitamin D, and parathyroid hormone in young adult patients with
epilepsy. Epilepsia. 2013;54(6):¢94-e98. doi:10.1111/epi.12162

Reimers A. New antiepileptic drugs and women. Seizure. 2014;23(8):585-591.
doi:10.1016/j.seizure.2014.05.004

Richards JB, Zheng HF, Spector TD. Genetics of osteoporosis from genome-wide association
studies: advances and challenges. Nat Rev Genet. 2012;13(8):576-588. Published 2012 Jul 18.
doi:10.1038/nrg3228

Romigi A, Femia EA, Fattore C, Vitrani G, Di Gennaro G, Franco V. Zonisamide in the
management of epilepsy in the elderly. Clin Interv Aging. 2015;10:931-937. Published 2015
Jun 8. doi:10.2147/CIA.S50819

30



Salari N, Ghasemi H, Mohammadi L, et al. The global prevalence of osteoporosis in the world:
a comprehensive systematic review and meta-analysis. J Orthop Surg Res. 2021;16(1):609.
Published 2021 Oct 17. doi:10.1186/s13018-021-02772-0

Salih DA, Mohan S, Kasukawa Y, et al. Insulin-like growth factor-binding protein-5 induces a
gender-related decrease in bone mineral density in transgenic mice. Endocrinology.
2005;146(2):931-940. doi:10.1210/en.2004-0816

Sengupta P. The Laboratory Rat: Relating Its Age With Human's. Int J Prev Med.
2013;4(6):624-630.

Shetty AK. Prospects of levetiracetam as a neuroprotective drug against status epilepticus,
traumatic brain injury, and stroke. Front Neurol. 2013;4:172. Published 2013 Nov 4.
doi:10.3389/fneur.2013.00172

Shetty S, Kapoor N, Bondu JD, Thomas N, Paul TV. Bone turnover markers: Emerging tool in
the management of osteoporosis. Indian J Endocrinol Metab. 2016;20(6):846-852.
doi:10.4103/2230-8210.192914

ShiC, WuT, He Y, Zhang Y, Fu D. Recent advances in bone-targeted therapy. Pharmacol Ther.
2020;207:107473. doi:10.1016/j.pharmthera.2020.107473

Schulze-Bonhage A, Hamer H, Krimer G. Neue Klassifikation epileptischer Anfille : Eine
kritische Bewertung der Anderungen [New classification of epileptic seizures : A critical
evaluation of the changes]. Nervenarzt. 2020 Feb;91(2):114-121. German. doi:
10.1007/s00115-019-00800-3. PMID: 31506778.

Siddiqui JA, Partridge NC. Physiological Bone Remodeling: Systemic Regulation and Growth
Factor Involvement. Physiology (Bethesda). 2016;31(3):233-245.
doi:10.1152/physiol.00061.2014

Simko J, Fekete S, Gradosova I, et al. The effect of topiramate and lamotrigine on rat bone
mass, structure and metabolism. J Neurol Sci. 2014;340(1-2):80-85.
doi:10.1016/j.jns.2014.02.032

Simko J., et al. Osteopatie u epileptikli. Olomouc: Solen, 2013, 29 s. ISBN 978-80-7471-034-
6.

Siniscalchi A, Murphy S, Cione E, Piro L, Sarro G, Gallelli L. Antiepileptic Drugs and Bone
Health: Current Concepts. Psychopharmacol Bull. 2020;50(2):36-44.

Sézen T, Ozisik L, Basaran NC. An overview and management of osteoporosis. Eur J
Rheumatol. 2017;4(1):46-56. doi:10.5152/eurjrheum.2016.048

Subbarao BS, Silverman A, Eapen BC. Seizure Medications. In: StatPearls. Treasure Island
(FL): StatPearls Publishing; July 11, 2022.

Svalheim S, Taubell E, Surdova K, et al. Long-term levetiracetam treatment affects
reproductive endocrine function in female Wistar rats. Seizure. 2008;17(2):203-209.
doi:10.1016/j.seizure.2007.11.018

Takahashi A, Onodera K, Kamei J, Sakurada S, Shinoda H, Miyazaki S, Saito T, Mayanagi H:
Effects of chronic administration of zonisamide, an antiepileptic drug, on bone mineral density
and their prevention with alfacalcidol in growing rats. J Pharmacol Sci. 2003;91(4):313-318.

31



Thijs RD, Surges R, O'Brien TJ, Sander JW. Epilepsy in adults. Lancet. 2019 Feb
16;393(10172):689-701. doi: 10.1016/S0140-6736(18)32596-0. Epub 2019 Jan 24. PMID:
30686584.

Tu KN, Lie JD, Wan CKV, et al. Osteoporosis: A Review of Treatment Options. P T.
2018;43(2):92-104.

Ueland T. GH/IGF-I and bone resorption in vivo and in vitro. Eur J Endocrinol.
2005;152(3):327-332. doi:10.1530/eje.1.01874

Vanderschueren D, Vandenput L, Boonen S, Van Herck E, Swinnen JV, Bouillon R. An aged
rat model of partial androgen deficiency: prevention of both loss of bone and lean body mass
by low-dose androgen replacement. Endocrinology. 2000;141(5):1642-1647.
doi:10.1210/endo.141.5.7472

Vasikaran S, Eastell R, Bruyere O, et al. Markers of bone turnover for the prediction of fracture
risk and monitoring of osteoporosis treatment: a need for international reference
standards. Osteoporos Int. 2011;22(2):391-420. doi:10.1007/s00198-010-1501-1

Vasikaran SD. Utility of biochemical markers of bone turnover and bone mineral density in
management of  osteoporosis. Crit Rev  Clin Lab  Sci. 2008;45(2):221-258.
doi:10.1080/10408360801949442

Verrotti A, Coppola G, Parisi P, Mohn A, Chiarelli F. Bone and calcium metabolism and
antiepileptic drugs. Clin Neurol Neurosurg. 2010;112(1):1-10.
doi:10.1016/j.clineuro.2009.10.011

Wang JS, Mazur CM, Wein MN. Sclerostin and Osteocalcin: Candidate Bone-Produced
Hormones.  Front  Endocrinol  (Lausanne). 2021  Mar  10;12:584147.  doi:
10.3389/fendo.2021.584147. PMID: 33776907; PMCID: PMC7988212.

Wang RN, Green J, Wang Z, et al. Bone Morphogenetic Protein (BMP) signaling in
development and human diseases. Genes Dis. 2014;1(1):87-105.
doi:10.1016/j.gendis.2014.07.005

Wang XF, Zhang YK, Yu ZS, Zhou JL. The role of the serum RANKL/OPG ratio in the healing
of intertrochanteric fractures in elderly patients. Mol Med Rep. 2013;7(4):1169-1172.
doi:10.3892/mmr.2013.1335

White WL. Erratum to: Why I hate the index finger. Hand (N Y). 2011;6(2):233.
doi:10.1007/s11552-011-9321-0

Wozney JM. Overview of bone morphogenetic proteins. Spine (Phila Pa 1976). 2002 Aug
15;27(16 Suppl 1):S2-8. doi: 10.1097/00007632-200208151-00002. PMID: 12205411.

Zhang J, Wang KX, Wei Y, et al. Zhongguo Dang Dai Er Ke Za Zhi. 2010;12(2):96-98.

32



10. Prehled publikacni ¢innosti

Védecké prace vimpaktovaném casopise

Karesova I, Simko J, Fekete S, Zimcikova E, Malakova J, Zivna H, Pavlikova L, Palicka V.
The Effect of Zonisamide on Rat Bone Mass, Structure, and Metabolism [published online
ahead of print, 2023 May 22]. Pharmacology. 2023;1-9. doi:10.1159/000529970 IF2022: 3,100

Simko J, Karesova I, Kremlacek J, Zimcikova E, Horacek J, Fekete S, Malakova J, Zivna H,
Palicka V. The effect of gabapentin and pregabalin on bone turnover and bone strength: A
prospective  study in  Wistar  rats. Pharmacol =~ Rep.  2019;71(6):1213-1218.
doi:10.1016/j.pharep.2019.08.004 I1F2019: 2,754

Adamcova M, Baka T, Dolezelova E, Aziriova S, Krajcirovicova K, Karesova I, Stanko P,
Repova K, Simko F. Relations between markers of cardiac remodelling and left ventricular
collagen in an isoproterenol-induced heart damage model.J Physiol Pharmacol.
2019;70(1):10.26402/jpp.2019.1.08. doi:10.26402/jpp.2019.1.08 1Fz019: 2,644

Karesova I, Simko J, Fekete S, Zimcikova E, Malakova J, Zivna H, Pavlikova L, Palicka V.
The effect of levetiracetam on rat bone mineral density, bone structure and biochemical markers
of bone metabolism. Eur J Pharmacol. 2018;824:115-119. doi:10.1016/j.ejphar.2018.02.010
1F2018: 3,170

Kupsa T, Vanek J, Vasatova M, Karesova I, Zak P, Jebavy L, Horacek J. Evaluation of
cytokines and soluble adhesion molecules in patients with newly diagnosed acute myeloid
leukemia: the role of TNF-alpha and FLT3-ITD. Biomed Pap Med Fac Univ Palacky Olomouc
Czech Repub. 2016;160(1):94-99. do0i:10.5507/bp.2015.036 1F2016: 0,894

Simko J, Karesova I, Kremlacek J, Fekete S, Zimcikova E, Malakova J, Zivna H, Valis M,
Palicka V. The effect of lamotrigine and phenytoin on bone turnover and bone strength: A
prospective study in Wistar rats. Epilepsy Res.2016;128:113-118.
doi:10.1016/j.eplepsyres.2016.10.005 IF2016: 2,367

Fekete S, Simko J, Mzik M, Karesova I, Zivna H, Pavlikova L, Palicka V. Effect of mirtazapine
on rat bone tissue after orchidectomy. Pharmacology. 2015;95(3-4):166-172.
doi:10.1159/000380953 1F2015: 1.533

Fekete S, Simko J, Mzik M, Karesova I, Zivna H, Zivny P, Pavlikova L, Palicka V. Negative
effect of serotonin-norepinephrine reuptake inhibitor therapy on rat bone tissue after
orchidectomy. Eur J Pharmacol. 2015;761:65-69. doi:10.1016/j.ejphar.2015.04.029  IF2o1s:
2,730

Vasatova M, Pudil R, Buchler T, Karesova I, Satka V, Fejfar T, Hulek P. Glycogen
phosphorylase BB levels are associated with haemodynamic parameters in cirrhotic patients
undergoing transjugular intrahepatic portosystemic shunt insertion. Biomed Pap Med Fac Univ
Palacky Olomouc Czech Repub. 2015;159(3):437-441. doi:10.5507/bp.2014.020 1F2015: 0,924

33



Védecké prace v recenzovaném neimpaktovaném c¢asopise

Zimcikova E, Simko J, Karesova I, Kremlacek J, Malakova J. Behavioral effects of
antiepileptic drugs in rats: Are the effects on mood and behavior detectable in open-field
test?. Seizure. 2017; 52:35-40. doi:10.1016/j.seizure.2017.09.015

Kupsa T, Vasatova M, Karesova I, Zak P, Horacek JM. Baseline serum levels of multiple
cytokines and adhesion molecules in patients with acute myeloid leukemia: results of a pivotal
trial. Exp Oncol. 2014 Dec;36(4):252-7. PMID: 25537219.

Vasatova M, Holeckova M, Bartoskova I, Tichy M, Friedecky B. Kardidlni troponin T
ultrasenzitivni metodou — porovnani metod. Klin. Biochem. Metab., 18 (39), 2010, No. 4, p.
196-199.

34



