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SOUHRN

Gradogova 1., Josefova K., Zivna H., Zivny P., Palicka V.: Vliv ezetimibu na kostni metabolizmus u potkani

Cil prace: Sledovali jsme vliv ezetimibu na kostni metabolizmus u zdravych samct potkant kmene Wistar.

Material a metody: Dospéli potkani (240 + 10 g BW) byli rozdéleni do 2 skupin po 8 zvitatech. Jednou denné zalude¢ni sondou po do-
bu 8 tydnii byla podavana 1. kontrolni skupiné (KON) aqua pro inj. (0,2 ml/100 g BW) a 2. skupiné byl podavan ezetimib (EZE) (0,1 mg
v 0,2 ml aqua pro inj,/100 g BW). Vysetiovali jsme v séru ukazatele kostniho obratu: C-terminélni telopeptid kolagenu I (ICTP), osteo-
kalcin (OC), kostni formu izoenzymu alkalické fosfatazy (BALP) a N-terminalni propeptid prokolagenu typu I (PINP) pomoci metody
ELISA. Dale jsme hodnotili hustotu kostniho mineralu pomoci dvouenergiové rentgenové absorpciometrie (DXA).

Vysledky: Po 8 tydnech doslo u skupiny EZE k mirnému sniZeni sérové koncentrace PINP (p = 0,34) na 90 %, ICTP (p = 0,28) na 91 %
a k mirnému naristu OC (p = 0,23) na 111 %, BALP (p = 0,88) na 103 % vs. KON. Vyhodnocenim kostni mineralni denzity nebyly na-
lezeny rozdily mezi skupinami.

Zavér: Ezetimib v davce 0,1 mg/100 g BW pravdépodobné neovliviiuje negativné kostni metabolizmus u zdravych samct potkant kme-
ne Wistar.

Klicova slova: ezetimib, PINP, ICTP, OC, BALP

SUMMARY

Gradosova I, Josefova K., Zivna H., Zivn}’/ P., Palicka V.: Effect of ezetimibe on the bone metabolism in rats

Objective: We studied the influence of ezetimibe on bone metabolism in adult male albino Wistar rats.

Material and Methods: Adult rats (240 + 10 g) were divided into 2 groups of eight animals. 1. control group was administered aqua pro
injectione (0.2 ml/100 g BW; gavage), 2. ezetimibe was administered (in 0.2 ml aqua pro injectione/100 g BW; gavage) rats daily for
eight weeks. We evaluated markers of bone turnover in serum: C-terminal telopeptide of collagen I (ICTP), osteocalcin (OC), N-ter-
minal propeptide of procollagen I (PINP) and bone alkaline phosphatase (BALP) using enzyme immunoassay method (ELISA). Bone
mineral density (BMD) was measured with dual energy X-ray absorptiometry.

Results: The rats with ezetimibe application had decreased concentration of PINP (p = 0.34) to 90 %, ICTP (p = 0.28) to 91 % and in-
creased OC (p = 0.23) to 111 %, BALP (p = 0.88) to 103 % in comparison to control group. There were no diferences in BMD between
the two groups.

Conclusion: Ezetimibe (0.1 mg/100 g BW) did not show any negative influence on bone metabolism in healthy male albino Wistar rats.

Keywords: ezetimibe, PINP, ICTP, OC, BALP
Osteologicky bulletin 2009;14(4):156-161

Adresa: Mgr. Iveta Gradosova, Ustav klinické biochemie a diagnostiky, LF UK a FN v Hradci Kralové, Sokolska 581, 500 05 Hradec
Kralové, e-mail: gradosovai@lfhk.cuni.cz

Doslo do redakce: 10. 12. 2009
Prijato k tisku: 30. 12. 2009

Uvod

Hypercholesterolémie je jednim z nejzavaznéjsich riziko-
vych faktor rozvoje aterosklerdzy, kterd vede k vaznym
zdravotnim komplikacim, predev§im ischemické chorobé
srdecni, cévnim prihoddm mozkovym a ischemickému one-
mocnéni dolnich koncetin. Rozvoj aterosklerdzy 1ze zpoma-
lit fadou 1€k, ale zatim nebyla vénovana dostatecnd pozor-
nost jejich vlivu na kostni metabolizmus. Tento vliv by byl
zv1asté vyznamny u starych lidi, kterym s postupujicim vé-
kem kostni hmota ubyva.

Béhem zivota dochazi k neustdlé remodelaci kostni tkan€,
za kterou zodpovidaji buriky kostni novotvorby — osteoblas-
ty, pivodem z mezenchymadlnich bungk, a buiky kostni re-
sorpce — osteoklasty, které maji ptivod v buiikich monocy-
to — makrofdgové linie [1]. Nerovnovaha v aktivité téchto
bunék vede ke kostnim onemocnénim. Za jedno z nejcastéj-

$ich metabolickych onemocnéni skeletu se povazuje osteo-
poréza (OP) [2,3]. OP je systémové onemocnéni skeletu
charakterizované tbytkem minerélu kosti, zménou jeji mik-
roarchitektury i mnoZzstvi a druhd nekolagennich proteint
a tim vétsi nachylnosti ke zlomenindm. Fraktury jsou nej-
CastéjSi v oblasti s vy$$im podilem trabekuldrni kosti tzn.
obratle, distdlni predlokti a proximdlni ¢ast stehenni kosti
[2]. Hypercholesterolémie a osteoporéza jsou cCastd one-
mocnéni u lidi v pokro¢ilém véku. ProtoZe mnoho 1ékt ne-
gativné ovliviiuje kostni metabolizmus (glukokortikoidy,
antiepileptika, heparin a dals{) vyvstava dilezita otazka, zda
Iéky snizujici koncentrace cholesterolu v séru neovliviiuji
kostni metabolizmus, af jiZ pozitivné ¢i negativné.
Ezetimib (obr. 1) je hypolipidemikum ze skupiny selek-
tivnich inhibitorti absorpce cholesterolu (CHOL) v kartaco-
vém lemu bunék stfevni mukdzy [4]. Zabrartiuje vstiebavani
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dietniho a Zlu¢ového cholesterolu ze stfevniho lumen do en-
terocyt blokddou transportniho proteinu Niemann — Pick
ClI like protein 1 (NPCIL1) [5,6,7]. Transportni protein je
zejména pritomen v duodenu a v proximdlni ¢asti tenkého
stfeva, v mistech maximalniho vstiebavani CHOL [5].
Ezetimib neovliviiuje absorpci TAG (triacylglyceroli),
mastnych kyselin, zZlu€ovych kyselin, progesteronu, etinyl-
estradiolu a vitamind rozpustnych v tucich (A, D, E, K) [8],
coz je vyhodné pro kostni tkan. Estrogenni hormony, vita-
miny D a K maji dilezitou dlohu v fizeni kostniho meta-
bolizmu. Uastni se na novotvorb& kostni tkdng. Ezetimib
vyznamné sniZuje plazmatické hladiny LDL-CHOL (low-
density lipoprotein LDL) a zvySuje HDL-CHOL (high-den-
sity lipoprotein HDL) a v mensi mife sniZuje TAG u pa-
cientd s hypercholesterolémii [9]. Pod vlivem ezetimibu
dochazi ke snizeni nabidky cholesterolu jatrim s naslednym
zvySenim exprese LDL-receptorii a zvySenim vychytavan{
¢astic LDL z plazmy [4]. Ezetimib vstupuje do enterocytd,
kde dochazi k jeho glukuronidaci na aktivni metabolit. Ten
vstupuje portadlnim ob&hem do jater a Zluci je zpétné secer-
novan do stfevniho lumen, kde se vdZe na kartacovy lem en-
terocyti [10]. Po absorpci v cévni sténé se hydrolyzuje a je
zpét vyloucen do lumen stieva a cely cyklus se opakuje.
Tento enterohepatdlni obéh zajistuje vysokou koncentraci
a dlouhodobé plisobeni ezetimibu i jeho metabolitu [11].
Studie na zvifatech potvrdily, Ze glukuronovany derivit je
ucinnéjsi inhibitor absorpce CHOL, nez samotny ezetimib
[10] (viz obr. I).

SniZend absorpce cholesterolu ve stfevé mad vSak za né-
sledek zvysSenou endogenni syntézu cholesterolu v jatrech
prostfednictvim reduktazy 3 — hydroxy — 3 — methylgluta-
ryl — koenzymu A (HMG-CoA reduktdza). Z tohoto divodu
je vyhodné ezetimib kombinovat se statiny (inhibitory
HMG-CoA reduktdzy), které syntézu CHOL inhibuji [4].
U statind bylo jiZ zjisténo, Ze maji vliv na kostni tka jak sti-
mulaci kostni novotvorby, tak i antiresorpénim ucinkem
[12]. Ezetimib poddvany spolu se statinem je indikovin
k terapii u pacientd s primarn{ hypercholesterolémii (hetero-
zygotni familidrni nebo nefamilidrn{) a homozygotni fami-
lidrni hypercholesterolémii. V monoterapii pacientiim,
u kterych neni poddvani statinu vhodné a ddle u homo-
zygotni sitosterolémie nebo u primarni hypercholesterolé-
mie [9].

Nasim zamérem bylo zjisténi vlivu ezetimibu na kostni
metabolizmus. Sledovali jsme vliv ezetimibu na kostni tkan
u dospélych zdravych samct potkant kmene Wistar vyhod-
nocenim sérovych ukazateld kostniho obratu a zméfenim
BMD. Kostni novotvorbu jsme sledovali méfenim sérové
koncentrace osteokalcinu (OC), aktivity kostni formy izoen-
zymu alkalické fosfatdzy (BALP) a koncentrace aminoter-
mindlntho propeptidu prokolagenu typu I (PINP); jako
ukazatel kostni resorpce jsme sledovali koncentraci karbo-
xytermindlniho telopeptidu kolagenu typu I (ICTP).

Materidl a metody

Experimentalni studie byla provedena podle projektu po-
kust schvédleného Odbornou komisi na ochranu zvifat proti
tyrani LFUK-HK. Potkani byli chovéni ve vivariu Lékarské
fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové za standard-
nich podminek (12 hodin svétlo a 12 hodin tma, teplota

22 + 2 °C, vlhkost vzduchu 30-70 %) v plastikovych kle-
cich po 4 zvifatech. V experimentu bylo pouZito 16 samci
potkani kmene Wistar (Biotest s.r.0., Kondrovice) s téles-
nou hmotnosti 240 + 10 g na pocatku pokusu, ktefi byli
rozdéleni do dvou skupin po 8 zvitatech. Byli krmeni stan-
dardni laboratorni dietou (ST-1, VELAS, a.s., Lysd nad

Obr. 1
Chemicky strukturni vzorec ezetimibu

Obr. 2
Rentgenovy snimek potkana; vyznaceny oblasti
hodnoceni kostni mineralni hustoty (BMD)
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Labem) a pitnou vodou ad Ilibitum. Kontrolni skupiné
potkand (1. KON) byla podavdna aqua pro injectione
(0,2 ml/100 g BW) a pokusné skupiné (2. EZE) ezetimib
(0,1 mg v 0,2 ml aqua pro inj./100 g BW) (Ezetrol, MSP

Tabulka 1
Vliv ezetimibu na denzitu kostniho mineralu (BMD)
po 8 tydnech

DXA (g/cm?) aqua pro inj. ezetimib
R1 0,223 £ 0,014 0,212 + 0,005
R2 0,222 + 0,012 0,228 + 0,004
R3 0,189 + 0,021 0,173 £ 0,008

R1 = oblast bedernich obratld, R2 = oblast ocasnich obratld,
R3 = oblast femuru, DXA = dvouenergiova rentgenova
absorpciometrie

Graf 1
Sérové koncentrace N — terminalniho propeptidu
prokolagenu typu | (PINP) po 8 tydnech
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Sérové koncentrace C — terminalniho telopeptidu
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Singapure Copany, LLC., Nizozemsko) perordlné Zalude¢ni
sondou 1x denné vZdy v dopolednich hodinich po dobu
8 tydnd.

Po 8 tydnech podavéni ezetimibu byla potkanim zméfena
hustota kostniho minerdlu (BMD, g/cm?) pomoci dvouener-
giové rentgenové absorpciometrie (Dual-Energy X-ray
Absorptiometry, DXA) na pfistroji Hologic Delphi
A v Osteocentru Fakultni nemocnice Hradec Kralové (FN
HK). VySetieni bylo provadéno v celkové anestézii (5 mg
midazolamu/kg BW a 100 mg ketaminu/kg BW; i. m.).
Denzita kostniho minerdlu byla pocitacové vyhodnocena
pomoci pifislu§ného programu (DXA; QDR-4500A Elite;
Hologic, Waltham, MA, USA). BMD jsme hodnotili v be-
derni a ocasni ¢4sti obratli a v oblasti femuru (obr. 2).

Druhy den byla zvifata usmrcena odbérem krve z bfisni
aorty v celkové anestézii parami éteru ve funkéni digestofi.
V krevnim séru, které bylo ziskdno po usmrceni a zamraze-
no na —-80 °C, jsme ndsledné stanovili metodou ELISA
koncentrace ukazatele kostni resorpce: C — termindlni telo-
peptid kolagenu I (ICTP, RatLaps™ EIA (ug/l),
Immunodiagnostic Systems Ltd.) a ukazateli kostni novo-
tvorby: osteokalcin (OC, Rat-MID™ Osteocalcin EIA
(ug/l), Immunodiagnostic Systems Ltd.), N — termindlni
propeptid prokolagenu typu I (PINP, Rat/Mouse PINP EIA
(ug/l), Immunodiagnostic Systems Ltd.) a aktivitu kostni
formy izoenzymu alkalické fosfatdzy (BALP, Rat bone
alkaline phosphatase (U/1), Uscnlife Sciences & Technology
Co., Ltd)

Statistickd analyza byla provedena programem SigmaStat
3.1 Jandel Scientific® (San Rafael, CA, USA) pomoci nepa-
rového t-testu. Vysledky jsou vyjadieny jako pramér + smé-
rodatnd odchylka (SD). Za statisticky vyznamné byly pova-
Zovéany hodnoty p < 0,05.

Vysledky

U potkand, kterym byl podavan ezetimib, doslo po 8 tyd-
nech ke statisticky nevyznamnému sniZeni sérové koncen-
trace PINP (47,72 + 8,11 pg/l) na 90 % v porovndni s kon-
trolni skupinou (53,30 £ 12,28 pg/l) (p = 0,34) (graf 1). Dale
doslo k nevyznamnému sniZeni sérové koncentrace ICTP
(60,71 + 11,40 pg/l) na 91 % vs. KON (66,63 + 9,04 ug/l)
(p = 0,28) (graf 2). Sérova koncentrace OC (237,05 + 34,69
ug/l) se nevyznamné zvysila na 111 % vs. KON (214,13 +
29,05 ug/l) (p = 0,23) (graf 3) na 103 % v porovnani s KON
(12,78 £ 5,09 U/) (p = 0,88) (graf 4).

V oblasti bedernich obratli a femuru doslo u potkand
s aplikovanym ezetimibem k statisticky nevyznamnému sni-
Zeni BMD (p = 0,07). V oblasti ocasnich obratld doslo
k mirnému zvySeni BMD, i kdyZ statisticky nevyznamnému
(p = 0,27) (tabulka 1).

Diskuze

U starSich lidi se postupné rozvijeji choroby, které jsou
dlouhodobé 1é¢eny medikamentézné (arteridlni hypertenze,
dyslipidémie a hypercholesterolémie, diabetes mellitus
2. typu aj.). Soucasné s postupujicim vékem dochdzi k tibyt-
ku kostni tkdné, ¢imz se zvysuje riziko zlomenin. Dokonce
samotnd dyslipidémie i hypercholesterolémie maji negativ-
ni efekt na kostni tkan [13,14,15]. Bylo zjisténo, Ze atero-
genni lipidy in vitro inhibuji diferenciaci osteoblastl [13].
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Déle bylo prokazano, Ze hypercholesterolémie u mysi pod-
poruje diferenciaci osteoklasti [14] a snizuje BMD [15].
U Zen po menopauze s profilem aterogennich lipida nalezli
Orozco et al. snizenou BMD v oblasti bedernich obratli
a femuru [16]. V longitudindln{ studii prezentovali Tanké et
al. u postmenopauzalnich Zen ve véku 50-75 let s nejvétsim
zvySenim sérového cholesterolu nejvétsi snizeni BMD v ob-
lasti bedernich obratlti nezdvisle na zméné BMI (body mass
index) [17]. Majima et al. zjistili u pacienti s hypercholes-
terolémii narist sérové koncentrace INTP (aminoterminalni
telopeptid kolagenu I) u Zen i muzi a BALP pouze u Zen.
Jak BALP tak INTP u muzi negativné korelovaly s HDL-
CHOL, u Zen pozitivné s celkovym CHOL a LDL-CHOL
[18]. Vysledky z literatury naznacuji zvySeny kostni obrat
u pacientt jak s hypercholesterolémit, tak s dislipidémii bez
ohledu na pohlavi. Lécba hypercholesterolémie a dyslipidé-
mie je dileZitd nejen pro prevenci kardiovaskularnich cho-
rob, ale normalizaci sérovych lipidG se téz brani tbytku
kostni tkdné a vzniku naslednych fraktur [16,17,18]. Klade-
me si otdzku, jaky vliv ma novy 1€k ezetimib na kostni tkan,
zda podporuje ibytek kostni tkdné ¢i naopak mutize byt dlou-

Graf 3
Sérové koncentrace osteokalcinu (OC) po 8 tydnech
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Graf 4
Sérové aktivity kostni formy izoenzymu alkalické
fosfatazy (BALP) po 8 tydnech
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hodobé& uzivan, aniZ by pacientovi hrozilo zvysSené nebezpe-
¢f fraktur.

V experimentu jsme pouZili zdravé dospélé samce potka-
nd kmene Wistar, u kterych jsme mohli sledovat vliv sa-
motného 1éku na jejich kostni tkai. Reaktivita kostni tkdné
nebyla modifikovdna ani absenci pohlavnich hormoni, ani
pridruzenymi chorobami (obezita, dyslipidémie nebo arteri-
alnf hypertenze).

U téchto experimentdlnich zvifat jsme po osmi tydnech
podavani ezetimibu (0,1 mg/100 g BW) neprokazali zadné
signifikantni zmény v sérovych koncentracich ukazatelt
kostniho obratu.

OC predstavuje hlavni nekolagenni protein v kostn{ tkani,
ktery je secernovany pfevazné osteoblasty a pii novotvorbé
kostni tkané je z Casti uvoliiovan do systémové cirkulace
[19]. BALP je soucdsti membran osteoblastl a pfi jejich ak-
tivaci lze enzym prokazat v krevnim séru. Jeji hodnota vel-
mi dobre koreluje s intenzitou kostni novotvorby [20].

PINP, jako ukazatel kostni novotvorby, vznika odstépenim
proteolytickymi enzymy z prokolagenu typu I s ndslednym
uvolnénim do krevni cirkulace [21]. Ukazatelé kostni re-
sorpce, amino- a karboxytermindlni telopeptid kolagenu I
(INTP, ICTP) jsou uvoliiovany do séra v pribéhu kostni de-
gradace [22].

Nase vysledky svédci pro nesignifikatni zmény kostniho
metabolizmu po podédni ezetimibu.Vyhodnocenim denzity
kostniho minerdlu jsme nezaznamenali Zadné statisticky vy-
znamné zmény jak v bederni a ocasni ¢asti obratld, tak ani
femuru.

Zavér

Nase studie naznacuje, Ze dlouhodobé uZivani ezetimibu
pravdépodobné nemd negativni vliv na kostni metaboliz-
mus. U dospélych samci potkanti, kterym byl podavan eze-
timib, jsme zjistili zpomaleny kostn{ obrat s nevyznamnym
zvySenim kostni novotvorby. Poddvanim ezetimibu nedoslo
ke klinicky vyznamnym zméndm kostni tkan€, mizeme se
tedy domnivat, Ze ezetimib pravdépodobné neplisobi nega-
tivné na kostni tkan.

Druhotny pozitivni vliv na kostn{ tkani bychom snad moh-
li pfedpokladat u pacientt s hypercholesterolémif, kterym
1é¢ba normalizuje hladinu sérového cholesterolu.

Tyto zavéry planujeme jesté ovéfit na potkanech s indu-
kovanou hypercholesterolémii.

Experiment byl proveden na laboratornim zvifeti, a proto
k potvrzeni nasich vysledkt bude nutno dalsi studium této
problematiky u lidi uZivajicich ezetimib.

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem MZO
00179906 a grantem Lékarské fakulty UK v Hradci Kralové
s podporou firmy Roche.

Seznam zkratek
BALP kostni forma izoenzymu alkalické fosfatazy
(bone alkaline phosphatase),

BMD kostni minerdlni hustota (bone mineral
density),

BW télesna hmotnost (body weight),

DXA dvouenergiovd rentgenovd absorpciometrie

(Dual-Energy X-ray Absorptiometry),
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ELISA enzymovd imunoanalyza (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay),

EZE ezetimib,

HDL-CHOL lipoprotein s vysokou hustotou (high-density
lipoprotein),

HMG-CoA 3 - hydroxy — 3 — methylglutaryl — koenzym A,

CHOL cholesterol,

ICTP karboxytermindlniho telopeptidu kolagenu
typu [,

i. m. intramuskularni,

INTP aminotermindlni telopeptid kolagenu I,

KON kontrolni skupina,

LDL-CHOL lipoprotein s nizkou hustotou (low-density
lipoprotein),

NPCI1L1 Niemann — Pick Cl1 like protein 1,

oC osteokalcin,

OP osteopordza,

PINP aminotermindlni propeptid prokolagenu typu I,

SD smérodatnd odchylka (standard deviation),

ST-1 standardni laboratorni dieta,

TAG triacylglyceroly.
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