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SOUHRN

Gradosova L, Svejkovska K., Zivna H., Zivny P., Cermakova E., Tichy A., Palicka V.: Vliv metoprololu na kostni tkaii u dospélych sam-
ci potkand kmene Wistar

Cil préce: Cilem studie bylo sledovat vliv ¢asto uZivaného léciva ze skupiny antihypertenziv — metoprololu (B,-selektivni blokator
adrenergnich receptort bez vnitini sympatomimetické aktivity) na kostni metabolismus u zdravych dospélych samct potkantt kmene
Wistar.

Materidl a metody: Zdravym dospélym samctim potkant kmene Wistar (240 + 10 g) byl podavan metoprolol peroralné 1x denné za-
lude¢ni sondou po dobu 8 tydnu. Potkani byli rozdéleni do 2 skupin po 8 zvifatech. Kontrolni skupiné (KON) byla podavana aqua pro
injectione (0,2 ml/100 g BW), experimentalni skupiné byl podavan metoprolol (MET; 0,5 mg v 0,2 ml aqua pro inj,/100 g BW) ve for-
mé suspenze. VySetfovali jsme v séru ukazatel kostni resorpce: karboxyterminalni telopeptid kolagenu I (ICTP) a ukazatele kostni no-
votvorby: osteokalcin (OC), kostni formu izoenzymu alkalické fosfatazy (BALP) a aminoterminalni propeptid prokolagenu typu I
(PINP) pomoci metody ELISA. Z homogenatu kosti proximalni &asti tibie byl stanoven BMP-2 metodou Western blot. Zméfili jsme
hustotu kostniho mineralu (BMD) pomoci dvouenergiové rtg absorpciometrie (DXA) a na femurech jsme testovali mechanickou odol-
nost kostni tkané.

Vysledky: U skupiny MET doslo po 8 tydnech k poklesu tlakové odolnosti krcku femuru o 21 % v porovnani s KON. Exprese BMP-2
v kosti se zvySila. V hodnotach BMD a koncentracich kostnich markerti nebyly zaznamenany vyznamné zmény.

Zavér: Z nasich vysledku vyplyva, ze metoprolol ovliviiuje kostni tkan u zdravych dospélych samcii potkanii kmene Wistar snizenim
odolnosti kostni tkané v oblasti kréku femuru a zvySenou expresi BMP-2 v proximalni ¢asti tibie.

Klicova slova: metoprolol, kostni markery, DXA, testovani mechanické odolnosti kostni tkcané, Western blot

SUMMARY
Gradosova I., Svejkovsk:i K., Zivna H., Zivny P, Cermékova E., Tichy A., Palicka V.: Effect of metoprolol on bone tissue in adult ma-
le Wistar rats
Objective: The study aimed at assessing the effect of a frequently used antihypertensive, metoprolol (a B;-selective blocker of adrener-
gic receptors devoid of internal sympathomimetic activity), on bone metabolism in healthy adult male Wistar rats.
Material and methods: Healthy adult male Wistar rats (240 +10 g) were administered metoprorol orally once daily by gastric tube for
8 weeks. The rats were divided into two groups of eight animals. The control group (CON) was given water for injection (0.2 mL/100 g
BW) and the study group received metoprolol (MET; 0.5 mg in 0.2 mL of water for injection/100 g BW) in the form of a suspension.
In the serum, a bone resorption marker carboxy-terminal telopeptide of collagen type I (ICTP) and bone formation markers osteocal-
cin (OC), alkaline phosphatase bone isoenzyme (BALP) and amino-terminal propeptide of type I procollagen (PINP) were assessed
using the ELISA method. A bone homogenate from the proximal tibia was used to measure BMP-2 by the Western blot. Bone mine-
ral density (BMD) was measured by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA). Mechanical resistance of bone tissue was tested on the
femurs.
Results: In the MET group, resistance to pressure of the femoral neck decreased by 21 % after 8 weeks, as compared with the CON
group. Expression of BMP-2 in the bone increased. No significant changes were observed in BMD and bone marker concentrations.
Conclusion: The results suggest that metoprolol affects bone tissue in healthy adult male Wistar rats by decreasing the resistance of bo-
ne tissue in the femoral neck and by increased expression of BMP-2 in the proximal tibia.
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Uvod

Pric¢iny Spatného stravovani a nespravného Zivotniho sty-
Iu vedou ke vzniku tzv. civiliza¢nich chorob, mezi které pat-
ff mimo jiné také kardiovaskularni onemocnéni (KVO) a os-
teopor6za. Vysoky krevni tlak je jednou z hlavnich pficin
vzniku KVO. Arteridlni hypertenzi 1ze korigovat nékolika
skupinami l€kt. Prozatim nebyla vénovéana velkd pozornost
skutecnosti, zda a jak tyto 1éky ovliviiuji kostni metabolis-
mus.

Kost je dynamicky orgdnovy systém, ktery po celou dobu
Zivota jedince podléha neustdlé remodelaci, kterou reguluji
buiiky kostni novotvorby — osteoblasty a kostni resorpce —
osteoklasty. Vlivem rtiznych 1€kt mize dojit k naruSeni
spravné remodelace kostni tkdné, vedouci az ke vzniku os-
teopor6zy. OP je definovana podle Svétové zdravotnické or-
ganizace jako progredujici systémové onemocnéni skeletu,
charakterizované ubytkem kostni hmoty, spojené s poruchou
mikroarchitektury kostni tkdné a jeji zvySenou nachylnosti
k frakturdm [1]. Studie provddéné na zvifatech a klinické
studie naznacuji, Ze vysoky krevni tlak je spojovan s abnor-
malitami v metabolismu vapniku, vedouci k jeho ztratdm

Tabulka 1

Koncentrace kostnich markerd po 8 tydnech podavani metoprololu

moci, sekundarné k narGstu produkce parathormonu
a k zvySenému uvoliiovani vdpniku z kosti, coZ zvySuje rizi-
ko vzniku osteoporézy [2,3,4].

Mezi antihypertenzni 1é¢iva patif kromé jingch B-bloka-
tory. Mechanismus dc¢inku snizovani krevniho tlaku spociva
v tom, Ze P-blokatory snizuji srdeni vydej v disledku blo-
kédy srdeénich [B;-receptord, coZ ma za nésledek pokles sr-
decni frekvence a sniZeni kontraktility myokardu, a to vede
ke snizen{ narokd myokardu na kyslik. Proto beta-blokatory
maji souCasné antiarytmicky a antiangiézni ucinek [5].
Metoprolol je lipofilni ;-selektivni blokdtor adrenergnich
receptortt bez vnitini sympatomimetické aktivity a zmirfiu-
je ucinky zvysSené sympatomimetické aktivity nejen v srdci.
Kardioselektivita metoprololu je nespecifickd, zavisi na po-
méru afinity d¢inné latky k obéma typim receptorti [5].
Metoprolol az pfi vyssich davkdch blokuje 3, receptory [5],
které byly také identifikovany na burikdch osteoblastl a os-
teoklastti [6,7]. Aktivaci sympatického nervového systému,
ve kterém figuruje hormon leptin, dochazi ke zvySené pro-
dukci norepinefrinu v kostech, ktery inhibuje aktivitu oste-
oblasti pies P,-adrenergni receptory [7,8]. Tento fakt na-
znacuje, Ze terapie beta-blokdtory by
méla mit pozitivni vliv na kostni meta-
bolismus.

Mnohé prace naznacuji, Ze beta-blo-
katory ovliviiuji kostni metabolismus
[9,10,11,12,13], ale dosud neexistuje

Markery kostntho aqua pro inj. metoprolol P jednotny nézor, zda jsou prosp&sné &i
obratu nikoliv. VétSina studii prokédzala spiSe
BALP (U/1) 12,54  (5,40-16,02) 10,54 (7,83-12,86) 0,66 pozitivni vliv beta-blokétort na kostn{

tkan sniZenim rizika fraktur [10,11,
OC (ug/l) 211,05 (197,80-358,98) 282,28 (210,41-324,67) 0,66 12,13] a zv§Senim BMD [12]. Infor-
PINP (ug/l) 56,39 (43,84-68,34) 54,02 (36,43-54,02) 0,98 maci o vlivu metoprololu na kostn{
ICTP (ug/l) 68,54 (59,97-73,01) 66,78  (54,93-70,55) 0,98 metabolismus je prozatim velmi mélo

Tabulka 2

Vliv metoprololu na kostni mineralni hustotu (BMD) méfenou pomoci dvouener-
giové rentgenové absorpciometrie (DXA) po 8 tydnech podavant;
R1 = bederni obratle, R2 = ocasni obratle, R3 = femur

[9,11].

Cilem nasi studie bylo zjisténi ucinku
metoprololu (0,5 mg/100 g BW) na
kostn{ tkdn u zdravych dospélych sam-
cl potkanti kmene Wistar, sledovanim
ukazateld kostniho obratu: karboxy-
termindlniho telopeptidu kolagenu I

BMD (g/em? aqua pro inj. metoprolol p (ICTP), aminotermindlniho propepti-
RI 0218 (0.213-0,234) 0.219 (0.199-0,227) 044  du prokolagenu typu I (PINP), osteo-
kalcinu (OC) a kostn{ izoformy alka-

R2 0,218 (0,217-0,233) 0,229 (0,224-0,236) 0,19 lické fosfatizy (BALP) v séru.
R3 0,187 (0,175-0,210) 0,200 (0,193-0,206) 0,24 Sledovali jsme i expresi kostniho mor-
fogenetického proteinu 2 (BMP-2)
v kosti metodou Western blot, méfili
Tabulka 3 hustotu kostniho minerdlu (BMD)

Vysledky testovani mechanickych vlastnosti kostni tkané pravého femuru

a testovali mechanickou odolnost kost-

(*p < 0,05) ni tkdné.
Meéfeni aqua pro inj. metoprolol p Materisl a metody
Délka femuru (mm) 37,0 (37,0-38,0) 38,0 (37,0-38.0) 0,18 Zvitata

Potkani byli chovdni ve vivériu

Primér femuru (mm) 34 (3439 35 (3439 0,35 Lékaiské fakulty Univerzity Karlovy
Three-point bending (N) 199,5 (184,3-205,0)  177,5 (171,5-197,5) 0,35 v Hradci Krélové (LF UK HK).

o p Protokol pokusu byl schvilen Odbor-
Maximdlnf tlakovd sila nou komisi na ochranu zvitat proti ty-
zlomeni krcku femuru (N)  157,0 (150,8-175,0)  127,0 (111,8-141,8)  *0,002 Proti ty

rani LF UK HK (¢. j. 2709/2009-30).
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V pokusu byli pouziti dospéli samci potkani kmene Wistar
(Biotest, s. r. o., Konarovice, CR) s télesnou hmotnosti
240 * 10 g na pocdtku pokusu a byli rozdéleni do dvou sku-
pin po 8 zvitatech. Potkani byli umisténi po 4 v plasto-
vych klecich a chovani za standardnich podminek (12 hodin
svétlo a 12 hodin tma, teplota 22 + 2 °C, vlhkost vzduchu
30-70 %). Byli krmeni standardni laboratorni dietou (ST-1,
VELAS, a. s., Lysd nad Labem, CR) a pitnou vodou ad Ii-
bitum.

Experiment

Metoprolol (Egilok, EGIS PHARMACEUTICALS PLC,
Budapest, Madarsko) byl poddvan 1x denné ve formé sus-
penze po dobu 8 tydnl Zaludeéni sondou. Suspenze byla
pfipravena natfedénim léku pomoci aqua pro injectione
(Aqua, Fresenius Kabi Italia S. r. 1., Verona, Itdlie) a poda-
vana v mnozstvi 0,2 ml/100 g BW potkana. Kontrolni sku-
piné (KON) byla podavana aqua pro inj. a experimentalni
skupina potkanti dostdvala metoprolol v divce (MET; 0,5
mg/100 g BW).

Po 8 tydenni aplikaci metoprololu byla potkanim zmére-
na v analgosedaci 0,5 mg/100 g BW midazolamu i.m.
(MIDAZOLAM TORREX 5MG/ML; Torrex Chiesi
Pharma GMBH, Videi, Rakousko) a 10 mg/100 g BW keta-
minu i.m. (NARKAMON SPOFA 1%; SPOFA, a. s. Praha,
CR) kostni mineralni hustota (BMD, g/cm?) pomoci dvou-
energiové rentgenové absorpciometrie (DXA — Dual Energy
X-ray Absorptiometry) na pfistroji Hologic Delphi
A v Osteocentru Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Kostni minerdlni hustota v oblasti bedernich a ocasnich
obratll a v oblasti femuru byla pocita¢ové vyhodnocena po-
moci prislusného softwarového programu pro mald zvitata
(DXA, Hologic, MA, USA).

Zvitata byla ndsledné usmrcena odbérem krve z bifurka-
ce bfiSn{ aorty v éterové anestezii. V ziskaném krevnim sé-
ru jsme stanovili koncentrace markerG kostniho obratu —
ICTP, PINP, OC a aktivitu BALP pomoci metody ELISA
(Enzyme — Linked Immuno Sorbent Assay) s vyuZzitim kitl
EIA firmy Immunodiagnostic Systems Ltd., Velkd Britdnie
(ICTP, RatLaps™ EIA, ug/l; OC, Rat-MID™ Osteocalcin
EIA, pg/l; PINP, Rat/Mouse PINP EIA, ug/l) a Uscnlife
Sciences & Technology Co., Ltd., Cina (BALP, Rat bone al-
kaline phosphatase, U/l).

Po usmrceni potkanti byly vynaty oba femury, zabaleny
do gazy zvlhéené fyziologickym roztokem a zmraZeny na
—80 °C az do doby analyzy. Pravé femury byly vyuZity k tes-
tovdni mechanické odolnosti kostni tkdné na specidlnim
elektromechanickém pfistroji (Martin KoSek & Pavel
Trnecka, Hradec Kralové, éR) (obr. 1a). Pred testovanim
jsme zméfili délku a primér femuru pomoci posuvného
mikrometru (OXFORD 0-25MM 30DEG POINTED
MICROMETER, Victoria Works, Leicester, Velkd Brita-
nie). Kost byla poloZena na dva podptrné body, vzdalené od
sebe 18 mm. Femury byly lamany pomoci tiibodového tes-
tovani (three-point bending) ve stiedu diafyzy v anteropo-
steriornim sméru (obr. 1b). Kost byla nejprve vystavena po-
catecni sile do 10 N, a poté byl spustén elektromotorek
snizujici nerezovy valecek s konstantni rychlosti 6 mm/min
[14]. Po zlomeni byly fotograficky zdokumentovany linie
lomu femurt.

K testovani tlakové odolnosti kr¢ku femuru byla déle vy-
uZita proximdlni ¢ast kosti. Diafyzu kosti jsme zalili samo-
polymerujici adhezivni pryskyfici na bdzi metakrylatu
(Spofacryl-SpofaDental, a. s.; Ji¢in, CR) do specidlni na-
dobky, a tim jsme kost zafixovali ve svislé poloze (obr. Ic).
Opét byla pouzita pocatecni sila do 10 N a konstantni rych-
lost posunu tlaku nerezové tycky se zakulacenym koncem

Obr. 1
a) Elektromechanicky pfistroj na testovani mechanické
odolnosti kostni tkané.

b) Testovani tlakové sily pravého femuru v anteroposte-
riornim sméru ve stfedu diafyzy pomoci three-point ben-
ding testu.
c¢) Zafixovana diafyza femuru ve specialni nadobce pomoci
samopolymerujici adhezivni pryskyfice, testovani tlakové
odolnosti kréku femuru.

FIIYUNRANERS

Obr. 2
Vliv metoprololu na hladinu BMP-2 proteinu v proximalni
¢asti tibie, KON = kontrolni skupina, MET = experimental-
ni skupina, ktera dostavala metoprolol, BMP-2 = kostni
morfogeneticky protein 2

KON

o a—
R

MET

BMP-2

beta-aktin
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6 mm/min. Linie lomu kr¢ku femurt byly fotograficky zdo-
kumentovany. Maximdlni vynaloZend sila (N) ke zlomeni
kosti — diafyzy a krcku femuru — byla zaznamendna méfic{
jednotkou (Digitalanzeiger 9180, Burster praezisiosmess-
technik gmbh & co kg, Gernsbach, Némecko).

Ze zvitat po usmrceni byly vynaty ob¢ tibie, které byly
pouzity pro stanoveni hladiny proteinu BMP-2 metodou
Western blot. Proximalni ¢ast kosti (100 mg) jsme homoge-
nizovali v 0,5 ml RIPA pufru (RIPA buffer, Sigma-Aldrich,
USA) s pridavkem smési protedzovych inhibitort (aprotinin
2 ug/ml, leupeptin 0,5 ug/ml, benzamidin 50 ug/ml — kazdy
v mnozstvi 5 ul) na pfistroji MagNA Lyser (Roche). Po
zmé&feni koncentrace proteind (25 ug) u jednotlivych vzorkt
byl pfipraven smésny vzorek tzv. pool z 8 zvitat (200 ug).
Nasledovala elektroforéza SDS-PAGE (separace proteint
v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu
sodného), pfenos proteinti na polyvinylfluoridovou mem-
branu (Bio-Rad) a imunodetekce BMP-2. Primarni protilat-
ka (Rabbit polyclonal to BMP-2, Abcam, Cambridge, Velka
Britanie) byla pouZzita v fedéni 1 : 250 a sekundérni pro-
tilaitka (Polyclonal Swine Anti-Goat, Mouse, Rabbit
Immunoglobulins/Biotinylated, Dako, Glostrup, Dansko)
1 : 1000. Takto ozna¢eny BMP-2 byl vizualizovan chemilu-
miniscenéné (ECL kit, Roche) s ndslednou expozici filmu.
Ziskany obraz byl naskenovan do pocitace.

Statistickd analyza

Statistickd analyza byla provedena pomoci programu
NCSS 2007 (Number Cruncher Statistical System,
Kaysville, Utah, USA). Byl pouZit neparovy t-test k vyhod-
noceni BMD a Kolmogorov-Smirnov test k vyhodnoceni
kostnich markert. Vysledky jsou vyjadfeny jako medidn
a 25. a 75. percentil. Hodnota p < 0,05 byla povazovina za
signifikantni.

Vysledky

U potkanti, kterym byl podavan metoprolol (MET; 0,5
mg/100 g BW) nedoslo k statisticky vyznamnym zménam
v koncentracich kostnich markeri (tab. I).

Ani vyhodnocenim kostni minerdlni hustoty v oblasti be-
dernich a ocasnich obratli a v oblasti femuru jsme nezazna-
menali signifikantn{ zménu (tab. 2).

Pomoci three-point bending testu v oblasti diafyzy pravé-
ho femuru u skupiny MET nedoslo k statisticky vyznamné
zméné tlakové sily v porovndni s KON. Testovanim tlakové
odolnosti kr¢ku femuru u experimentdlni skupiny MET do-
Slo k statisticky vyznamnému poklesu o 21 % v porovnani
s kontrolni skupinou (tab. 3). Linie lomu v oblasti diafyzy
a krcku femuru, které byly posuzovany pouze vizudlnég, se
od sebe vyznamné neliSily.

U skupiny MET po osmi tydnech podavani metoprololu
doslo ke zvySeni exprese BMP-2 v proximdlni ¢4sti tibie
v porovnani s KON (obr. 2).

Diskuze

Pro nas experiment jsme si zvolili metoprolol, jedno z nej-
Castéji predepisovanych 1€Civ ze skupiny beta-blokdtord.
Vliv metoprololu na kostni metabolismus neni dosud pro-
zkouman. V experimentu byli pouZiti zdravi dospéli samci
potkant, jejichz kostni metabolismus byl ovlivnén pouze

beta-blokdtorem v relativné nizké ddvce a v relativné krat-
kém Case — v porovndni s lidmi, ktef{ tyto 1€ky uZivaji dlou-
hodobé a na jejichZ kostni metabolismus navic pisobi fak-
tory jak neovlivnitelné, tak ovlivnitelné.

Rejnmark et al. (2004) zjistili, Ze u Zen v perimenopauze
doslo po podéani beta-blokétort, mezi kterymi byl zahrnut
i metoprolol, k trojndsobnému zvysSeni rizika fraktury
a k signifikantnimu poklesu osteokalcinu v porovnani s ne-
léCenymi Zenami [9]. V naSem experimentu jsme stanovo-
vali zménu v hustoté kostntho minerdlu ve 3 oblastech ske-
letu s rozdilnym zastoupenim trabekuldrni a kortikaln{ kosti
a neprokdzali jsme statisticky vyznamnou zménu po 8 tyd-
nech poddviani metoprololu. Ackoli nedoSlo ke zméné
v BMD, prokdzali jsme statisticky vyznamny pokles tlako-
vé odolnosti kréku femuru v porovnani s kontrolni skupi-
nou. Pomoci three-point bending testu nebyla zjiSténa sta-
tistickd vyznamnost v tlakové sile ve stfedni oblasti diafyzy
mezi skupinami. Nase vysledky naznacuji, Ze dlouhodobé
podavani metoprololu v davce 0,5 mg/ 100 g BW ovliviiuje
kostni tkai a to predevsim trabekuldrni st kosti, kterd je
metabolicky aktivnéjsi nez kost kortikdlni i presto, Ze nase
vysledky nebyly potvrzeny vysetfenim BMD ani zménami
sérovych hladin kostnich markert a ani nebyly ovéfeny hi-
stologickou analyzou. Metoprolol tedy nepotvrdil vliv na
buriky osteoblasttl. Lokdlné v kosti doslo k znatelnému né-
rustu exprese kostniho morfogenetického proteinu 2 v pro-
ximdlni ¢4sti tibie. BMP-2 je rustovy faktor, ktery umoZziiu-
je proliferaci a diferenciaci osteoblastii a novotvorbu kosti
[15]. Domnivame se, Ze zvySeni syntézy BMP-2 je reakci na
zménu (zeslabeni) trabekuldrni ¢asti kosti.

Podarilo se ndm prokazat, Ze metoprolol ma negativni
vliv na mechanickou odolnost kostni tkdné. Nase prace ne-
podporuje hypotézu vétSiny praci [10,11,12,13], Zze PB-adre-
nergni blokatory mohou snizit riziko vzniku zlomeniny
a zvysit BMD.

Studie byla provedena na zdravych potkanech. Do bu-
doucna bude nutné tyto vysledky ovéfit na potkanech obou
pohlavi s hypertenzi a s indukovanou osteoporézou.

Zavér

Dlouhodobé uZivani metoprololu v davce 0,5 mg/100 g
BW ma negativni vliv na kostni metabolismus u dospélych
samct potkant kmene Wistar.

Metoprolol v poddvané davce signifikantné snizil tlako-
vou odolnost kréku femuru u experimentdlni skupiny a to
i presto, Ze doslo k zvySeni exprese BMP-2 v proximdlni
¢asti tibie. Domnivdme se, Ze ndsledkem pravdépodobného
zeslabeni trabekuldrni ¢asti kosti doSlo k zvySené syntéze
proteinu BMP-2 v kostn{ tkdni.

K potvrzeni naSich vysledkti bude nutné dalsi studium té-
to problematiky.

Seznam zkratek:

BALP kostni forma izoenzymu alkalické fosfatazy
(bone alkaline phosphatase)

BMD kostni mineralni hustota (bone mineral
density)

BMP-2 kostni morfogeneticky protein 2 (bone
morphogenetic protein 2)

BW télesnd hmotnost (body weight)
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DXA dvouenergiova rentgenova absorpciometrie
(Dual-Energy X-ray Absorptiometry)
ELISA enzymova imunoanalyza
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
ICTP karboxytermindlni telopeptid kolagenu typu I
i m. intramuskularn{
KON kontrolni skupina
oC osteokalcin
PINP aminotermindlni propeptid prokolagenu typu I
RIPA Radio-Immunoprecipitation Assay
ST-1 standardnf{ laboratorn{ dieta

SDS-PAGE  separace proteint v polyakrylamidovém gelu
v pfitomnosti dodecylsiranu sodného (sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis)
MET metoprolol
NCSS Number Cruncher Statistical System

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem MZO
00179906, grantem Lékarské fakulty UK v Hradci Kralové
a projektem Specitického vysokoskolského vyzkumu 2010-
62051. Stret zajmu Zadny.
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