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1. Souhrn

Vliv vyzivy na metabolismus kosti

Kosti maji nejen opérnou a ochrannou funkci, ale uéastni se na krvetvorbé i hospodateni
s mineraly. Neustdld remodelace kosti je citlivy proces, ktery je vyznamné ovliviiovan
I vyzivou.

V predkladané praci byl sledovan vliv vybranych bilkovin, aminokyselin, zeleza
a vybranych stavii; dlouhodobé omezeni mnozstvi potravy, kratkodobé hladovéni a opakované
odbéry krve, na parametry kosti, jako je délka a primér kosti, Sitka kortikalni kosti
a mechanické vlastnosti — odolnost k ohybu, tlaku a torzi. Hodnotili jsme také zmény
koncentraci vybranych kostnich markerd, zmény v hustoté kostniho mineralu a zmény svalové
a tukoveé tkané u zdravych dospélych samcti potkand kmene Wistar.

Béhem doktorského studia jsem se vénovala experimentim sledujicim vliv vyse
uvedenych latek na kost. V 1. experimentu byly samctum potkanti podavany vybrané bilkoviny
a aminokyseliny: glutamin (GLN), vétvené aminokyseliny - valin, leucin a izoleucin (BCAA),
a kasein (KAS) ad libitum. Dale byl sledovan vliv tydenni realimentace standardni laboratorni
dietou (SLD) po dlouhodobém podavani diet obohacenych o uvedené aminokyseliny
a bilkoviny. Kontrolni skupina byla skupina krmena standardni laboratorni dietou ad libitum.
Ve 2. experimentu byl sledovan vliv parového krmeni skupiny krmené standardni laboratorni
dietou a kaseinem vuéi skupiné krmené BCAA (dlouhodobé omezeni piijmu potravy).
Ve 3. experimentu byl sledovan vliv diety obohacené o arginin (Arg) a kreatin (Krea) podavané
ad libitum, nebo po jejich odnéti na 24 hodin (kratkodobé hladovéni). Ve 4. experimentu byl
sledovan vliv dvou rtznych koncentraci Zeleza v dieté, stav organismu byl modifikovany
i opakovanymi odbéry krve.

Zmény v kostni hmoté¢ nevyvolala dieta obohacena o glutamin ani o kasein. Kostni
méné odolné v ohybu, byl nizs$i kostni obrat i kostni mineralni hustota v oblasti ocasnich
obratli. Domnivame se, Ze zhorSeni kostniho metabolismu bylo zptisobeno jak slozenim diety,
tak i niz8§im pfijmem potravy. Realimentace standardni laboratorni dietou vedla u skupiny
krmené KAS k navySeni kostniho obratu, U skupiny suplementované BCAA Kk aktivaci
osteoblastl a U skupiny krmené GLN k poklesu kostni mineralni hustoty femuru. Domnivame
se, ze vliv navratu k SLD by se pIné projevil az pti dlouhodobé&jsim trvani realimentace.

Sledovali jsme vliv parového krmeni u skupiny se SLD a s dietou KAS, abychom
potvrdili vySe uvedenou hypotézu. U obou parové krmenych skupin doslo ke zhorSeni stavu
kostni hmoty ve srovnani se skupinami krmenymi ad libitum. OvSem v porovnani se skupinou
krmenou BCAA byl stav kostni hmoty obou skupin lepsi. Lze konstatovat, ze zmény v kostni
hmot€ souvisi s kvantitativnim i kvalitativnim slozenim potravy.

Dale jsme zjistili, ze vliv suplementace argininem a kreatinem na kostni tkan byl spise
negativni, i kdyz vyznamné jen u ohybu tibie skupiny krmené argininem. Hladovéni mélo
negativni vliv na kostni tkan, doslo k poklesu odolnosti tibie v torzi u skupiny SLD. U skupiny
krmené argininem kratkodobé hladovéni nezhorsilo mechanické vlastnosti kosti, u skupiny
krmené kreatinem dokonce doslo k podpoie kostni novotvorby.

Zelezo podavané v nadbytku ani opakované odbéry krve nevedly k ovlivnéni
metabolismu kostni hmoty, ani mechanickych vlastnosti u zdravych dospélych potkanti kmene
Wistar, pravdépodobné z divodu velmi dobré kompenzace tohoto stavu zdravym organismem
a prili§ kratkou dobou trvani experimentu.

Uvedenymi zavéry jsme tedy neprokazali, ze suplementace vybranymi bilkovinami,
aminokyselinami, Zelezem ¢i jejich kombinace s dlouhodobym omezenim mnoZzstvi potravy,
kratkodobym hladovénim nebo opakovanymi odbéry krve, vedou k zavaznym zménam kostni
hmoty u zdravych samcti potkanti kmene Wistar.

Rozpoznani mechanismtl, kterymi se zdravy organismus dokaze vypoifadat se zménénymi
podminkami, by mohlo byt pfedmétem dal$iho vyzkumu. Otazkou také zlistava, jak by na tyto
podminky reagovaly samice potkant, jedinci s kostnim ¢i jinym onemocnénim anebo jedinci
vyssiho véku.



2. Summary
The effect of nutrition on bone metabolism

The bone has a function for support and protection, and is also a place for hematopoiesis
and for mineral homeostasis.

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 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.
Inthe 1% experiment the rats were fed by the chosen proteins and amino acids: glutamine
(GLN), branched-chain amino acids- valine, leucine and izoleucine (BCAA), and caseine
(KAS) ad libitum. Further we monitored the effect of one-week realimantation by standard
laboratory diet (SLD) after long-term supplementation by the diet enriched by the above
mentioned proteins and amino acids. The group fed by SLD ad libitum was the control group.
In the 2" experiment the effect of paired-feeding of the group fed by SLD and caseine was
followed up and the amount of food complied with the group fed by BCAA from the 1°
experiment (long-term under-nutrition). The effect of diet supplemented by arginine (Arg) and
creatine (Krea) ad libitum and the effect of 24-hour starving (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 was found neither the effect of glutamine nor caseine
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 remodelling 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 caseine 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 caseine 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 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 of tibia to torsion 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 the iron over-supplementation nor repeated blood withdrawals resulted
in changes of the bone properties to the healthy adult male of the Wistar rats. The good ability
to compensate this state was due to their health 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 could
female rats, the subjects with bone or any other diseases or aged subjects react to these
conditions.



3. Uvod do problematiky

Kost mé v lidském organismu mnoho funkci, od opérné a ochranné, pfes rezervoar minerali
(Mardon et al., 2008), az po tvorbu vsech typt krevnich bunék. Kostni tkan prodélava neustalou
remodelaci po celou dobu Zivota. Procesy kostni novotvorby a kostni resorpce jsou tizce spjaté.
Nerovnovaha mezi kostni novotvorbou a kostni resorpci vede k naruSeni procesu remodelace a
funkce kosti a tedy diive ¢i pozd&ji k rozvoji onemocnéni. Osteoblasty a osteoklasty jsou za cely
proces remodelace kosti, jeji riist a odbouravani zodpovédné. Cinnost kostnich bunék je ovlivitovana
vnitinimi pasobky, jako jsou hormony, vitaminy a mineraly, ale reaguji i na vné&j$i podnéty,
chemické nebo mechanické.

Mechanické podnéty piisobici na kost jsou Casto opomijeny, ale o to vétsi je jejich vliv na
stav kostni hmoty, piedevs§im na odolnost kosti vii¢i zlomenin¢. Mechanickym stimulem se rozumi
jakykoliv pohyb a zat€z kosterni soustavy. Kost se vlivem zatéze ptizplisobuje, méni se postaveni
kostnich tramct, jejich orientace, tloustka a tim se zvySuje ¢i snizuje odolnost kosti vi¢i zlomening.

Chemickymi podnéty jsou latky, které se do organismu dostanou ve formé riznych
chemickych sloucenin napt. 1€kli, nebo jako zakladni slozky potravy - cukry, tuky, bilkoviny,
vitaminy a mineraly. Nadbytek ¢i nedostatek potravy anebo zakladnich sloZzek stravy ma negativni
vliv na celkovy zdravotni stav organismu. Otazkou vSak zUstava, jak velky vliv budou mit tyto
zmény na stav kostni tkan¢.

3.1 VySetrovaci metody
K posouzeni stavu kostni hmoty slouzi zobrazovaci metody. Ke specidlnim metodam patii
kostni biopsie, histomorfometricka analyza, scintigrafie a biomechanické testy.

3.1.1 Zobrazovaci metody

Mezi zobrazovaci metody patii rentgen (RTG), metody zaloZzené na absorpci RTG zafeni
(DXA, dvouenergiova rentgenova absorpciometrie), dale ultrazvuk, poéitacova tomografie (CT) -
nejcastéji periferni kvantitativni poéitacova tomografie (pQCT), nebo pQCT s vysokym rozliSenim
(hr-pQCT, high resolution pQCT). Vyuzivaji se i metody bez nutnosti pouziti ionizujici zafeni, jako
magnetickd rezonance (MRI), napt. mikroMRI, anebo metody vyuzivajici vlastnosti radionuklidd,
scintigrafie.

DXA je zakladni metoda pii diagnostice kostnich onemocnéni. Stanovuje se hustota kostni
tkané a obsah mineralu vztazeného na plochu hodnocené oblasti skeletu (BMD — bone mineral
density, g/cm®). Vyuziva slabé rentgenové zafeni o dvou energetickych hladinach, které je po
prachodu kosti pohlceno (Broulik, 2007). Metoda se vyuziva k hodnoceni obratlovych tél, kycle,
kréku femuru, piedlokti, ¢i celého téla, ale 1ze s ni méfit jakoukoliv ¢ast téla.

3.1.2 Biomechanické testovani

Testovani mechanické odolnosti materialu je vyuzivano nejen v medicing, ale i ve stavebnim,
strojirenském a textilnim pramyslu. V mediciné se timto zpGsobem hodnoti vlastnosti uméle
vyrabénych nahrad a sleduji se zmény ve vlastnostech svald, Slach, kosti vlivem riznych podnéti.

Pevnost a elasticita kosti souvisi nejen s vlastnostmi kostni hmoty, jako je celkovy objem
kosti, stupent mineralizace, podil kolagennich a nekolagennich slozek, podil kortikalni a trabekularni
kosti, ale také s architektonickymi vlastnostmi, tedy uspofadanim trabekularni sit¢ a kortikalnich
lamel. Pevnost kosti je dana mineralizaci kosti a elasticita stavem organické slozky kostni tkané.

Testuje se odolnost vici tlaku, odolnosti v torzi a v tahu a k tomu jsou vyuzivany komeréné
dostupné pristroje, jako je napt. Instron (MAY 03, USA), Shenk-Trebel model RTP 0,6, LR5K (J.
Loyd Instruments, UK), nebo tzv. ,custom-made material testing machine®, (tzv. ,,na zakazku‘
vyrobené piistroje), které jsou sice levné, ale nevyhodou je jejich jednoduchost - zaznamenavaji
vétSinou pouze maximalni silu, kterou bylo nutno vyvinout, aby doslo k fraktute.

Modelovym zvifetem pro testovani mechanickych vlastnosti kosti je potkan. K testovani se

pouzivaji jak celé kosti (femur, tibie, humerus, radius, metatarsalni kistky, mandibula (Jiang et al.,
2008), tak casti kosti, kortikalni ¢i trabekularni, upravené do geometrickych tvarti (napft. cylindrit).



Mezi metody testovani kosti v tlaku patii kompresni test a odolnost v ohybu. Nejcastéji
pouzivana metoda je tfibodové ohybani (three-point bending, TPB). Metoda testuje odolnost diafyzy
dlouh¢ kosti vici tlaku, lze testovat také distalni ¢ast femuru, nebo proximalni Casti tibie (Herlin et
al., 2010). Testovana kost se umisti na dvé podpéry, tieti ¢epel plsobi shora doltt kolmo na kost.
Variabilnim parametrem je vzdéalenost spodnich podpér. Dle Turnera a Burra (1993) by méla byt
vzdalenost podpér pevné dana - u samcu potkanti 20 mm a u samic 15 mm, kdy deformace kosti
bude zptisobena jejim ohybanim (Turner a Burr, 1993). Naopak Leppdnen umistil jednu podpéru
pod velky trochanter (trochanter maior) a druhou pod distalni konce femuru, tim byla vzdalenost
pro kazdou testovanou kost jina v zavislosti na velikosti kosti (Leppénen et al., 2006).

Dals$im parametrem je poloha kosti v prubéhu testovani, tedy smér pisobeni cepele. Dava se
prednost testovani v antero-posteriornim sméru (AP) (Jarvinen et al., 1998), ale tato poloha
neodpovida adaptaci kosti na zatéz in vivo. Leppénen et al., (2006, 2010) tedy zvolil smér medio-
lateralni (ML), kdy ma kost nejvétsi elipticky prumér diafyzy. Je nutné ji zafixovat, aby nedoslo
Vv prubéhu testovani k pietoceni. Tim je ovSem kost ovlivnéna vn&jsimi vlivy (Leppdnen et al.,
2006).

Rychlosti ohybaci sily se 1isi dle autora od 0,1 mm/s (Leppéanen et al., 2008) do 50 mm/s
(Stiirmer et al., 2006). Né&kteti autofi aplikuji pfed vlastnim testem jesté stabilizujici napéti od 0,5 N
do 10 N (Stiirmer et al., 2006; Leppénen et al., 2008), které brani pohybu kosti pfi testovani.

Testované kosti je nutné ditkladné a opatrné ocistit a soucasné zabranit vysychani kosti.
Samotny test probiha vétSinou za pokojové teploty, jen lwamoto et al. (2006) testoval téibodové
ohybani v solné 1azni pii teploté 37°C, aby se piiblizil podminkam v organismu.

Kompresni test je vhodny k hodnoceni odolnosti kosti v tlaku. Pied testem je nutné ukotvit
testovanou kost, k tomu se pouziva polyakrylamidova pryskyftice, Kterou se kost zaléva ve fixacnim
zatizeni. Pro testovani odolnosti kr¢ku femuru se pouziva c¢ast femuru ziskand po tiibodovém
ohybani, pfipadné cely femur. Femur je ukotven kolmo a tlak ¢epele plisobi na hlavici ky¢elniho
Kloubu. U obratli ptsobi ¢epel kolmo na vlastni télo obratle s malym stabilizatnim napétim.
Pouzivaji se rychlosti od 0,93 mm/min (Herlin et al., 2010) po 6 mm/min (Brzoska et al., 2005).

Dalsim testem je test torzni, ktery hodnoti smykové napéti pred zlomenim, zaznamenava se
torzni sila (Nm). Pfi piipravé vzorku je nutné zafixovat oba konce kosti pomoci polyakrylamidové
pryskyfice. PouZitim pryskyfice nedojde k drceni konct kosti. PouZiva se tthlova rychlost ota¢eni od
6 °/s (Lepola et al., 1996) po 10 °/min (Moro-Alvarez et al., 2009). Dilezity je také smér torze.

Tahovy test je dalSim typem testu, vyuziva Se pfi testovani elastickych materialti, Slach a
svalu, ptipadné kosti. Kost se upevni za oba konce se stabiliza¢nim napétim (5-10 N) a rychlost
tahové zatéze se lisi: napt. 2 mm/min (Comelekoglu et al., 2007), nebo 1 mm/s (Comelekoglu et al.,
2007). Vzdalenost mezi konci upeviiovaciho zatizeni je napf. 3 mm (Comelekoglu et al., 2007).

3.1.3 Biochemické metody

K zékladnimu biochemickému vysSetfeni patii stanoveni mineralni slozky, koncentrace
vapniku, fosforu a hoté¢iku v séru i vmoci, a stanoveni hormonti ovliviiujicich metabolismus
vapniku: parathormon, kalcitonin a metabolity vitaminu D (kalcitriol, kalcidiol).

Déle se hodnoti vlastni parametry kostniho metabolismu. Mezi markery kostni novotvorby
patii kostni izoforma alkalické fosfatazy (bALP), osteokalcin (OC), amino- a karboxy- terminalni
propeptid prokolagenu typu | (PINP, PICP). Jako ukazatel kosti resorpce se stanovuje amino-
a karboxy- terminalni telopeptidy kolagenu I (NTX-I, CTX-I), tartat-rezistentni kysela fosfataza
(TRACP), ptipadné hydroxyprolin, glykosidy hydroxylyzinu, pyridinolin, deoxypyridinolin. Dale se
stanovuji lokalni ptisobky jako je interleukin 1 a 6 (IL-1, IL-6), tumor nekrotizujici faktor (TNF),
monocyto-makrofagovy faktor stimulujici kolonie (M-CSF), interferon y (INF-y), transformujici
rastovy faktor B (TGF-B) kostni morfogeneticky protein (BMP) a osteoprotegerin (OPG).

Sérové koncentrace celkové ALP informuji o novotvorbé kosti a aktivité osteoklasti, slouzi
napf. K monitorovani anti-resorpéni terapie. Osteokalcin je nekolagenni protein produkovany
osteoblasty, ¢ast se ho uvoliiuje do cirkulace, kde byva degradovan. Ma kratky biologicky polocas,
podléha diurnalnim rytmtm (Racek J., 2006) a je ovlivnén i zanétlivymi onemocnénimi (Vyskoc¢il,
2009). Kostni kolagen je tvofen trojSroubovicovou molekulou a vznika v osteoblastech jako
prokolagen. Na n¢&j jsou napojeny telopeptidy a propeptidy, amoni-terminalni (PINP, NTX) a
karboxy-terminalni (PICP, CTX), kter¢ jsou po odstépeni uvolnény do krevniho obéhu (Merry et al.,
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1976). Koncentrace cirkulujiciho PINP je tmérna mnozstvi nové kostni matrix. Telopeptidy se
uvolfiuji pti odbouravani kolagenu I ptisobenim osteoklastti. Inzulinu podobny rustovy faktor | (IGF-
I) je peptid s uCinky na rist, preziti a diferenciaci bunék a tkani. Sekrece IGF-I je spjata s ristovym
hormonem, stimuluje proliferaci osteoblastl, tvorbu osteoprotegerinu a stimuluje expresi kolagenu
typu | v osteoblastech (Canalis et al., 1995). IGF-I pravdépodobné podporuje osteoklastogenezi
tvorbou RANK-L v osteoklastech (Mochizuki et al., 1992). Kostni morfogenetické proteiny (BMPs,
bone morphogenetic proteins) jsou soucéasti nadrodiny TGFp a hraji roli v bunééné diferenciaci a
funkci osteoblastu.

3.2 Aminokyseliny
3.2.1 Glutamin

Suplementace glutaminem a jinymi aminokyselinami, piredevsim vétvenymi (valin, leucin
a izoleucin) se vyuZziva nejen k regeneraci a rustu svalové hmoty v kulturistice (Shimomura et al.,
2006) nebo v atletice (Gleeson, 2005), ale také k 1é¢bé proteokatabolickych stavu, tj. popalenin,
krvaceni, sepsi (Newsholme a Hardy, 1997) a téZ u pacientl po transplantaci kostni dien¢ (Ziegler et
al., 2002; Mora Lde et al., 2002). Glutamin je neesencialni aminokyselina, podili se na detoxikaci
amoniaku a udrZovani acidobazické rovnovahy (Holecek, 2006), je prekurzorem pro syntézu
glutathionu (Mora Lde et al., 2002).

3.2.2 Arginin

Arginin je podminéné esencidlni bazicka aminokyselina, Arginin je prekurzorem pro syntézu
oxidu dusnatého (NO), kreatinu a polyamini. Suplementace argininem ma pozitivni vliv na
proteinovou bilanci, regeneraci poskozené tkan¢ a imunitni systém (Holeéek, 2006).

3.2.3 Kireatin

Kreatin je neesencialni dusikata latka, ktera slouzi v organismu jako zdroj energie pro mozek
a svaly. Kreatin je vyhledavany sportovci i v medicin€, napf. pii nervosvalovych poranénich (Kley
et al., 2013), u Duchennovy svalové dystrofie (Louis et al., 2003) a brani kostnim ztratam (Chilibeck
et al., 2005), zhorseni hodnot cholesterolu, paméti a inteligence (Rae et al., 2003).

3.2.4 Aminokyseliny s rozvétvenym Fetézcem

Aminokyseliny s rozvétvenym ftetézcem (BCAA, branched-chain amino acids) jsou valin,
leucin a izoleucin. Jedna se o esencialni aminokyseliny, které stimuluji proteosyntézu, jsou
doporucovany u proteokatabolickych stavii. Syrovatka, zdroj BCAA, je uzivana atlety pro regulaci
hmotnosti a tukové tkané (Baer et al., 2011; ma ale i medicinsky vyznam: brani kostnim ztratam
(Zhou et al., 2011; Hannan et al., 2000), zvySuje koncentrace IGF-I (Schiirch et al., 1998).

3.25 Kasein

Kasein je mlé¢ny protein, ktery se oddéluje pfi srazeni mléka spolu s tuky od syrovatky. Je
tvofen vysokym podilen prolinu a hydrofobnich aminokyselin a je vyznamnym zdrojem vapniku a
fosfatl, podporuje absorpci vapniku stfevem.

3.3 Nedostatek nebo nadbytek proteini v potravé

Pfijem proteinii V potravé ma pozitivni vliv na svalovou silu se zlepsenim pohybovych
schopnosti. Pohyb je obecné prospésny pro kost. Piijem proteinii ma pozitivni vliv na BMD, BMC
(obsah mineralu v kosti) a snizuje hladiny markert kostni resorpce (Darling et al., 2009). Jiz 4 tydny
bez pohybu maji negativni vliv na kostni hmotu (Geinoz et al., 1993, Bonjour et al., 2005). Deficit
proteint s nedostatkem vapniku a vitaminu D vede k rozvoji osteopordzy, pievazné u starSich lidi. |
pouhy deficit proteinii mtze snizit kostni sily ovlivnénim mikroarchitektoniky kosti (Kerstetter et
al., 2003), pies pokles hladin IGF-I (Ammann et al., 2002). Nadmérny piijmem proteinti zvySuje
odbouravani kosti zvySenou tvorbou kyselin (Weiss et al., 1981) s poklesem pH. Nepomérem mezi
osteoklasty a osteoblasty nartista riziko osteoporotické zlomeniny (Bonjour, 2005).



3.4 Hladovéni

Hladovéni je stav organismu, kdy nepfijima potravu a vyuziva vlastnich zasob. Ma tii faze:
faze Casna — metabolismus jaterniho glykogenu béhem 2-3 hodin; faze adaptace — metabolismus
tukt béhem 12 hodin; a faze metabolismu svalové tkané, nad 24 hodin (Holeéek, 2006; McCue,
2010).

B¢hem hladovéni se zvySuji pocty receptorii aktivovanych peroxizomovymi proliferatory
gamma (PPARY), s diferenciaci k adipocytim (Gimble et al., 1996), klesaji koncentrace estrogenu a
IGF-1, s moznym tbytkem kostni hmoty (Zhang et al., 2012).

Pfi hladovéni hraji roli i reaktivni formy kysliku (Scherz-Shouval et al., 2007) bud’ jako
signaliza¢ni molekuly (Veal et al., 2007) nebo zabranou autofagie (Desideri et al. (2014). Hladovéni
stimuluje kostni resorpci s uvolnénim vapniku z hydroxyapatitu (Potts, 2005), snizuje télesnou
hmotnost a kostni tkan reaguje kostni resorpci (Frost, 1987; Frost, 2003; Devlin, 2011).

35 Zelezo

Vyznam Zeleza pro kosti ukazuje skuteCnost, Ze osteoblasty jsou citlivé k nadbytku Zeleza,
naopak osteoklasty ne (Weinberg, 2008). Zelezo je mikrobiogenni, neboli stopovy, prvek. Je
soucasti fady enzymd, napf. prolyl a lysyl hydroxylazy, 25hydroxyvitamin D-1-hydroxylazy,
ribonukleotid-reduktazy. Nadbytek zeleza tak i jeho nedostatek muze vést k fadé onemocnéni
(talasémie, srpkovitd anémie, africka sider6za, hereditarni hemochromatéza (HHE). Rovnovaha
Zeleza v organismu je udrzovana pouze absorpci z traviciho traktu.

Az u 50 % pacient, ktefi maji v organismu vys$i koncentrace zeleza, byla zjiSténa
osteoporoza (Weinberg, 2006). Toxicita zeleza pro organismus souvisi s tvorbou volnych radikala
(Matshushima et al., 2001). Lé¢ebna metoda u téchto stavi je flebotomie, neboli odbér 250 — 500 mll
krve (Adams a Barton, 2010), kdy se stimuluje erytropoéza a mobilizuje Zelezo ze zasob.
S flebotomii se setkavame také u darct krve, ktefi jsou naopak ohrozeni nedostatkem zeleza
(Cangado et al., 2001), zvlasté premenopauzalni Zeny. Chronické ztraty krve stimuluji stromalni
a hematopoeticky systém a stavaji se faktorem rozvoje osteoporozy (Gurevitch et al., 2007).

4. Cile disertaéni prace
Cilem diserta¢ni prace bylo sledovat vliv vyzivy, omezeni piijmu potravy, hladovéni a odbéru
krve na mechanické vlastnosti kostni tkané a zmény kostniho metabolismu.

Jednotlivé cile:

1.  vlivaminokyselin a bilkovin:
vliv glutaminu
vliv argininu
vliv kreatinu
vliv vétvenych aminokyselin
vliv kaseinu
vliv realimentace standardni laboratorni dietou
vliv dlouhodobého omezeni pfijmu potravy
vliv kratkodobého hladovéni

2. vliv nadbytku a nedostatku Zeleza:

a. vliv nadbytku Zeleza
b. vliv opakovanych odbéri krve

Béhem studie jsem provadéla:

e zavedeni metodiky testovani mechanickych vlastnosti femuri a tibii

e stanoveni koncentrace kostnich markerl v séru a v kostnim homogenatu metodou
ELISA
stanoveni koncentrace celkového vapniku a Zeleza v séru a v tibii
méfeni kostni mineralni hustoty (BMD) metodou DXA
vyhodnocovani BMD skeletu a téla (pomér svalové a tukové tkang)
preparace femura a tibii z potkana post mortem
piiprava homogenatu z kostni tkané
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5. Experimentalni ¢ast
5.1 Experiment s podavanim aminokyselin a bilkoviny

5.1.1 Experimentalni dieta

Diety se zvySenym obsahem aminokyselin a bilkovin byly pfipraveny ze sypké smesi
standardni laboratorni diety (SLD, VELAS a.s., Lys4 nad Labem, CR) piidanim aminokyselin.

Dieta se zvySenym obsahem glutaminu (GLN) byla ptipravena z 16,6 g glutaminu doplnéné
SLD do celkové hmotnosti 100 g. Dieta obohacena o arginin a kreatin (Arg, Krea) byla piipravena
ze SLD ptidanim argininu ve vysledné koncentraci 10 %, tj. 10 g argininu nebo kreatinu doplnéno
SLD do 100 g. Dieta obohacena o vétvené aminokyseliny (BCAA) byla obohacena o valin, leucin a
izoleucin (1:2:1), tj. 28,7 g smési BCAA doplnéno SLD do 100 g. Dieta obohacena o kasein (KAS)
obsahovala 19,7 g kaseinu doplnéného SLD do 100 g. Vychozi SLD dieta obsahovala 24 %
dusikatych latek.

S vyuzitim kuchyniského robotu na vyrobu klobas (Tefal LE HACHOIRE 710) byly
vytvoreny valecky, které byly poté ususeny v horkovzdusném sterilizatoru (Stericell BMT Medical
Technology s.r.o0., Brno, CR) pfi teploté 55°C. Diety byly skladovany na chladném a suchém misté.

5.1.2 Experimentilni zvirata

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

Samci potkanti kmene Wistar (Biotest a.s., Konarovice) byli chovani ve vivariu Lékatské
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (LFUK-HK) v plastovych klecich (3 kusy/klec) za
standardnich podminek (12 hodin svétlo a 12 hodin tma, teplota 22+2°C, vlhkost vzduchu 30-70 %).
S vyjimkou vybranych skupin, méla zvifata piistup k potravé a vodé ad libitum po celou dobu
experimentu. Vsechny operace byly provedeny Vv celkové anestézii parami éteru ve funkéni
digestofi.

5.1.3 Experiment s dietou obohacenou o aminokyseliny a bilkovinu
Potkani ve véku 6 tydnu s té€lesnou hmotnosti 172,6+3,8g na pocatku experimentu byli
rozdéleni do 8 skupin po 6 zvifatech a krmeni ad libitum dietami:
skupina SLD: krmena standardni laboratorni dietou
skupina GLN: krmena SLD obohacenou o glutamin
skupina BCAA: krmena SLD obohacenou o valin, leucin a izoleucin
skupina KAS: krmena obohacenou o kasein
skupina SLD-R: krmena SLD do konce pokusu (R=realimentace)
skupina KAS-R: krmena KAS a tyden pfed usmrcenim pfevedena na SLD
skupina BCAA-R: krmena BCAA a tyden pied usmrcenim pfevedena na SLD
skupina GLN-R: krmena GLN a tyden pied usmrcenim pievedena na SLD
Za 15 tydnt byla zvitata usmrcena odbérem krve z bifurkace bfisni aorty.
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5.1.4 Experiment s dietou obohacenou o arginin
Potkani s télesnou hmotnosti 23645 g 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 % argininu ad libitum
Po 12 tydnech byla zvifata usmrcena odbérem krve z bifurkace btisni aorty.

5.1.5 Experiment s dietou obohacenou o kreatin
Potkani s télesnou hmotnosti 233+4 g 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 biisni aorty.



5.1.6 Experiment s dlouhodobym omezenim p¥ijmu potravy — parové krmeni

Dalsi dvé skupiny po 6 zvitatech dostavaly stejné mnozstvi diety, které odpovidalo spotiebé
diety u skupiny BCAA krmené ad libitum — tj. parové krmeni vi¢i BCAA

1. skupina SLD-P: krmena SLD v mnozZstvi, které odpovidalo spotiecbé¢ BCAA

2. skupina KAS-P: krmena KAS v mnozstvi, které odpovidalo spotfebé BCAA

Po 12 tydnech byla zvifata usmrcena odbérem krve z bifurkace biisni aorty.

5.1.7 Experiment s kratkodobym hladovénim
Potkani s télesnou hmotnosti 234+4 g byli rozdéleni do dvou skupin po 10 zvifatech:
1. skupina SLD-S byla zivena SLD ad libitum
2. skupina SLD-H zivena SLD ad libitum a 24 hodin pfed usmrcenim hladovéla.

Potkani s télesnou hmotnosti 23544 g byli rozdéleni do dvou skupin po 10 zvifatech:
1. skupina Arg-S byla Zivena SLD obohacenou o0 10 % argininu ad libitum
2. skupina Arg-H Zivena Arg ad libitum a 24 hodin pfed usmrcenim hladovéla.

Potkani s télesnou hmotnosti 23444 g byli rozdéleni do dvou skupin po 10 zvitatech:
1. skupina Krea-S byla zivena SLD obohacenou o 10 % kreatinu ad libitum

2. skupina Krea-H zivena Krea ad libitum a 24 hodin pfed usmrcenim hladovéla.
Po 12 tydnech byla zvitata usmrcena odbérem krve z bifurkace bfisni aorty.

5.2 Experiment s podavanim Zeleza a opakovanymi odbéry krve

5.2.1 Experimentalni dieta

Diety se zvySenym obsahem Zeleza byly pfipraveny pfidanim rozdrcenych tablet Zeleza
(Sorbifer Durules, EGIS Pharmaceuticals Ltd.,, Budapest, Madarsko) s obsahem 100 mg
elementarniho Zeleza Fe** a 60 mg kyseliny askorbové v jedné tableté do standardni laboratorni
diety (SLD). Prvni dieta, 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. V kuchyniském robotu (Tefal LE HACHOIRE 710) byly vytvoteny valecky, které byly
poté ususeny v horkovzdusném sterilizitoru (Stericell BMT Medical Technology s.r.o., Brno, CR)
pii teploté 55°C. Takto piipravené diety byly skladovany na chladném a suchém mistg.

5.2.2 Experimentilni zvifrata

Protokoly pokusti byly schvaleny Odbornou komisi pro ochranu zvitat proti tyrani LFUK-HK
a byly v souladu se spravnou laboratorni praxi (¢. j. 24774/2006-11020).

Zdravi dospéli samci potkani kmene Wistar (Biotest s.r.o., Konarovice, CR) byli chovani
v plastovych klecich (3 kusy/klec) za standardnich podminek (12 hodin svétlo a 12 hodin tma,
teplota 22+2°C, vlhkost vzduchu 30-70 %). Zvitata méla piistup k potravé ad libitum po celou dobu
experimentu. Zvifata krmena SLD pila hotky ¢erny ¢aj ad libitum, ktery byl uvaten z pitné vody, ze
které bylo odstranéno zelezo (Brita Matra, Némecko), ostatni skupiny pily béznou vodu ad libitum.
Vsechny operace byly provedeny v celkové anestézii parami éteru ve funkéni digestofi.

Potkani ve v&€ku 8 tydni (BW 315+7 g) byli rozdéleni do 6 skupin po 6 zvitatech:
skupina SLD byla zivena SLD ad libitum, bez opakovanych odbéra krve

skupina SLD-w byla zivena SLD, opakované odbéry krve 1krat tydné (w)
skupina fe zivena SLD dietou obohacenou o Zelezo v davce 400 mg/ kg diety
skupina fe-w Zivena SLD s Zelezem (400 mg/ kg), odbéry krve lkrat tydné
skupina FE+ byla zivena SLD dietou obohacenou o Zelezo v davce 5 g/1 kg diety
skupina FE+w Zzivena SLD s zelezem (5 mg/ kg diety), odbéry krve lkrat tydné

Odbery krve (1 ml/100 g télesné hmotnosti) byly odebirany tydné z retroorbitalniho plexu
kapilarami do mikrozkumavek s heparinem (Heparin Léciva, heparinum natricum 5 000 m.j/ml,
Zentiva, CR). Po 10 tydnech byla zvifata usmrcena odb&rem krve z bii$ni aorty.
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5.3 Material a metody

5.3.1 Priprava vzorki
Po usmrceni byly zvifatim vyjmuty organy (jatra, slezina, stievo, plice, srdce a ledviny) a
byla zméfena kostni mineralni hustota, poté byly vyjmuty femury, tibie a ¢ast ocasnich obratli.

5.3.2 Homogenizace

Homogenaty byly pfipraveny z proximalni ¢asti tibie (150 mg kostni tkané + 1,5 ml
fosfatového pufru) s pouzitim tfepacky s keramickou kuli¢kou (Lysing Matrix A, MP Biomedicals,
LLC, USA) na piistroji MagNA Lyser (Roche Applied Science, Némecko).

5.3.3 Biochemicka analyza
5.3.3.1 Experiment s podavanim aminokyselin a bilkovin

e Stanoveni kostnich markeriu
Koncentrace kostnich markert v séru (OC, PINP a CTX-I) a v kostnim homogenatu (PINP,
bALP, CTX-I, BMP2 a IGF-I) byla stanovena metodou ELISA s Kity od firmy Immunodiagnostic
Systems Ltd. (Velké Britanie) a Uscnlife Sciences & Technology Co., Ltd. (Cina).

5.3.3.2 Experiment s podavanim Zeleza a opakovanymi odbéry krve
e Stanoveni parametri krevniho obrazu
Byl stanoven krevni obraz a APTT (parcialni tromboplastinovy ¢as) a Quickiv test (INR,
international normalization ratio) (Abbott CELL-DYN 3200 SL, Abbott, IL, USA).
e Stanoveni koncentrace Zeleza, feritinu v séru, obsahu Zeleza a vapniku v
kostech
Koncentrace Zeleza v séru byla stanovena na piistroji Modular Roche, Manheim, Némecko).
Obsah zeleza a vapniku v tibii byl stanoven metodou atomové absorpéni spektrometrie na
analyzatoru AAS DUO 280 Z + 240 FS (Varian Australia Pty Ltd, Australie). Koncentrace feritinu
byla stanovena metodou ELISA (RatFerritin, pg/l, Immunology Consultants Laboratory, Inc., USA).
e Stanoveni kostnich markeri
V séru byly metodou ELISA stanoveny markery kostniho metabolismu: OC, PINP, CTX-I
pomoci kit firmy Immunodiagnostic Systems Ltd. (Velka Britanie).

5.3.4 Denzitometrické vySetieni

Po usmrceni byla zvifatim zméfena celotélova kostni mineralni hustota (BMD, g/cm?)
metodou DXA na piistroji HologicDelphi A (QDR-4500A Elite; Hologic, Waltham, MA, USA).
BMD bylo hodnoceno ve tfech oblastech — femur, bederni a ocasni obratle pouzitim softwaru
uréeného pro méteni malych zvirat (DXA, Hologic, MA, USA). Dale byl stanoven celotélovy obsah
télesného tuku a svalové tkan¢ (leantBMC).

5.3.5 Testovani mechanické odolnosti kostni tkané
e Testovani elektromechanického pristroje ,,custom-made material testing
machine* lamanim sklenénych tycek

Pro validaci metody tfibodového ohybani byl piistroj otestovan lamanim sklenénych tycek
(hematokritovych kapilar).

e Testovani mechanické odolnosti kostni tkané

Mechanicka odolnost kostni tkané¢ byla hodnocena pomoci na zakazku vyrobeného
elektromechanického piistroje (Martin Kosek & Pavel Trne¢ka, Hradec Kralové, CR).

Byla testovana odolnost diafyzy femuru nebo tibie v tlaku pii tzv. tfibodovém ohybani,
odolnost kréku femuru v tlaku a odolnost tibie v torzi. Po celou dobu testovani byly kosti baleny do
gazy namocené ve fyziologickém roztoku k zabran¢ vysouseni.

Pred samotnym testem tfibodovym ohybanim byla zmétena délka, prumér a vyznacen stfed
kosti. Podptrné body byly vzdalené od sebe 18 mm a tfeti bod - valecek o priméru 7 mm zatizil
stfed kosti piedtizenim do 10 N a poté byl spoustén dola rychlosti 6 mm/min (Turner a Burr, 1993).
Kost byla v anteroposteriornim sméru. Snimaci a zobrazovaci jednotky (BURSTER 8435-6005 a
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9180-V3000, Burster praezisiosmesstechnik GmbH, Gernsbach, Némecko) zaznamenaly silu
vyvinutou nakost valeckem v momentu zlomeni. Poté byla mikrometrem zméfena tloustka
kortikalni kostni tkdn€ na distalni ¢asti femuru v misté zlomu.

K testovani odolnosti v torzi byly pouzity tibie. Konec tibie se zafixoval samopolymerujici
pryskyiici (Spofacryl-SpofaDental a.s.; Ji¢in, CR) ve fixaénim zafizeni. Vzdalenost mezi
zatavenymi konci byla 22 mm. Po spusténi piistroje se zacala jedna ¢ast otacet rychlosti 5°/minutu
az doslo ke zlomeni tibie. Druha ¢ast byla fixni. Sila nutna ke zlomeni kosti v torzi byla zmétena
snimaci jednotkou a zaznamenana zobrazovaci jednotkou (BURSTER typ 8651-4500 (0,5 Nm) a
9162-V2000, Burster praezisiosmesstechnik GmbH, Gernsbach, Némecko).

Testovani tlakové odolnosti kré¢ku femuru bylo provedeno po zlomeni femuru. Zlomeny
proximalni konec femuru byl kolmo usazen do samopolymerujici pryskyfice. Na hlavici femuru
kolmo dola v ose femuru tlacila nerezova tycka se zakulacenym koncem s piedtizenim do 10 N a
poté rychlosti 6 mm/min. Maximalni sila vynalozend ke zlomeni kr¢ku femuru byla zmétena
snimadem a zaznamenana zobrazovaci jednotkou obdobné jako u tfibodového ohybani.

5.3.6 Statisticka analyza a zpracovani dat

Statisticka analyza byla provedena na Oddé€leni vypocetni techniky LFUK-HK softwarem
NCSS 2007 (Number Cruncher Statistical System, Kaysville, Utah, USA). Pro porovnani parametr
mezi skupinami Vv experimentu s aminokyselinami a bilkovinami byla jako prvni krok pouZita
analyza rozptylu. Pfi statistické vyznamnosti analyzy rozptylu bylo provedeno mnohonasobné
porovnani Bonferroni test s kontrolou nebo Dunnettv test s kontrolou. Pfi porovnani dvou skupin
(realimentace a parové krmeni) byl pouzit neparovy dvouvybérovy t-test s ptipadnou Bonferroni
modifikaci. Vysledky experimentu s argininem a kreatinem byly statisticky zpracovany programem
SigmaStat 3.1 JandelScientific® (San Rafael, CA, USA) pomoci neparového t-testu a Mann-
Whitney testu. K posouzeni vyznamnosti vysledki 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. Vysledky jsou vyjadieny jako primér +
SD, v ptipad¢€ neparametrickych hodnot jako medidn a 25. a 75. percentil. Hodnoty p<0,05 a nizsi
byly povaZzovany za signifikantni. Hladina vyznamnosti byla zvolena a=0,05.

6. Vysledky

6.1 Validace presnosti pristroje

Vsechny sklenéné tyCky byly stejné dlouhé (75 mm) a jejich hmotnost byla 171,2+4,4 mg.
ZvySovanim poctu lamanych tyCek rovnomérne nartstala sila nutna ke zlomeni. Pfi [amani 15 tycek
bylo nutné vynalozit silu 101,545+9,419 N, tedy blizké sile nutné ke zlomeni kosti.

6.2 Vliv diety obohacené o glutamin

U potkanti sdietou s GLN doslo k mirnému zlepSeni odolnosti femurd pfi tiibodovém
ohybani a byla zaznamenana niz8i télesna hmotnost a procento télesného tuku vs. SLD bez
statistické vyznamnosti. Nebyl zjistén rozdil v biomechanickych vlastnostech pravého ani levého
femuru, ani rozdily v BMD vlivem diety GLN. Koncentrace CTX-I v kostnim homogenatu skupiny
GLN byla signifikantné vyssi (p<0,05), naopak v séru nizsi, ale bez statistické vyznamnosti.
Podobny nevyznamny trend byl sledovan i u ostatnich kostnich markeri, pokles koncentrace PINP a
OC v séru a zvyseni koncentrace PINP a BALP v kostnim homogenatu u skupiny GLN vs. SLD.

6.3 Vliv diety obohacené o arginin

Potkani ziveni dietou Arg (Arg-S) méli vyznamné niz$i obsah télesného tuku (p<0,05),
ptricemz se nelisili v télesné hmotnosti ani spotfebé diety od kontrol (ST1-S). Biomechanické testy
prokazaly, Ze prava tibie skupiny Arg-S je méné odolna viic¢i ohybu (p<0,01) a leva tibie je slabsi v
pruméru (p<0,05) ve srovnani s ST1-S. Ostatni hodnoty (tloustka, torze, primér femura) byly
nesignifikantné nizsi u Arg-S vs. ST1-S. Délka levé i pravé tibie a BMD hodnocenych oblasti byla u
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obou skupin téméet shodna. Koncentrace PINP po 12 tydnech podavani Arg poklesla ve srovnani
s ST1-S (p<0,05), naopak nevyznamné vzrostly hodnoty CTX-I u Arg-S vs. ST1-S.

6.4 Vliv diety obohacené o kreatin

U potkant s dietou Krea bylo niz§i mnozstvi svalové tkané (p<0,05) i obsah tuku (p<0,001),
diety Krea vedlo k mensi tloust’ce pravé tibie ve srovnani s ST1-S (p<0,05), ostatni parametry
biomechanickych vlastnosti kosti se nelisily. V homogenatu kosti skupiny Krea-S nevyznamné
poklesly markery kostniho obratu, PINP, BALP, BMP-2 a CTX-l, krom¢ IGF-I, ktery naopak
nevyznamn¢ vzrostl ve srovnani se skupinou ST1-S.

6.5 Vliv diety obohacené o vétvené aminokyseliny

narust kosti do délky u pravého (p<0,01) i levého femuru (p<0,001) a byla naméfena mensi sily
nutna ke zlomeni levého femuru (p<0,05) ve srovnani se skupinou kontrolni. Primér, tloustka a sila
nutnd ke zlomu kréku byly u BCAA nevyznamné nizsi vs. SLD. U skupiny BCAA poklesly
koncentrace CTX-l vséru (p<0,05) vaci SLD. Nizsi hustota kostniho mineralu byla u potkantu
BCAA v oblasti femuru (p<0,001) a v ocasnich obratlich (p<0,05) vs. SLD. Skupina BCAA méla

Tvwr

6.6 Vliv diety obohacené o kasein

Dieta s kaseinem neovlivnila biomechanické vlastnosti kosti, ani koncentrace kostnich
markerti vséru a kostnim homogenatu ani kostni mineralni hustotu v porovnani se skupinou
kontrolni. Nevyznamné nizsi byla télesna hmotnost a mnozstvi télesného tuku u KAS vs. SLD.

6.7 VIliv realimentace SLD

6.7.1 VIiv realimentace SLD po dlouhodobém piijmu diety obohacené o kasein

U potkant diive Zivenych dietou KAS a po tydenni realimentaci dietou SLD (KAS-R), doslo
k nartistu koncentrace CTX-l vséru (p<0,05) i vkostnim homogenatu (p<0,001) a Kk nartstu
koncentrace PINP v séru (p<0,05) ve srovnani se skupinou KAS. V ostatnich sledovanych
parametrech nedoslo ke zménam ve srovnani s KAS.

6.7.2 VIliv realimentace SLD po dlouhodobém piijmu diety obohacené o vétvené
aminokyseliny
U potkand zivenych dietou s BCAA (BCAA-R) po tydenni realimentaci dietou SLD doslo k
vyznamnému narastu koncentrace CTX-I (p<0,05) a BALP (p<0,001) v kostnim homogenatu vs.
BCAA. Ostatni hodnoty kostnich markerti ani dalSich sledovanych parametrii se nezménily.

6.7.3 VIiv realimentace SLD po dlouhodobém p¥rijmu diety obohacené o glutamin

U potkani GLN-R po tydenni realimentaci dietou SLD nedoslo k zddnému vyznamnému
rozdilu ve sledovanych parametrech ani v biomechanickych vlastnostech vs. GLN. U potkani GLN-
R signifikantné klesla BMD ve femuru (p<0,05) vi¢i GLN. Vlivem realimentace nevyznamné
vzrostla télesna hmotnost a klesl télesny tuk u skupiny GLN-R vs. GLN.

6.8 Vliv dlouhodobého omezeni prijmu potravy — parové krmeni

6.8.1 Parové krmeni standardni laboratorni dietou

U skupiny SLD-P, ktera byla krmena parové vuci skupiné BCAA, byla snizena odolnost ke
zlomeni diafyzy levého (p<0,05) i pravého (p<0,01) femuru vs. SLD ad libitum. Parové krmeni
vedlo k niz§imu nartstu té€lesné hmotnosti (p<0,05) i télesného tuku (p<0,01) vs. SLD ad libitum.
Kostni mineralni hustota byla nizsi v oblasti femuru (p<0,01) u skupiny SLD-P vs. SLD ad libitum.
Omezené mnozstvi diety neovlivnilo kostni markery ani biomechanické vlastnosti kosti. Pfi
porovnani skupin SLD-P a BCAA (ob¢ piijimaly stejné mnozstvi potravy, ale s jinym obsahem
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proteinti) méli potkani SLD-P vyssi télesnou hmotnost (p<0,05), delsi levy (p<0,001) i pravy femur
(p<0,01) a nizsi koncentrace PINP v kostnim homogenatu (p<0,05) oproti skupiné BCAA.

6.8.2 Parové krmeni dietou obohacenou o kasein

U skupiny KAS-P, zZivené dietou sKAS ve stejném mnozstvi jako skupina BCAA,
vyznamné poklesla odolnosti kr¢kt femurd v tlaku (vpravo p<0,05, vlevo p<0,05) vs. KAS ad
libitum. Nebyly nalezeny zmény v biomechanickych vlastnostech, v kostnich markerech, ani
KAS-P vs. KAS ad libitum. I pfes stejné mnozstvi pfijimané potravy, ale s rozdilnym slozenim
bilkovin, méla skupina KAS-P delsi levy (p<0,001) i pravy (p<0,01) femur, vétsi primér pravého
femuru (p<0,05), odolngjsi levy femur pfti tiibodovém ohybani (p<0,05), vys$§i hodnoty kostni
mineralni hustoty v bedernich (p<0,05) a ocasnich obratlich (p<0,05) a vyssi télesnou hmotnost
(p<0,05) vuci skupiné BCAA. V koncentracich kostnich markerd v kostnim homogenatu nebyly
zjistény rozdily.

6.9 VIliv kratkodobého hladovéni

6.9.1 VIiv kratkodobého hladovéni po prijmu standardni laboratorni diety

Vlivem 24hodinového hladovéni u skupiny Zivené standardni laboratorni dietou (ST1-H)
poklesla télesna hmotnost (p<0,001), mnozstvi télesného tuku, dale byla nalezena vétsi tloustka
kortikalni kosti (p<0,05) a vétsi odolnost v torzi (p<0,01) pravé tibie vici skupiné nehladovéjici
(ST1-S). Biomechanické vlastnosti kosti, koncentrace kostnich markeri v kostnim homogenatu a
kostni mineralni hustota nebyly hladovénim ovlivnény.

6.9.2 VIiv kratkodobého hladovéni po piijmu diety obohacené o arginin

Hladovéni vedlo u skupiny zivené dietou s argininem (Arg-H) k poklesu té€lesné hmotnosti
(p<0,01), kmensi tloustce kortikalni kosti pravé tibie (p<0,05) a K nartstu koncentrace IGF-I
v homogenatu kosti (p<0,05). Hladovéni nevedlo ke zménam v biomechanickych vlastnostech
kosti, v Koncentracich kostnich markerti v kostnim homogenatu ani ke zménam v kostni mineralni
hustoté.

6.9.3 VIliv kratkodobého hladovéni po pFijmu diety obohacené o kreatin

Vlivem hladovéni skupiny s dietou s kreatinem (Krea-H) klesla t€lesna hmotnost (p<0,001),
zvétSila se tloustka kortikalni kosti levé tibie (p<0,001), vzrostla koncentrace BMP2 v kostnim
homogenatu (p<0,05) vici nehladovéjici skuping Krea-S. Nezménily se dal§i parametry, tj. mnoZzstvi
svalové a tukové tkang, biomechanické vlastnosti kosti, kostni markery, kostni mineralni hustota.

6.10 Vliv Zeleza a opakovanych odbéri krve

6.10.1 Vliv nadbytku Zeleza v dieté

Nadbytek Zeleza v potravé zvysil koncentrace hemoglobinu (FE+ vs. fe, p<0,01, FE+ vs.
SLD, p<0,05), Zeleza v séru (FE+ vs. fe, SLD; p<0,001), obsah Zzeleza a vapniku v kosti (FE+vs.
SLD, p<0,001; fe vs. SLD, p<0,01) ve srovnani s kontrolou SLD, nartist pfimo umérmné zavisel na
davce zeleza. Naopak poklesly pocty erytrocyti u obou diet s zelezem (FE+ vs. SLD, p<0,001; fe vs.
SLD, p<0,05) vs. SLD. Diety se Zelezem nenavodily rozdily v télesné hmotnosti zvifat, koncentraci
feritinu a kostnich markerd, ani v hustoté kostniho mineralu a mechanickych vlastnostech kosti.

6.10.2 Vliv opakovanych odbéru krve u jednotlivych typu diet

Opakované odbéry krve v mnozstvi 0,5 ml/100 g télesné hmotnosti u skupiny krmené SLD
(SLD-w) vedly vici SLD k poklesu poctu erytrocyti (p<0,05) a ke zvySeni obsahu vapniku v Kosti
(p<0,01). U skupiny s vyssi davkou zeleza (FE+w) poklesly po odbérech krve poéty leukocyta
(p<0,05) a poklesly koncentrace zeleza v séru (p<0,05). Vlivem krevnich odbéri u vsech skupin
nesignifikantné klesl pocet erytrocyti, leukocytt, sérové koncentrace feritinu a zeleza, obsah Zeleza
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v Kosti, narust t€lesné hmotnosti a nesignifikantné vzrostla koncentrace OC u skupin se Zelezem.
Hodnoty dalSich markert kostniho obratu se vlivem odbéri nezménily. U zadné z diet nevedly
opakované odbéry krve ke zméné hustoty kostniho mineralu ani biomechanickych vlastnosti kosti.

7. Diskuse
7.1 Vliv diety obohacené o glutamin na metabolismus kosti

Glutamin je vyuzivan jako doplné€k stravy sportovci ¢i pii 16€bé zavaznych stavu. Proto se
vétSina autorii zabyvala jeho vlivem na svalovou hmotu, jatra nebo imunitni systém, ale velmi malo
se zabyvali vlivem na kostni tkan (Ziegler et al., 2002; Mora Lde et al., 2002; Tatara et al., 2004;
Tatara et al., 2005; Tatara et al., 2007; Andersen et al., 2008; Schiirch et al. 1998). V experimentu
jsme pozorovali ve shod¢ s literaturou men$i narust télesné hmotnosti a niz§i obsah tuku
v organismu vs. SLD. Obeid et al. (2005) pozoroval niz$i narist télesné hmotnosti u potkanu
krmenych glutaminem (40 g/1 kg diety). SpiSe existuji prace zabyvajici se vztahem kosti a alfa-
ketoglutaratu (AKG), ktery je prekurzorem pro syntézu glutamatu a glutaminu. Po dlouhodobém
podavanim AKG krocanum (Tatara et al., 2004) a prasnicim (Andersen et al., 2008), byl
zaznamenan narast kortikalni a trabekuldrni kosti tibie a femuru a také jejich vétsi mechanickou
odolnost. Podobné v nasem experimentu jsme zjistili nesignifikantni zlepSeni biomechanickych
vlastnosti. Efekt mize byt zprostfedkovan vy$si dostupnosti prolinu, ktery je kliCovy v tvorbé
kolagenu (Seibel, 2005), nebot’ Tatara et al. (2005) zjistil jeho zvySeni po podani AKG. U potkant
GLN byly i vyssi lokalni koncentrace markerti kostniho metabolismu, zvlasté CTX-I.

Domnivame se, Ze pozitivni vliv glutaminu byl zajistén jeho deaminaci na glutamat, ktery
ovlivituje anabolické zmény v osteocytech pomoci glutamatergni inervace (Andersen et al., 2008).

7.2 Vliv diety obohacené o arginin na metabolismus kosti

U potkanti zivenych dietou s argininem byl vyznamné sniZeny obsah télesného tuku ve
srovnani s kontrolou, ale bez rozdilt télesné hmotnosti a spotieby diety viici ST1-S. Je prokazano, ze
ptijem L-argininu v potravé sniZzuje obsah bfisniho tuku, hladinu cholesterolu a triglyceridi u
brojlerti (Fouad et al, 2013). Kulturisté piijimaji vy$si davky L-argininu, protoze stimuluje nartstu
télesné hmotnosti i svalové hmoty. V nasem experimentu jsme toto nepotvrdili.

Mensi primér diafyzy pravé tibie, mensi odolnost pfi tfibodovém ohybani levé tibie
koresponduji se zménami v metabolismu kosti (vyznamny pokles PINP, mirny nartist CTX-I). Tyto
zmény ukazatell kostniho metabolismu souvisi s tvorbou matrix, nemusi ale souviset s naslednou
mineralizaci kostni matrix. NaSe vysledky nejsou v souladu s nasledujicimi vysledky. Pozitivni vliv
podavani argininu na tvorbu kostniho kolagenu i na kostni mineralni hustotu byl sledovana u
mladych samic potkant (Choi a Chang, 2013). U postmenopauzalnich Zen, S pfijjmem argininu 3X
denné po 6 mésic, zjistili nartst koncentrace PICP, ale nenalezli zmény v koncentraci IGF-I a
hodnotach BMD, coz dle autorti souvisi s formou podavaného argininu (Baecker et al., 2005).
Autofi uzaviraji, ze L-arginin, jakozto prekurzor NO (Castillo et al., 1993) muze zvysit produkci NO
a tak pozitivn¢ ovlivnit metabolismus kosti.

Domnivame se, ze maly efekt diety Arg by mohla zpusobit jeho horsi dostupnost pii uziti
per 0s, coz bylo zjisténo nékterymi autory (Bode-Boger et al., 1998; Castillo et al., 1993). V jinych
studii (Blum et al., 2000, Hurson et al., 1995) autofi prokazali, ze L-arginin indukuje uvoliovani
rustového hormonu, coz nasledné vede ke zvyseni IGF-I v séru. Tento efekt jsme nepotvrdili, spise
naopak IGF-l mirn¢ pokles v kostnim homogenatu. Novéjsi prace naopak naznacuji, ze podani L-
argininu nestimuluje sekreci riistového hormonu, kortizolu, ani IGF-I (da Silva et al., 2014).

Hor$i mechanické vlastnosti kosti potkani Arg, jakozto nasledek snizené novotvorby a
zvyseného odbouravani kosti, mohou souviset s poklesem tukové tkané v organismu. Klicovym
faktorem ale zGstava doba, zptisob podani a chemické slozeni podavaného argininu.

7.3 Vliv diety obohacené o kreatin na metabolismus kosti

Potkani ziveni dietou s kreatinem méli niz§i mnozstvi svalové a tukové tkané vaci ST1-S,
ptesto nebyly rozdily v nartstu hmotnosti mezi skupinami. Témito vysledky jsme v rozporu s
literaturou, kde podavani kreatinu zvysuje télesnou hmotnost, svalovou hmotu, silu a odolnost viici
unavé (Chrusch et al., 2001) a zlepSuje vykon pii kazdodennich ¢innostech (Gotshalk et al., 2008;
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Rawson a Clarkson, 2000; Rawson et al., 1999; Stout et al., 2007). Vyssi mnozstvi svalové tkané je
vyhodné pro kostni tkan, nebot’ brani zhorSovani osteopordzy (Crepaldi a Maggi, 2005), snizuje
pocty padu (Clegg et al., 2013). Nizsi télesna hmotnost, mén¢ svalové i tukové tkané méné stimuluje
kosti, coz vede k adaptaci s nizsim obsahem kostni hmoty (Vyskoc¢il, 2009). Mnozi autofi naopak
nenasli zadny dikaz o pozitivnim u¢inku kreatinu na svalovou silu (Bemben et al., 2010; Bermon et
al., 1998; Eijnde et al., 2003; Eliot et al., 2008).

Ve studii Antolica et al. (2007), kde se zlepsily parametry a mechanické vlastnosti femura
vlivem kreatinu, jsme shodné nalezli narast kostni mineralni hustoty, ale naopak poklesla tloustky
pravé tibie a zhorsila se mechanicka odolnost tibie skupiny Krea-S. Pokles novotvorby kosti byl
kompenzovan nartstem koncentraci IGF-l1 Vv kostnim homogenatu vs. ST1-S. Ve studiich
s kreatinem u muzt zjistili zvySeni kostni mineralni hustoty v bederni patefi (Louis et al., 2003;
Tarnopolsky et al., 2004) a v oblasti horni konéetiny (Chilibeck et al., 2005). U ovariektomovanych
samic potkant doslo k zvySeni obsahu fosfatu v bedernich kostech, coz svédéi o zlepseni kvality
kosti (de Souza et al., 2012). Pozitivni vliv kreatinu na mensi ubytek BMD kr¢ku femuru a narGst
tloustky kosti femuru byl zjistén u postmenopauzalnich Zen (Beck et al., 2011), u Duchennovy
svalové dystrofie a u starSich trénujicich osob (Louis et al., 2003, Chilibeck et al., 2005).

Koncentrace vSech kostnich marker u potkan Krea byly nevyznamné nizsi. Domnivame
se, ze utlum kostniho obratu, miZze vést findlné k naristu mnozZstvi kostni tkané. Nebot’ kreatin
stimuluje vyvoj a diferenciaci kostnich bunék, zvySuje metabolickou aktivitu a diferenciaci
osteoblastti a d&je zavislé na energii kreatinkinazové reakce (Antolic et al., 2007, Funanage et al.,
1992, Gerber et al., 2005). I pfesto na zaklad¢ naSich vysledkti se domnivame, Ze kreatin podavany
v 10% koncentraci mél spiSe negativni vliv na kvalitu kostni tkan¢.

7.4  Vliv diety obohacené o vétvené aminokyseliny na metabolismus kosti

Sledovali jsme zmény stavu kostni hmoty vlivem vétvenych esencialnich aminokyselin:
valin, leucin, izoleucin. BCAA jsou vyuzivany jako doplnék stravy sportovct, ale také u
nemocnych, nejcastéji pii popaleni nebo sepsi. Vliv BCAA byl spise vénovan vlivu na svalovou
hmotu, na kostni tkafi minimalné s rozporuplnymi zaveéry.

V experimentu Aparicio et al. (2011) s potkany méla vysokoproteinova dieta s obsahem
syrovatky, zdrojem BCAA, ochranny efekt na kostni mineral a snizila hladiny cholesterolu ve
srovnani s kontrolou. Potkani méli nizsi pfijem potravy, nizsi procento tuku a vyssi nardst svali ve
srovnani se standardni dietou, ale nedoslo k ovlivnéni kostni hmoty. Efekt vysokoproteinové diety
souvisi s potfebou dostate¢ného piijmu vapniku, drasliku a jinych minerali spole¢né s proteiny
a aminokyselinami (Massey, 2003). V nasi studii jsme neprokazali pozitivni vliv zvySeného piijmu
proteinu na funkci osteoblastil u zvifat zivenych BCAA. Vlivem diety BCAA byl vyznamné mensi
nartst obou femurid do délky, mensi sila nutna ke zlomeni levého femuru, pokles koncentrace CTX-I
Vv séru, niz$i narist té€lesné hmotnosti a niz§i kostni mineralni hustota v oblasti ocasnich obratld a
femuru vs. SLD. I u ostatnich hodnocenych parametrti jsme zaznamenali nesignifikantni pokles.

Tuk a BMI maji inverzni vztah ke kostni resorpci a pozitivni vztah ke kostni hmote. Vyssi
télesnd hmotnost vede ke zvysSené stimulaci kosti a tim k vyssi kostni hmoté (Vysko¢il, 2009;
Mardon et al., 2008). Tuk je tedy ,,ochrancem* kosti. U skupiny BCAA, ktera méla vyznamné nizsi
narust télesné hmotnosti vici SLD skuping, se ochranny efekt tuku na kostni tkan neprojevil.

Suplementace esencialnimi aminokyselinami (leucin, lyzin, izoleucin, fenylalanin, valin
atd.) u samic potkanti s ovariektomii a nizkoproteinovou dietou zlep$uje mechanické vlastnosti kosti
pravdépodobné pres narust koncentrace IGF-I (Ammann et al., 2002). V nasem experimentu se
zdravymi samci potkanti jsme vSak toto zlepseni mechanickych vlastnosti kosti nepozorovali.

Domnivame se, ze nami zjisténé zmény v kostni tkani vlivem BCAA, které nasveédcuji spise
zhorSeni stavu kostni hmoty, a vySe popsany efekt hmotnost na kostni hmotu je vyvolan nejen
obsahem BCAA v dieté, ale také snizenym piijmem diety, nejspis pro chut'ovou neatraktivnost.

7.5 Vliv diety obohacené o kasein na metabolismus kosti
V experimentu byl pro sledovani zmén stavu kostni hmoty vybran kasein jako proteinova
kontrola, v jejimz slozeni jsou zastoupeny vSechny aminokyseliny v idealnim procentudlnim slozeni.
Vlivem diety s kaseinem podavané zdravym potkanim po 15 tydnt v davce 19,7 g/100g
SLD nedoslo k ovlivnéni parametri kosti, mechanickych vlastnosti, koncentraci kostnich markeru,
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ani ke zménam v kostni mineralni hustoté ve srovnani s kontrolou SLD. Byl pozorovan nevyznamné
niz§i nardst t€lesné hmotnosti a obsahu télesného tuku ve srovnani s kontrolou.

Proteiny maji na kost pozitivni vliv pfevazné zvysenim hladiny IGF-I, klicového regulatoru
kostniho metabolismu (Canalis et al., 1993), jehoz hladiny jsou tzce spjaty s nutriénim stavem,
obzvlasté s pfijmem proteinti (Chevalley et al., 2010). IGF-I je znam svym pozitivnim u¢inkem na
kostni tkan - stimuluje rist kostni hmoty, podporuje diferenciaci a metabolickou aktivitu osteoblastii
a kostni mineralizaci (Gerber et al., 2005).

Kvalita podavaného proteinu ma na stav kosti maly vliv. I kdyz bylo ve studii Mardon et al.
(2008) u zvifat krmenych kaseinem prokazano vys$§i mnozstvi trabekul, vyssi hodnoty BMD a
koncentrace osteokalcinu viaéi skupiné Zivené syrovatkou. Tento nalez souvisi pravdépodobné s
pomalym vstiebavanim kaseinu a s tim souvisejici pomalejsi pokles pH organismu. Cim pomale;jsi
pokles pH organismu, tim 1épe dokaze organismus udrzet acidobazickou rovnovahu a zabranit tak
uvolfiovani vapniku z kosti a tim jejich resorpci (Mardon et al., 2008).

Mardon et al. (2009) nenalezl u potkant pii podavani diety s obsahem 26 % kaseinu zmény
télesné hmotnosti, BMD, biomechanickych vlastnosti a kostnich remodela¢nich markerti ve srovnani
s kontrolou. Autofi pfipisuji tento vysledek malym rozdilim v obsahu proteinti ve vysokoproteinové
a standardni laboratorni dieté, 26 % vs. 13 %. Naopak Amanzadeh et al. (2003) prokazal
hyperkalcitirii a hypocitratarii a ztratu kostni hmoty vlivem suplementace dietou s obsahem 48 %
kaseinu u 8 tydennich samci potkant. Rozdil v obsahu proteinii mezi experimentalni skupinou a
kontrolni byl v této studii vyssi (48 % vs. 12 %). Neni jasné, zda kostni ztraty jsou zpiisobené piimo
zatizenim kyselinami, nebo k nim dochazi sekundarné vlivem prostaglandinti nebo cytokinti. V nasi
studii jsme podavali dietu s obsahem 20 % kaseinu a nase vysledky jsou v souladu s vysledky
Mardon et al. (2009).

Ovariektomované samice nebo orchiektomovani samci potkani jsou pouZzivani jako model
osteoporozy u lidi. U starSich lidi S osteoporozou se také ¢asto setkavame s proteinovou podvyzivou.
Jak jiz bylo zminéno je proteinova podvyziva Uizce spjata se snizenou koncentraci IGF-I, kli¢ovym
regulatorem metabolismu kosti (Chevalley et al., 2010).

Na zvitecich modelech osteoporozy, navozenou ovariektomii a proteinovou podvyzivou, byl
sledovan pozitivni vliv suplementace mléénymi proteiny zvySenim hladiny IGF-I stimulujici kostni
novotvorbu (Ammann et al., 2002). Ovariektomie zhorSuje stav kosti pievazné trabekularnich.
Deficit estrogent pfili§ neméni kortikalni kostni hmotu, alespon tedy u hlodavct. Naopak snizeny
pfijem proteinti ovlivituje hlavné kortikalni kostni hmotu. Coz mize byt vysvétleno tim, Ze na rozdil
od ovariektomie, deficit pfijmu proteint nevede ke zvys$eni hladin IGF-I (Ammann et al., 2002).

Schiirch et al. (1998) ve své studii zjistil, Ze pfijem mléénych proteint u lidi s frakturou
krcku kosti stehenni vede k vy$sim hladinam IGF-I, snizuje kostni ztratu v oblasti proximalniho
femuru a zkracuje dobu hospitalizace. Ve studii se star§imi pacienty s vy$§im piijmem proteint byly
nalezeny vyS$§i hodnoty BMD kr¢ku femuru a také lepsi svalova silu a vykon (Geinoz et al., 1993).

Nékteré studie prokdzaly ovSem i negativni vliv proteind na kost. Studie u Zen s
vysokoproteinovou dietou ukazaly, ze vlivem diety stoupa kostni resorpce a u zvitat vede K vyssimu
vyskytu fraktur predlokti a kycle (Sellmeyer et al., 2001; Weiss et al., 1981, Talbott et al., 2001).

V nasi studii jsme neovlivnili stav kostni hmoty suplementaci kaseinem. Domnivame se, ze
pozitivni vliv kaseinu na kostni hmotu jsme neprokazali, protoZze se jednalo o zdravé nekastrované
samce a negativni uCinek se neprojevil v zavislosti na koncentraci kaseinu v potrave, ktera se
pohybovala ve ,,fyziologickych davkach®.

7.6  VIliv realimentace SLD na metabolismus kosti

7.6.1 Vliv realimentace SLD po dlouhodobém prijmu diety obohacené o kasein

Vlivem realimentace SLD po 14 tydnech diety s nadbytkem kaseinu doslo k vyznamnému
navySeni koncentraci CTX-l v séru a v kostnim homogenatu a PINP v séru viaci skupiné bez
realimentace. ZvySena koncentrace PINP v séru naznaCuje stimulaci tvorby nové kostni matrix.
Naopak naruast koncentrace CTX-1 jak v séru, tak kostnim homogenatu hovoti pro zvySenou resorpci
Kosti.

Domnivame se, ze realimentace SLD po dlouhodobém piijmu diety KAS vede ke zvyseni
kostniho obratu, ktery se nestihl odrazit ve zménach mechanickych vlastnosti kosti, ani v BMD.
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7.6.2 Vliv realimentace SLD po dlouhodobém prijmu diety obohacené o vétvené

aminokyseliny

Vlivem 1 tydenni realimentace na SLD doslo k vyznamnému nardstu koncentrace BALP a
CTX-1 v homogenatu kosti. Hodnota koncentrace CTX-I dosahuje piili§ velkych odchylek, proto je
potfeba tento vysledek opatrné interpretovat. Zvysend koncentrace BALP svéd¢i pro zvySenou
kostni tvorbu. Dale doslo k nesignifikantnimu nardstu télesné hmotnosti bez vlivu na mnozstvi
tukové tkané. Mirné navyseni celkové télesné hmotnosti po 1 tydnu realimentace SLD opét svédéi
pro neatraktivnost diety obohacené o BCAA. Doba realimentace byla vsak piili§ kratka, aby se jeji
efekt mohl projevit ve zméné mechanickych vlastnosti kosti nebo v BMD.

7.6.3 VIliv realimentace SLD po dlouhodobém prijmu diety obohacené o glutamin
Vlivem 1 tydenni realimentace SLD u skupiny krmené dietou se zvySenym obsahem
glutaminu doslo ke snizeni BMD pouze v oblasti femuru. Stejné jako u skupiny BCAA-R je vlivem
realimentace u skupiny GLN-R patrny nesignifikantni narast télesné hmotnosti S mirnym poklesem
obsahu tukové tkané. Domnivame se, ze pti dlouhodobé&jsim ptisobeni realimentace SLD by mohlo
nasledné dojit k ovlivnéni biomechanickych vlastnosti kosti i koncentraci kostnich markert.

7.7  Vliv dlouhodobého omezeni pfijmu potravy - vliv parového krmeni
na metabolismus kosti

Princip parového krmeni spoc¢iva v podavani piresné¢ odméfenych davek krmeni dle
porovnavané skupiny. V nasem piipadé jsme omezili mnozstvi podavané SLD a diety KAS dle
spotieby diety BCAA podavané ad libitum. Tyto skupiny s parovym krmenim jsme porovnavali jak
se skupinami krmenymi stejnou dietou ad libitum, tak se skupinou krmenou dietou BCAA.
V experimentu bylo hodnoceno, zda sledované parametry jsou ovlivnény kvalitativnim nebo
kvantitativnim sloZzenim diety.

Vlivem parového krmeni, bylo u skupiny SLD-P i KAS-P ve srovnani se skupinou krmenou
stejnou dietou ad libitum (SLD, KAS) zjisténo statisticky vyznamné zhorSeni tfibodového ohybani u
obou femurd, nizs8i narust t€lesné hmotnosti a sniZzeni obsahu celkového télesného tuku.

Porovname-li parové krmené skupiny SLD-P a KAS-P se skupinou BCAA krmenou ad
libitum, dojdeme k zavéru, ze obé& parové skupiny méla signifikantné lepsi parametry kosti, KAS-P
navic vétsi mechanickou odolnost LF, vyssi nartst télesné hmotnosti a vy$§i BMD. Vyznamnou roli
tedy hraje i sloZzeni podavané potravy.

Domnivame se, Ze zhorSeni stavu kosti jak u skupiny BCAA v pfedchozim experimentu, tak
u parové krmenych skupin, je tedy pravdépodobné zplisobeno nékolika izce souvisejicimi faktory,
jako je niz8i narist télesné hmotnosti, tedy ¢im mensi zvife, tim mensi mechanicka stimulace kosti
vedouci ke krat$im a slabsim kostem. V souvislosti s nizs§i hmotnosti odpada dobfe zndmy ochranny
vliv tuku na kostni tkan. Pokles mechanické stimulace kosti by pravdépodobné mohl souviset se
signifikantnim poklesem koncentrace markeru kostni novotvorby (PINP) a mirnym nartstem
koncentrace markeru kostni resorpce (CTX-I) v kostnim homogenatu, které jsou patrné u vsech
skupin parové krmenych ve srovnani se skupinami krmenymi ad libitum i skupinou BCAA, i kdyz
vétSinou nejsou signifikantni. Tento pokles kostniho obratu mize byt dal§im faktorem vedoucim ke
zhorseni stavu kostni hmoty pozorovaného u dlouhodob¢ hladovéjicich skupin zvitat.

Ovsem velky vliv na zmény v kostni hmoté ma také kvalitativni sloZeni diety. VUci skupiné
BCAA byl u obou parové krmenych skupin lepsi stav parametri kosti, mechanickych vlastnosti
kosti 1 vetsi nartst télesné hmotnosti. Dilezity je tedy nejen dostatecny piijem potravy, ale také
kvalitativni sloZeni pfijimané potravy.

7.8 VIliv kratkodobého hladovéni na metabolismus kosti

7.8.1 Vliv kratkodobého hladovéni po piijmu standardni laboratorni diety
Hladovéni po dobu 24 hodin pfed usmrcenim vedlo u skupiny ST1-H krmené standardni
laboratorni dietou k poklesu mnozstvi télesného tuku. Hladovéni vedlo k poklesu tloust’ky kortikalni
kosti a odolnosti v torzi a nevyznamné u tiéibodového ohybani jen u pravé tibie vs. ST1-S.
Osteoblasty a adipocyty pochazeji ze stejné populace mezenchymalnich kmenovych bunék
(Hong et al., 2005). Mezi nimi je udrzovana dynamicka rovnovaha, odklon od linie osteoblastti vede
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ke zvysené produkci adipocytii (Muruganandan et al., 2009, Nuttall a Gimble, 2004). V soucasné
dobé je tukova tkain chipana nejen jako zdroj energie, ale produkci adipokinii ma mnoho dalSich
uloh v organismu. Podili se na fad¢ riznych funkci véetné metabolismu kosti (Scotece et al., 2014).

Domnivame se, Ze pii kratkodobém hladoveéni u potkanti s dostatkem tukové tkané je kostni
tkan Setfena a nepfesméruje metabolismus kosti ke zvySené osteoresorpci. Pfedpokladame, Ze jiz po
24 hodinéach hladovéni mtze kostni tkan dostavat informace o poklesu télesné hmotnosti a mnozstvi
tukové tkan¢ a mlze se pripravovat i na odpovidajici zmény v kostnim metabolismu, vedouci v
koneéném duasledku k poklesu pevnosti kosti. Tuto hypotézu bude jesté nutné ovéfit.

7.8.2 VIliv kratkodobého hladovéni po pFijmu diety obohacené o arginin

Hladovéni po dobu 24 hodin vedlo u skupiny krmené dietou obohacenou o 10 % arginin
K poklesu télesné hmotnosti, ale ne k poklesu télesného tuku a svalové tkané. Domnivame se, ze
zvirata sice neméla nadbyte¢ny tuk, ktery by mohla v dobé hladovéni odbouravat, ale i tak dokazala
hladovéni velmi dobfe kompenzovat.

Podle Fouarda et al. (2013) dlouhodoby piijem argininu ma pozitivni vliv na obsah tuku
v téle. U potkanti zivenych argininem jsou v metabolismu piednostné utilizovany mastné kyseliny,
coz je doprovazeno nizkou hladinou IGF-I (Fazeli et al., 2010a). Nalez niz§ich hodnot IGF-I
U potkani Arg-S vs. ST1-S tuto metabolickou cestu spi§ potvrzuje. Koncentrace IGF-I v kostnim
homogenatu vyznamné vzrostly teprve po 24 hodinach bez diety s argininem. Domnivame se, Ze
timto naristem by mohl byt obnoven efekt IGF-1 na tvorbu kosti (tj. tendence k vzestupu BALP).

Jedna z teorii vysvétlujici vliv argininu na kostni tkan, je pfes jeho metabolit, oxid dusnaty
(NO). L-arginin, jakozto ptirozeny prekurzor NO, mize zvysit produkci NO a pozitivné tak ovlivnit
metabolismus kosti (Baecker et al., 2005; Castillo et al., 1993). Piedpokladame, ze u potkand s
dietou Arg, vzrostla tvorba NO, ale bez kone¢ného pozitivniho efektu. Mnohé prace totiz tvrdi, ze
vhodné&jsi nez kontinualni podavani NO je jeho intermitentni aplikace (Wimalawansa et al., 1997).

Hladovéni po dobu 24 hodin bylo pfilis kratkodobé, aby navodilo jednoznacné zmény v
biomechanickych vlastnostech nebo v hodnotach BMD.

7.8.3 VIliv kratkodobého hladovéni po prijmu diety obohacené o kreatin

V ptedchozi studii S podavanim Kreatinu jsme sice neprokazali zmény v biomechanickych
vlastnostech kosti, pfesto se domnivame, ze dieta Krea méla spiSe negativni vliv na kostni tkan.
Proto predpokladame, ze vysazeni diety bohaté na kreatin se odrazilo v kostni tkani pozitivné — vétsi
tloustka kortikalni kosti, nartist koncentrace BMP2. Je pravdépodobné, Ze mohly jesté pretrvavat
urcité zasoby kreatinu nebo jeho sloucenin v téle potkanti a tim oddalit efekt jeho nedostatku.

7.9 Vliv Zeleza a opakovanych odbéru krve na metabolismus kosti

V nasem experimentu jsme se snazili podavanim zeleza v nadbytku a opakovanymi
krevnimi odbéry navodit situaci podobnou u darct krve, ktefi z diivodii pravidelnych ztrat krve casto
uzivaji preparaty zeleza. Sledovali jsme jak vliv samotného Zeleza na kostni tkan, tak vliv
opakovanych odbéri krve u zdravych samct potkant.

7.9.1 Vliv nadbytku Zeleza v dieté

Potkantm po 10 tydni byla davana dieta se zvySenym obsahem Zeleza, ve dvou
koncentracich, 400 mg/kg diety, kterd odpovida 12nasobku mnozstvi podavanému primérnému
dospélému ¢loveéku a 5 g/kg diety, coz odpovida 150nasobku ptijmu u ¢lovéka.

Vlivem diet obohacenych Zelezem byl pozorovan vzrustu hladin hemoglobinu, koncentrace
zeleza séru a obsahu Zeleza a vapniku v kosti, naopak byl paradoxné pozorovan pokles poctu
erytrocytt. Guggenbuhl et al. (2008) piedpoklada, ze zelezo ma pfimy vliv na mineralizaci Kosti
inhibici ristu a zménou kvality Krystalti hydroxyapatitu in vitro. Autor nalezl negativni korelaci
mezi koncentraci zeleza v jatrech a BMD krc¢ku femuru, nikoliv v§ak u BMD bedernich obratl
(Guggenbuhl et al., 2005). K podobnym zavérim dospél i Kudo et al. (2008), v jehoz studii vedlo
piedavkovani zelezem k poklesu hmotnosti zvitat a k poklesu BMD v oblasti femuru s naslednym
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rozvojem osteoporozy. Existuje vSak studie S pozitivni korelaci Zeleza v dieté a BMD bedernich
obratld, trochanteru, kréku femuru, Wardova trojuhelniku a celého téla (Harris et al., 2003).

ZvySeni hladin markerd kostni tvorby i kostni resorpce a pokles koncentrace
parathyroidniho hormonu (PTH) pozoroval ve studii s dietou obohacenou o zelezo Matsushima et al.
(2001). Objem kosti, tloustka a pocet trabekul ale poklesly. Autor se odkazuje na tvorbu
hydroxylového radikdlu, ptfipadné 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, kde doslo ke ztlusténi stén osteoidu a k rozvoji osteomalacie. V nasem experimentu
jsme také zjistili vys$$i obsah Zeleza v kostni tkani. Rozdilné vysledky téchto dvou studii
(Matshushima et al., 2001; Matshushima et al., 2003) odrazi zakladni vlastnosti kostnich bunék,
tedy rychlé odbouravani kosti osteoklasty (po 2. a 4. tydnech diety) a pomalejs$i novotvorba kosti
pomoci osteoblastd (po 13. tydnech diety). Zvysené ukladani zeleza v osteoblastech i osteoklastech
zjistil jiz v roce 1984 Vernejoul et al. OvSem pouze uvnitt osteoblasti vedlo zelezo k poklesu poctu
a aktivity téchto bunék, poklesu dopliiovani kostni hmoty a snizené syntéze kolagenu. Tuto
myslenku potvrzuje nalez osteopordzy az u 25 % pacientti s hereditarni hemochromatézou (HHE)
(\Valenti et al., 2009).

V nasi studii jsme i pfes vysoké koncentrace podavaného zeleza pozorovali pouze zvyseny
obsah Zzeleza v kostech potkani u obou diet obohacenych o Zelezo ve srovnani se skupinou na
standardni dieté, ale nedosSlo k ovlivnéni kostni hmoty. Vysvétlenim by mohlo byt pfili§ kratké
trvani experimentu (10 tydni), béhem nc¢hoz se nestihl projevit efekt poddvaného zeleza na
vlastnosti kostni hmoty.

7.9.2 VIiv nadbytku Zeleza v dieté a opakovanych odbéru krve

V naSem experimentu byl hodnocen vliv opakovanych odbéra krve (1x tydné 0,5 mi/kg
télesné hmotnosti) na metabolismus kosti u standardni laboratorni diety a u obou diet se zvySenym
obsahem Zeleza podavanych po 10 tydnu.

U skupiny se SLD-w vlivem odbéra poklesly poctu erytrocytt a vzrostl obsah vapniku v
kosti ve srovnani se skupinou bez odbéri (SLD). Nesignifikantné byl zpomalen narist télesné
hmotnosti, poklesly pocty leukocytl, koncentrace feritinu, zeleza v séru i v kosti, naopak vzrostl
obsah vapniku v kosti.

Vlivem suplementace Zelezem (400 mg/kg diety) byl patrny statisticky nevyznamny trend k
poklesu poétu erytrocyti, leukocytt, koncentrace feritinu, Zeleza v séru a Zeleza v kosti vici skupiné
fe bez krevnich odbéru.

U skupiny vice suplementované zelezem (5 g/kg diety) doslo vlivem opakovanych krevnich
odbéru k vyznamnému poklesu poétu leukocytii i koncentrace Zeleza v séru vs. FE+. Tento pokles je
v souladu s vysledky studii Cangado et al. (2001), ktefi zjistili, Ze u darct krve vedou odbéry krve k
rozvoji deficitu zeleza. U Zen k tomu stavu vede jiz prvni odbér, zatimco u muzi az pravidelné
odbéry (Javadzadeh Shahshashani et al., 2005). V mnoha studiich byl prokazan pozitivni vliv
suplementace Zelezem na upravu krevniho obrazu po odbéru krve (Resvik et al., 2010). Gurevitch et
al. (2007) potvrdili, ze chronické ztraty krve jsou primarnim faktorem rozvoje osteoporozy,
pravdépodobné vycerpanim stromalniho a hematopoetického systému neustalou stimulaci.

Vyse zminénou myslenku Guggenbuhla et al. (2008) ¢i Gurevitche et al. (2007), ze s
nartistem mnozstvi Zeleza v organismu klesa kvalita kosti a s jeho poklesem naopak kvalita kosti se
zlepSuje, podporuje zjisténi vyssiho obsahu vapniku v kosti u skupiny se standardni laboratorni
dietou a opakovanymi odbéry krve.

Z naSich vysledki je patrné, ze potkani velmi dobfe kompenzovali nadbytek Zeleza
pfijimaného per 0s jeho snizenym vstifebavanim. Také uspé$né kompenzovali pravidelné krevni
ztraty, nejspis proto, ze jednalo o zdravé dospélé samce. Nedoslo tedy k ovlivnéni kostniho
metabolismu vlivem diety se zvySenym obsahem zeleza, ani vlivem opakovanych krevnich odbéru.
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8. Zavéry

e Dieta s glutaminem (16,6 g/100 g SLD) vedla k navyseni koncentrace CTX-I v kostnim
homogenéatu ve srovnani se SLD. ZvySeni koncentraci ostatnich markerdi v kostnim
homogenatu a naopak jejich pokles v séru, zlepSeni mechanickych vlastnosti kosti, nizsi nardst
télesné hmotnosti a nizsi spotieba diety po 14 tydnech podavani diety nebyly signifikantni.
Neprokazali jsme ani negativni, ani pozitivni vliv diety s glutaminem na stav kostni hmoty.

e Dieta obohacena o arginin (10 g/100 g SLD) po dobu 12 tydnt vedla k poklesu obsahu tuku
ve srovnani s kontrolni skupinou, ovSem bez vlivu na celkovou télesnou hmotnost. Byl
prokazan negativni vliv na kostni tkan snizenim kostni novotvorby a mimé zvySenym
odbouravanim kosti (pokles PINP a nevyznamny narast CTX-l), ktery se projevil
signifikantnim zhorSenim odolnosti levé tibie v ohybu a mens$im primérem pravé tibie. Toto
zhorSeni se neprojevilo ve zméné BMD. Efekt podani argininu na kostni hmotu byl spise
negativni.

e Dieta obohacené o kreatin (10 g/100 g SLD) po 12 tydnech vedla k poklesu mnozstvi svalové
tkané a obsahu tuku, ale beze zmén v celkové télesné hmotnosti. Dieta s kreatinem vedla pouze
ke snizeni tloustky kortikalni kosti u tibie. Ostatni vysledky, jako pokles mechanické odolnosti
tibie, pokles kostniho obratu kompenzovany zvySenim koncentrace IGF-I, byly nevyznamné.
Domnivame se, Ze efekt kreatinu na kost v nami podavané davce byl spiSe negativni.

e Dieta obohacena 0 BCAA (28,7 ¢g/100 g SLD) vedla ke zhorSeni vSech parametri femurd,
vyznamn¢ vsak jen k niz§imu narustu femurtt do délky po 15 tydnech diety. Toto zhorSeni se
projevilo nizsi odolnosti femuru v ohybu a mirnym sniZzenim odolnosti kréku femuru vici tlaku.
Utinek BCAA se projevil také poklesem kostniho obratu (niz§i CTX-1 v séru). Dieta vedla k
niz§imu nardstu télesné hmotnosti a ke snizeni BMD v oblasti ocasnich obratli a diafyzy
femuru ve srovnani se skupinou SLD. Domnivame se, Ze vSechny vySe popsané zmény ve stavu
kostni tkané, jsou pravdépodobné vyvolané jak samotnou dietou, tak jejim snizenym piijmem.

e Dieta obohacena o kasein (19,7 g/100 g SLD) ptedstavovala v nasem experimentu
proteinovou kontrolu. Neprokdzali jsme jakékoliv ovlivnéni stavu kostni hmoty dietou s
kaseinem ve srovnani s kontrolou SLD. Nejspise proto, ze jsme pouzili zdravé samce potkani a
obsah kaseinu v dieté byl v ramci fyziologickych mezi.

¢ Realimentace SLD po pfijmu diety s kaseinem po dobu 1 tydne vedla k navySeni kostniho
obratu (vzestup hladin CTX-l v séru a v kostnim homogenatu, vzestup PINP v séru), ktery se
ale vzhledem k dobé¢ trvani realimentace nestacil promitnout do zmeén stavu kostni tkané.

e Realimentace SLD po piijmu diety s BCAA trvajici 1 tyden pravdépodobné vedla k aktivaci
osteoblastt (vzestup koncentrace BALP v kostnim homogenatu). Ovsem vzhledem ke kratké
dobé¢ trvani realimentace nedoslo k ovlivnéni parametrt ¢i vlastnosti kostni hmoty.

e Realimentace SLD po piijmu diety s glutaminem, 1 tyden trvajici realimentace SLD
zpusobila pokles BMD v oblasti femuru. Predpokladame, ze az dlouhodobéjsi realimentace by
mohla vést ke zméndm v biomechanickych vlastnostech ¢i v koncentracich kostnich markera.

e Parové krmeni SLD vedlo ke snizeni odolnosti femurti v ohybu, nizSimu nardstu télesné
hmotnosti a poklesu obsahu télesného tuku ve srovnani se skupinou SLD krmenou ad libitum.
Naopak v porovnani se skupinou BCAA krmenou ad libitum méla parové krmena skupina
SLD-P lepsi parametry femuru (délka kosti), ale nizsi koncentrace PINP v kostnim homogenatu
svédcici pro snizenou kostni novotvorbu.

o Parové krmeni KAS zhorSilo odolnost kr¢kd femurd vucéi tlaku ve srovnani se skupinou
krmenou KAS ad libitum. Naopak ve srovnani se skupinou BCAA zivenou ad libitum byly
parametry kosti (délka i primer femurt) vétsi, kosti byly odoln€jsi vici ohybu a mély vyssi
hustotu kostniho mineralu. Také nariist t€lesné hmotnosti byl vetsi.

e Parové krmeni souhrn: Parové krmeni nam v na$i studii ukazalo, Ze sice mens$i mnozstvi
piijimané potravy vedlo ke zhorSeni kvality kostni tkan¢, ale pokud je jeji slozeni vyvazené, tak
negativni dopad na kost je mirngjsi, nez kdyz se k nedostatku potravy pfipoji jesté jeji
nevyvazené slozeni. Predpokladame, Ze roli hraje také kombinace snizené mechanické
stimulace kosti a chybé&jici ochranny vliv tukové tkané (pfi omezeném piijmu diety).
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e Kratkodobé hladovéni u SLD vedlo k poklesu télesné hmotnosti, snizeni mnozstvi tukové
tkané¢ a ke zhorSeni biomechanickych vlastnosti kosti versus u SLD zivené ad libitum.
Predpokladdame, ze jiz 24 hodin trvajici hladovéni vede k negativnim zménam v kostni tkani.

e Kratkodobé hladovéni u diety s argininem sniZilo t€lesnou hmotnost, ne vSak obsah tuku a
svalové tkan¢ ve srovnani se sytymi. Potkani sice neméli nadbyteény tuk, ktery by mohli pii
hladovéni odbouravat, ale i tak hladovéni dobfe kompenzovali. Nejspi§ bylo hladovéni pfilis
kratké, aby se zmény v biomechanickych vlastnostech nebo v hodnotach BMD projevily.

e Kratkodobé hladovéni u diety s kreatinem zvétsilo tloustky kortikalni kosti tibie a doslo
k podpoie kostni novotvorby (zvyseni koncentrace BMP2). Coz naznaluje, ze vysazeni diety
bohaté na kreatin mélo spise pozitivni vliv na stav kostni tkan¢.

e Zelezo v dieté v obou davkach (400 mg/kg; 5 g/kg diety) podavané po 10 tydni vedlo k naristu
hladin hemoglobinu a Zeleza v séru i obsahu Zeleza a vapniku v kosti. Naopak Klesl pocet
erytrocytl. Nejspis pro kratké trvani experimentu se vliv zeleza neprojevil zménou stavu kostni
tkané. Svij vliv zde ma i velmi dobra regulace ptijmu zeleza potkany.

¢ Opakované krevni odbéry (0,5 ml krve/100 g télesné hmotnosti) po 10 tydnt vedly k poklesu
poctu erytrocytll a k zvysSeni obsahu vapniku v kosti u skupiny SLD, kostni tkan ale nebyla
ovlivnéna. Krmeni dietou se Zelezem (400 mg Fe/kg) nevedlo k zZadnym zménam. U skupiny
krmené dietou s zelezem (5 g Fe/kg) poklesly vlivem odbéri pocty leukocytt i koncentrace
Zeleza v séru. Potkani v nasem experimentu odbéry krve velmi dobie kompenzovali.
Domnivame se, Ze opakované odbéry krve spolu s dopliiovanim Zeleza jsou z pohledu kostnich
zmeén relativné bezpecné.

Zavérem lze tici, Ze nami vybrané slozky potravy, at’ jiz bilkoviny, aminokyseliny ¢i Zelezo,
ovlivnily stav kostni hmoty u zdravych dospélych samcti potkani kmene Wistar jen velmi mirne.
Stejné tak stavy spojené s omezenim potravy, hladovénim nebo opakované odbéry krve vedly jen k
mirnym zménam v Kostni tkani. Tato zjisténi nas vedou k zavéru, Ze zdravy organismus dokaze tyto
vlivy velmi dobfe kompenzovat. K rozpoznani mechanismi této schopnosti kompenzace bude
potieba dalsi vyzkum.
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