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Akutni odraz operacniho zasahu na metabolismus kosti u potkani
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SOUHRN
Zivna H., Zivny P., Gradosova I, Svejkovské K., Hubena S., Zivn}’/ O., Palicka V.: Akutni odraz operagniho zasahu na metabolismus
kosti u potkand
Cil: Cilem studie bylo sledovat vliv opera¢niho zdkroku na metabolismus a fyzikalni stav kosti.
Material a metody: Samci potkantt kmene Wistar byli nahodné rozdéleni do dvou skupin po 6 zvifatech s pocatecni hmotnosti
373 + 6 g. Byli Ziveni standardni laboratorni dietou a pitnou vodou ad libitum. Skupina KON: intaktni; skupina OPE: potkani 18 ho-
din po bfisni operaci — ¢aste¢né hepatektomii. Zvifata byla usmrcena odbérem krve z bifurkace bfisni aorty. V séru jsme stanovili tria-
cylglycerol (mmol/l), leptin (pg/ml), glukézy (mmol/l) a inzulin (ng/ml). Poté post mortem jsme zméfili denzitu kostniho mineralu
(BMD; g/cm?). V homogenatu kosti (150 mg tkané/1,5 ml fosfatového pufru) jsme stanovili markery kostniho obratu: osteokalcin (OC),
prokolagen 1 N-terminalni propeptid (PINP) a karboxy-terminalni kolagen crosslinks (CTX) metodikou EIA (ug/1). Femury byly kon-
trolované zlomeny tfibodové ve stiedu diafyzy a v oblasti krcku femuru.
Vysledky: U potkanti nebyly prokazany rozdily mezi kontrolni a experimentalni skupinou v BMD (patef p = 0,623; ocas p = 0,120; fe-
mur p = 0,143), ani v tloustce femuru, ani mezi silami nezbytnymi ke zlomeni diafyzy (p = 0,171) i kr¢ku femuru (p = 0,644). Po ope-
ra¢nim zakroku doglo k poklesu triglyceridémie (p < 0,001) a k vzestupu glykémie (p < 0,001). V homogenatu kosti po operaci byl zvy-
$en osteokalcin (p = 0,033) a naopak snizen PINP (p = 0,031) a CTX (p = 0,010).
Zavéry: Nase vysledky ukazuji, Ze abdominalni chirurgicky zakrok po velmi kratkém ¢ase neni schopen ovlivnit denzitu kostniho mi-
neralu a biomechanické vlastnosti kosti (odolnost k frakture), ale je ovlivnén kostni metabolicky obrat pravdépodobné pooperaéni imo-
bilitou, stresem a zménami v pfijmu potravy.
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SUMMARY
Zivna H., Zivny P., Gradosova L, Svejkovska K., Hubena S., Zivny O., Palicka V.: The influence of abdominal surgery (partial hepa-
tectomy) on bone status in male Wistar rats
Aim: The aim of the study was to assess the influence of abdominal surgery (partial hepatectomy) on bone metabolic turnover and bo-
ne biomechanical properties.
Methods: Male Wistar rats were divided into 2 groups (6 rats in each group, body weight 373 + 6 g). The rats were fed with standard
diet and tap water ad libitum. Intact rats were in the control group (KON). The other group (OPE) comprised rats 18 hours after ab-
dominal surgery (partial hepatectomy). The rats were sacrificed by exsanguination from the abdominal aortic bifurcation.
Concentrations of triglycerides (mmol/L), leptin (pg/mL), glucose (mmol/L) and insulin (ng/mL) were estimated in sera. Then post
mortem bone mineral density (BMD) was measured with dual energy X-ray absorptiometry (DXA, Hologic, Waltham, MA, USA). The
proximal caudal vertebrae and femurs were extracted from the animals and broken in a controlled manner using a biomechanical tes-
ting device (Martin Kosek & Pavel Trnecka, Hradec Kralove, Czech Republic). Bone homogenate was analyzed for osteocalcin, pro-
collagen type I N-terminal propeptide (PINP) and carboxy-terminal collagen crosslinks (CTX) by EIA (pg/mL).
Results: There were no significant differences between the KON and OPE groups in BMD (spine p=0.623; tail p = 0.120; femur
p = 0.143), as well as in femur size (thickness) and strength needed for femur diaphysis (p = 0.171) and neck fracture (p = 0.644).
Triglyceride levels were decreased (p < 0.001) and glucose levels increased (p < 0.001) in the OPE group. Osteocalcin levels (p = 0.033)
in bone homogenate were increased, but PINP and CTX levels were decreased (p = 0.031; p = 0.010) in the OPE group.
Conclusions: The findings suggest that abdominal surgery in extremely short time is not able to influence BMD and bone biomecha-
nical properties. However, bone metabolic turnover is influenced, presumably by immobility, stress and changes in food consumption.
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Uvod

V bézné 1ékarské praxi je nutné provadeét chirurgické za-
kroky, po kterych nastava stresovd reakce organismu na
operacni zakrok. Vliv jaternitho poskozeni na vznik osteo-
pordzy a na riziko fraktur je zndm, jedna se ale o chronicky,
dlouho se vyvijejici stav, napiiklad pacienti s primarni bili-
arnf cirh6zou maji zvysené riziko zlomenin [1], dile téZ pa-
cienti s hemochromat6zou nebo alkoholickym poSkozenim
jater [2]. Jaterni osteodystrofie je metabolické kostni one-
mocnéni, vyskytujici se ve spojitosti s chronickym jaternim
onemocnénim. Dochdzi k vyvoji stavu, kdy se jednd o kom-
binaci osteopordzy s osteomalacii.

Zajimalo nds, jestli i jeden akutni zdsah do organismu,
operace s odstranénim ¢asti jaterni tkang, se bude odrazet ve
zménéném metabolismu kostni tkané.

V kostech a zuboviné se naléza nekolagenni bilkovina os-
teokalcin, kterd je produkovana osteoblasty za pritomnosti
vitaminu K. Proto byvaji koncentrace osteokalcinu vyuziva-
ny jako ukazatel, stanovujici intenzitu kostni formace aktiv-
nimi osteoblasty [3]. Bylo dokonce prokdzano, Ze vysoké
sérové koncentrace osteokalcinu relativné velmi dobfe kore-
luji s nardstem denzity kostniho mineralu, tzv. BMD (Bone
Mineral Density), stejné tak s mechanickou stimulaci [4],
kdy v extraceluldrni hmoté pod proliferujicimi butikami se

Graf 1
Sérové hodnoty leptinu (pg/ml), triglyceridd (mmol/I),
inzulinu (ng/ml) a glukézy (mmol/1)

prokazuje osteokalcin, coZ ukazuje na aktivni kostni forma-
ci[5].

N-terminalni propeptid kolagenu typu I (PINP) je ukaza-
telem intenzity metabolismu kolagenu pred jeho zabudova-
nim do kostn{ tkdné, ¢imZ opét vypovida o kostni matrix. C-
termindln{ crosslinking telopeptid kolagenu typu I (CTX) se
naopak uvoliiuje proteolytickymi procesy z kolagenu typu
I pti jeho odbouravani, a je tedy citlivym ukazatelem kostni
resorpce [6].

Polozili jsme si otdzku, jestli na jednordzovy chirurgicky
vykon neodpovidd i kostni tkdn, se kterou jsou spojovany
spiS predstavy velice pomalych odpovédi. Sledovali jsme
jak zmény kostni minerdlni denzity a biomechanickych
vlastnosti kosti, tak i lokdlni ukazatele kostniho metabolic-
kého obratu: osteokalcin, PINP a CTX.

Materidl a metodiky

Potkani byli chovdni ve vivdriu Lékarské fakulty
Univerzity Karlovy v Hradci Krialové (LF UK HK).
Protokol pokusu byl schvdlen Odbornou komisi na ochranu
zvitat proti tyrani LF UK v Hradci Kralové (¢.j. 3545/2006-
30/300 a 8593/2008-30). Byli pouziti dospéli samci potka-
ni kmene Wistar (Biotest, s. r. 0., Konarovice, CR), ktefi
byli rozdéleni do dvou skupin po 6 zvitatech. Potkani byli
umisténi v plastovych klecich a chovédni za standardnich
podminek, Ziveni standardni laboratorni dietou a pitnou vo-
dou ad libitum.

Skupina KON: intaktni; skupina OPE: potkani 18 hodin
po brisni operaci — ¢astecné hepatektomii. Zvitata byla us-
mrcena odbérem krve z bifurkace bfisni aorty v celkové
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10 - E4 OPE V séru byly stanoveny koncentrace triacylglycerolu
(mmol/1), dale leptinu (pg/ml), glukézy (mmol/l) a inzulinu
8 —| (ng/ml).
Poté post mortem byla u potkanti zméfena BMD (g/cm?)
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instrument (Roche Applied Science, Némecko) jsme ho-
mogenizovali ¢asti ocasnich obratld (150 mg tkdné/1,5 ml
fosfatového pufru). V ziskaném supernatantu kostniho ho-
mogendtu jsme stanovili koncentrace markert kostniho
obratu — osteokalcin (OC), prokolagen 1 N-termindalni pro-
peptid (PINP) a karboxy-termindlni kolagen crosslinks
(CTX) metodikou EIA (ug/l; Uscnlife Sciences & Techno-
logy Co., Ltd., Cfna).

Femury byly kontrolované zlomeny v testovacim piistroji
(Martin KoSek & Pavel Trnecka, Hradec Kralové) tiibodové
ve stfedu diafyzy a v oblasti kr¢ku femuru tlakem na hlavi-
ci. O metodice bylo jiz diive referovano [7].

Statistickd analyza byla provedena s vyuZitim software
“SigmaStat 3.1 Jandel Scientific®, San Rafael, CA, USA.
Metodami One Way Anova, Holm-Sidak Metod. Data jsou
vyjadfena jako primér + stfedni chyba nebo jako medidn
(a percentily 25%—75%), hodnoty statistické vyznamnosti
jsou uvedeny v tabulkach i grafech.

Vysledky

U potkanti nebyly prokdzany statisticky vyznamné rozdi-
ly v BMD mezi sledovanymi skupinami (tab. I).

Rozdily v délce femuru ani jeho tloustce ve stiedu diafy-
zy nebyly statisticky vyznamné. Vyhodnocenim sily nutné
ke zlomeni diafyzy i krcku femuru jsme nenalezli Zddné sta-
tisticky vyznamné rozdily mezi sledovanymi skupinami
(tab. 2).

Sérové koncentrace leptinu pied operaénim zdkrokem
a po ném nebyly statisticky vyznamné.

Po opera¢nim zdkroku doslo za 18 hodin k vyznamnému
poklesu triglyceridémie. Za 18 hodin po provedeni ¢aste¢né
hepatektomie byl zjistén v séru nevyznamny pokles kon-
centraci inzulinu, provdzeny statisticky vyznamnym vzestu-
pem glykémie (graf I).

Ke statisticky vyznamnému vzestupu osteokalcinu v ho-
mogenatu kostni tkdné doslo za 18 hodin po opera¢nim za-
kroku (graf 2).

Za 18 hodin po ¢astecné hepatekto-

mii jsme v homogendtu kostni tkdné
zjistili statisticky vyznamny pokles
koncentraci PINP (graf 3).

V homogenatu kostni tkané ziska-

s Xz

ukazateld kostniho obratu, které jsme stanovili v homoge-
ndtu kostni tkdné: osteokalcin, PINP a CTX. Dali jsme pted-
nost jejich stanoveni v kostni tkdni pfed stanovenim v séru.
Ptedpoklddame, Ze budou ptesnéji odrdZet d&je v kostni tk4-
ni neZ sérové hodnoty.

Po opera¢nim zakroku potkani omezili sviij pohyb, spali
schouleni a zjezeni, spotieba diety klesla priblizné na tieti-
nu (23 g vs. 7 g diety na jednoho potkana a den). Jednd se
tedy o komplexni reakci potkana na stres, jako je bolest,
ztrata Casti jaterni tkdné, omezeny pfijem potravy. Tento
stav netrva déle nez 24 hodin po operaci, potkan se za¢ina
zotavovat, vymizi zjeZeni srsti a antalgické postaveni téla. Je
zahdjeno stadium reparace a potkan se vraci k béZné pohy-
bové aktivité s pfijmem plné davky krmné diety.

Pii sledovani metabolickych ukazateli za 18 hodin po
operaci jsme nalezli statisticky vyznamny vzestup glyké-
mie, coz miZe byt navozeno stresem [8], vyplavenim korti-
koidu, ale téz poklesem hladin inzulinu, i kdyZ v tomto ex-
perimentu statisticky nevyznamnym. Ddle jsme zjistili
vyznamny pokles triglyceridémie, cozZ nejspiSe bylo v di-
sledku zahdjeni jaterni regenerace, kdy jsou tuky z periferie
transportovany do jaterni tkané [9].

Nevyznamné zmény sérového leptinu svédci o faktu, Ze
pooperacni sniZeni piijmu potravy neni zprostfedkovdno
leptinem, piestoZe Udaje z literatury hovoii o jeho vlivu.
Napriklad Patterson-Buckendahl se spoluautory prokézali,
7e chronickd imobilizace vedla k poklesu leptinu [10]. Role
leptinu je ve svém vlivu na kostni tkdn nejednoznacni.
Samotny leptin je schopen stimulovat osteoblasty a inhibo-
vat osteoklasty, ale svymi centrdlnimi ucinky pres sympa-
tické neurony hypothalamu navozuje opacné déje v kostnich
buiikdch [11]. Déje komplikuje antagonista leptinu — neuro-
petid Y, ktery lokdlné tlumi osteoblasty a zdroven sniZuje
koncentrace osteokalcinu [12].

U potkanii 18 hodin po opera¢nim zdkroku jsme neproka-
zali rozdily v BMD mezi sledovanymi skupinami. Je zna-

Tabulka 1

DEXA u potkanl na konci pokusu (g/cm2)

ném za 18 hodin po provedeni ¢astec-

né hepatektomie jsme prokdzali po- R1 — pitef R2 — ocas R3 - femur

kles koncentraci CTX (graf 4). KON 0,207 + 0,006 0,181 + 0,002 0,160 + 0,005

Diskuze OPE 0,193 + 0,003 0,195 £ 0,008 0,175 £ 0,008
V dvodu jsme si poloZili otdzku, zda  Stat. vyzn. P =0,623 P =0,120 P=0,143

na jednordzovy chirurgicky vykon od-

povidd i kostni tkdn, se kterou jsou Tabulka 2

spojovany spiS pfedstavy velice poma-
lych odpovédi.

Délka a pramér pravého femuru (mm). Sily nutné ke zlomeni dialyzy a kréku

femuru (N)
Po akutnim opera¢nim zdsahu do

organismu neo¢ekdvame nékteré zmeé- Délka (mm) Priimér (mm) Sila 3B Sila Zloment
ny, které se nejspise vyvijeji delsi Cas. Zlomenf (N) kreku (N)
Pfesto jsme po operaénim zdkroku
u potkanti sledovali denzitometrické KON 34,24 0,32 3,18 £ 0,04 1497 129 + 8
vySetfeni kosti i zm€ny biomechanic-  OPE 34,43 +0,5 3,16 £ 0,08 152 + 10 134 + 12
?Ch vlastmosti kosti. Spife jsme oCe- g o - P = 0,682 P = 0,266 P=0,171 P = 0,644

avali diskrétni zmény vybranych
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mo, Ze fyzickd aktivita ma pozitivni vliv na BMD [13], ale
v naSem experimentu se jednalo o kratkodobé omezeni po-
hybu po operaci, které se nemohlo na vysledcich BMD od-
razit. Burkovskaya se spoluautory prokdzali vliv na BMD
u mysi teprve po 3 tydnech imobilizace provazené progre-
sivni demineralizaci kosti [14]. Pokles BMD u lidi byl pro-
kazéan t€Z po cévni mozkové piithodé, ale az po roce od za-
¢atku onemocnéni a koreloval s tiZi pocatecniho stupné
parézy [15].

Biomechanické vlastnosti femurti nebyly ovlivnény 18
hodin po opera¢nim zdkroku. Zmény biomechanickych
vlastnosti kosti — stresové fraktury — byly nalézany i u mla-
dych lidi, velmi fyzicky aktivnich. Toto zvySené riziko ke
stresovym frakturdm se tykalo spiSe téch, ktefi po cviceni
méli vySSi pokles télesné hmotnosti, méli nizsi celkové
BMD a byli signifikantné niz§iho vzristu [16].

Z literatury je znamo, Ze vzestup sérového osteokalcinu
ukazuje na aktivitu osteoblastti a kostni novotvorbu [17],
jako jsou napiiklad stavy nékolika dnd po fraktufe kosti
[18]. Ke statisticky vyznamnému vzestupu osteokalcinu
v homogenatu kostn{ tkdné¢ doslo za 18 hodin po operacnim
zakroku, naopak pokles osteokalcinu prokdzali Patterson-
Buckendahl se spoluautory po stresovém podnétu — imobi-
lizaci [10]. Pokles osteokalcinu v poopera¢ni fazi 24 hodin
po biisni operaci u lidi nalezl také Napal se spoluautory
[19]. MuZeme se domnivat, Ze diskrepance vysledkli mize
byt zptisobena mistem, ze kterého byl osteokalcin izolovan.
V naSem experimentu jsme ho ziskali pfimo z kostni tkdnég,
dale mohla byt sniZena jeho clearence ztratou jaterni tkan€.

Je zndmo, Ze s rostouci fyzickou aktivitou roste kostni
metabolismus, tj. osteokalcin, karboxytermindlni propeptid
prokolagenu typu I (PICP) a karboxytermindlni telopeptid
kolagenu typu I (ICTP) [13]. Za 18 hodin po ¢aste¢né hepa-
tektomii jsme v homogendtu kostni tkdné zjistili statisticky
vyznamny pokles koncentraci PINP a CTX. Jestli md na
tomto poklesu CTX podil imobilizace potkant po operaci
nelze fici s jistotou, ale Tomiya se spoluautory potvrdil
u potkand, Ze imobilizace ocasu vede ke zvysSené exkreci
CTX a kyselé fosfatdzy moci, k poklesu sérového prokola-
genu C — peptidu II jiZ v casné fazi pokusu [20].

Zavér

NaSe vysledky ukazuji, Ze abdomindlni chirurgicky za-
krok po velmi kratkém case neni schopen ovlivnit denzitu
kostntho minerdlu a biomechanické vlastnosti kosti, tedy
odolnost k fraktuie, ale je ovlivnén kostni metabolicky obrat
pravdépodobné pooperacni imobilitou, stresem a zménami
v piijmu potravy.

Vsechny prezentované vysledky bude nutné potvrdit na ji-
nych chirurgickych zdkrocich u potkant a vyloudit pfipad-
ny vliv redukované jaterni tkang.

Nekomplikovany chirurgicky zdkrok jisté nezasidhne do
dalsiho Zivota lidi s osteopordzou, ale u vétsich operacnich
zakroku by se nemélo zapominat na moznost zhorSeni stavu
kosti u téchto jiz diive postizenych pacientq.

Prace byla podporena vyzkumnym zamérem MZO
00179906.
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