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SOUHRN
Svejkovské K., Gradosova 1., Zivna H., Doubkova K., Zivn)'l P, Cermékova E., Palicka V.: Vliv opakovanych odbérii krve a diety obo-
hacené o Zelezo na mechanické vlastnosti kosti potkanii
Cil prace: Cilem této studie bylo sledovat ovlivnéni kostniho metabolismu opakovanymi odbéry krve a podavanim diety obohacené
o zelezo u samci potkanti kmene Wistar.
Materidl a metody: Zvifata byla krmena bud’ standardni laboratorni dietou (SLD), nebo SLD obohacenou o Zelezo: fe (SLD+400 mg
elementarniho Zeleza/1 kg diety), FE+ (SLD+5 g elementarniho Zeleza/1 kg diety). Poloviné zvifat byl jednou tydné provadén odbér
krve (withdrawal = w) z retroorbitalnich sind. Skupiny zvifat: 1. SLD (standardni laboratorni dieta), 2. SLD-w (SLD a opakované od-
béry krve), 3. fe (standardni laboratorni dieta obohacena o Zelezo v davce 400 mg/1 kg diety), 4. fe-w (SLD obohacena o Zelezo v dav-
ce 400 mg/1 kg diety a opakované odbéry krve), 5. FE+ (standardni laboratorni dieta obohacena o Zelezo v davce 5 g/1 kg diety),
6. FE+w (SLD obohacena o Zelezo v davce 5 g/1 kg diety a opakované odbéry krve). Byl vysetfen krevni obraz, koncentrace Zeleza, fe-
ritinu a markery kostniho obratu v séru: osteokalcin, N-termindlni propeptid prokolagenu typu I, C-terminalni telopeptid kolagenu ty-
pu L Byla zméfena hustota kostniho mineralu (BMD), obsah vapniku a Zeleza v kosti a biomechanické vlastnosti femuru (tfibodové
ohybani kosti, odolnost kréku femuru v tlaku).
Vysledky: Vlivem diety, obohacené o Zelezo doglo k nariistu koncentrace hemoglobinu (FE+ vs. fe, p < 0,01; fe vs. SLD, p < 0,05), hla-
diny zeleza v séru (FE+ vs. SLD, fe, < 0,001), obsahu Zeleza a vapniku v kosti (FE+, fe vs. SLD, < 0,001) a k poklesu poctu erytrocytii
(FE+ vs. SLD, p < 0,001; fe vs. SLD, p < 0,05). Vlivem krevnich odbéri klesl u SLD-w pocet erytrocyti (vs. SLD, p < 0,05) a vzrostl ob-
sah vapniku v kosti (vs. SLD, p < 0,01). U FE+w doslo k poklesu poctu leukocytt (vs. FE+, p < 0,05) a koncentrace Zeleza (vs. FE+,
p <0,05). BMD celého femuru poklesla u skupiny fe-w vs. fe (p < 0,05).
Zavér: Z nasich vysledku vyplyva, Ze zvifata dokazala po kratkou dobu trvani experimentu velmi dobfe kompenzovat nejen opakova-
né krevni ztraty, ale také nadbytek Zeleza dodavaného potravou. Nedoslo k ovlivnéni kostniho metabolismu, ani ke zméné biomecha-
nickych vlastnosti kosti.
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SUMMARY
Svejkovska K., Gradosova 1., Zivna H., Doubkova K., Zivny P, Cermakova E., Palicka V.: Effect of repeated blood withdrawals and
iron enriched diet on bone mechanical properties in rats
Objective: The study aimed at assessing the effect of repeated blood withdrawals and iron- enriched diet on bone metabolism in ma-
le Wistar rats.
Material and methods: The rats were fed either with standard laboratory diet (SLD) or with iron-enriched diets. Half of the animals
had blood withdrawn (w) from the retro-orbital sinus. The animal groups were as follows: (1) SLD, (2) SLD-w (SLD and repeated blood
withdrawals), (3) fe (SLD enriched with iron at a dose of 400 mg/1 kg of the diet), (4) fe-w (SLD enriched with iron at a dose of
400 mg/1 kg of the diet and repeated blood withdrawals), (5) FE+ (SLD enriched with iron at a dose of 5 g/1 kg of the diet), and (6)
FE+w (SLD enriched with iron at a dose of 5 g/1 kg of the diet and repeated blood withdrawals). Blood was analyzed for blood count,
concentration of iron, ferritin and markers of bone metabolism: osteocalcin, procollagen type I N-terminal propeptide and C-terminal
telopeptide of type I collagen. Subsequently, bone mineral density (BMD), calcium and iron content in bone and biomechanical pro-
perties of the femur (three-point bending, strength of the femoral neck) were measured.
Results: Iron-enriched diet increased the concentration of haemoglobin (FE+ vs. fe, p < 0.01; fe vs. SLD, p < 0.05) and serum iron (FE+
vs. SLD, fe, < 0.001), content of iron and calcium in bone (FE+, fe vs. SLD, < 0.001) and decreased erythrocyte count (FE+ vs. SLD,
p < 0.001; fe vs. SLD, p < 0.05). Repeated blood withdrawals decreased erythrocyte count (SLD-w vs. SLD, p < 0.05) and increased the
content of calcium in bone (SLD-w vs. SLD, p < 0.01). Leukocyte count (p < 0.05) and iron concentration (p < 0.05) were decreased in
FE+w (vs. FE+). Total femoral BMD decreased in fe-w (vs. fe, p < 0.05).
Conclusion: The results suggest that the rats were able to compensate for not only repeated blood withdrawals but also iron-enriched
diet very well. There were no changes in either bone metabolism or mechanical properties.
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Uvod

Zelezo patii mezi mikrobiogenni neboli stopové prvky.
Mikrobiogenni prvky se v organismu vyskytuji v mikromo-
larnich koncentracich a jsou pro organismus esencidlni.
Zelezo je vyznamnou souldsti fady enzymi, napf. prolyl
a lysyl hydroxyldzy, 25-hydroxyvitamin D-1-hydroxylazy,
ribonukleotid-reduktdzy a fady dal$ich.

Nadbytek Zeleza je pro organismus toxicky a nedostatek
naopak muze vést ke vzniku fady onemocnéni.

Nadbytek Zeleza je pro organismus vysoce toxicky z di-
vodu tvorby volnych radikélt Fentonovou reakci [1,2]. Mezi
stavy s nadbytkem Zeleza v organismu patii talasemie, srp-
kovita anémie, africka siderdza, hereditarni hemochromato-
za (HHE), dale koufeni, alkoholismus, HIV infekce a v ne-
posledni fadé také zastava menstruaéniho krviceni. Az
u 50 % téchto pacientd, ktef{ maji v organismu vyssi kon-
centrace Zeleza, byla nalezena osteoporéza [3].

Flebotomie, neboli odbér 250 az 500 ml krve, je velmi
efektivni a jiz pres 50 let pouZzivany piistup v 1€cbé chorob
se zvySenou zat€zi Zelezem, jako je napf. hemochromatéza
[4]. Tato terapie stimuluje erytropoézu a mobilizuje Zelezo
ze z4sobnich mist. SniZen{ koncentrace Zeleza redukuje po-
tencidl pro vznik tkanového poskozeni indukovaného zZele-
zem, jako je jaterni fibréza, cirh6za a karcinom jater.
Vysokd frekvence opakovanych odbért krve (4x ro¢né) ve-
de k poklesu zdsob Zeleza a s tim souvisejictho poklesu oxi-
dacniho stresu [5]. Chronické ztrity krve mohou ale z di-
vodu neustdlé stimulace stromdlniho a hematopoetického
systému vést k jeho vyCerpdni, a stdt se tak primarnim fak-
torem rozvoje osteoporézy [6].

Kromé téchto 1écebnych forem se s flebotomii setkdvame
u dobrovolnych darct krve, ktefi jsou naopak ohroZeni ne-
dostatkem Zeleza v organismu [7], a proto jsou casto, pre-
vazné premenopauzdlni Zeny, Zelezem suplementovani.

Rovnovéha Zeleza v organismu je udrZovana pouze regu-
laci absorpce z traviciho traktu. Organismus nedokaze od-
stranit nadbyte¢né Zelezo jeho vylou¢enim, mize pouze sni-
Zit jeho absorpci ve stfevé. Proto musi byt metabolismus
Zeleza, od jeho transportu pres bunééné membrany, distri-
buci v organismu a uchovavani v intaktni formé, dobie fun-
gujicim mechanismem.

Buriky se 1i8{ svojf citlivosti k Zelezu. Osteoblasty, které
reprezentuji kostni novotvorbu, jsou extrémné citlivé k pii-
tomnosti Zeleza. Zelezo jejich funkci potladuje. Naopak os-
teoklasty resorbujici kostni tkdn, jsou schopné fungovat
spravné 1 v pritomnosti nadbytku Zeleza. Mezi dal$i buriky,
extrémné citlivé k nadbytku Zeleza, patii bunky pfedni hy-
pofyzy, coz vede k nedostatku gonadotropind s naslednym
rozvojem osteoporézy [8].

Kostni metabolismus je hodnocen sledovanim zmén kon-
centrace kostnich markeru: osteokalcinu, N-termindlniho
propeptidu prokolagenu typu I a C-termindlniho telopeptidu

kolagenu typu I. Osteokalcin (OC) je nekolagenni protein
produkovany osteoblasty, osteocyty a odontoblasty. K jeho
tvorbé je zapotiebi kalcitriol a vitamin D. Vznikly intaktni
osteokalcin je absorbovan do kostni matrix vazbou na hy-
droxyapatit pomoci rezidui y-karboxyglutimové kyseliny.
Cist tohoto intaktniho OC miiZe byt uvolnéna do cirkulace.
OC mize také projit intracelularnimi procesy, nebo byt po
sekreci degradovan, proto je mozné v cirkulaci detekovat fa-
du fragmentt: intaktni OC (1-45), C- termindlni fragment
(44-49), N- termindlni fragment (1-19), MID fragment
(20-43) a N-MID OC (1-43). Pro svou malou molekulu
(6 kDa) snadno pronikd glomerulem a m4 velmi kratky bio-
logicky polocas (4 min.).

Karboxy-termindlni telopeptidy kolagenu typu I (CTx)
jsou kratké aminokyselinové fetézce, které pochazeji z C-kon-
ce kolagenu a jsou vzdjemné spojené pyridinolinovymi mo-
lekulami, tzv. cross-linky. Béhem degradace kolagenu se
uvolnuji z kostni hmoty a mohou byt detekovany v krevnim
séru. Maji vSak malou molekulu (9-20 kDa), a jsou tedy
stejné jako OC vylucovany ledvinami.

Amino-termindlni propeptidy prokolagenu typu I (PINP)
se uvoliuji z prokolagenu pii syntéze kolagenu. Vzniklé
propeptidy, jejichZ molekula je bohatd na prolin a hydroxy-
prolin, jsou uvoliiovany do krevniho ob&hu, kde mohou byt
detekovdny. Sérovd koncentrace N-termindlniho propeptidu
prokolagenu typu I nenf ovliviiovana funkci ledvin, jako to-
mu je u CTx a OC, protoZe jeho molekulova hmotnost ¢ini
70 kDa.

Cilem této studie bylo zjistit ovlivnéni kostniho metabo-
lismu po 8 tydnech podavani diety obohacené o Zelezo a po
pravidelnych odbérech krve u samcti potkanti kmene
Wistar. Byly sledovany koncentrace markerti kostniho obra-
tu, byla zméfena hustota kostntho minerdlu a testovdna bio-
mechanicka odolnost femurt. Porovnavali jsme jak vliv jed-
notlivych typu diet, tak vliv opakovanych krevnich odbéra
u zvifat se stejnym typem diety. Ve studii byli pouZiti sam-
ci potkant, abychom se vyhnuli hormondlnim zméndm
v pribéhu experimentu. Zelezo bylo poddvano potkaniim
per os, abychom se co nejvice priblizili béZné klinické pra-
xi suplementace Zelezem.

Materidl a metody

Zvifata:

Experiment byl schvdlen Odbornou komisi Lékatské fa-
kulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (C.j.: 24774/
2006-11020). Samci potkan kmene Wistar (Biotest, s. 1. 0.,
Kondrovice, Ceské republika) byli chovani za standardnich
podminek: ptistup k vodé a potravé ad libitum, cyklus 12
hodin svétlo/tma, standardni pokojovd teplota 22 + 2 °C. Ve
véku 8 tydnl byla zvifata rozdélena do Sesti skupin po os-
mi. Pokus trval 8 tydnl, 2x tydné byla zaznamendvina
hmotnost zvitat, spotfeba diety a vody.
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Dieta:

Zvitata byla krmena bud standardni laboratorni dietou
(SLD, VELAS, a. s., Lysd nad Labem, Cesk4 republika)
nebo standardni laboratorni dietou obohacenou o Zelezo (fe,
FE+). Zelezo bylo ptiddvano do diety ve formé& rozdrcenych
tablet (Sorbifer Durules, 100 mg Fe?+ a 60 mg kyseliny as-
korbové/1 tableta; EGIS Pharmaceuticals Ltd., Budapest,
Madarsko). Prvni typ SLD obohacené o Zelezo (fe) obsaho-
val na 1 kg diety 400 mg elementarntho Zeleza a 240 mg ky-
seliny askorbové. Druhy typ SLD obohacené o Zelezo (FE+)
obsahoval na 1 kg diety 5 g elementarniho Zeleza a 3 g ky-
seliny askorbové.

Skupiny zvifat:

Zvitata byla rozdélena do Sesti skupin po osmi jedincich:
1. kontrolni skupina (SLD); 2. kontrolni skupina s opakova-
nymi odbéry krve (SLD-w); 3. skupina s fe dietou (fe);
4. skupina s fe dietou a opakovanymi odbéry krve (fe-w);
5. skupina s FE+ dietou (FE+); 6. skupina s FE+ dietou
a opakovanymi odbéry krve (FE+w).

Pravidelné odbéry krve:

V éterové narkéze bylo vybranym skupindm zvifat pravi-
delné jednou tydné odebirdno 1,5 ml krve. Krev byla odebi-
rdana pomoci heparinizovanych kapildr z retroorbitdlnich si-
na.

Ukonceni studie:

Po 8 tydnech pokusu byla zvitata usmrcena v éterové nar-
kéze odbérem krve z bifurkace bfi$ni aorty. PInd krev byla
pouzita k vySetfeni krevniho obrazu. Krevni sérum bylo
pouzito ke stanoveni koncentrace feritinu a koncentrace
markeru kostniho metabolismu: CTx, PINP a OC. Zvifatim
byla déle odebrdna jitra, ledviny a slezina. Orgdny byly
zvdzeny a zamraZeny v plastikovych sac¢cich na —20 °C.
Zvitatim byly poté odebrdny oba femury, tibie a ocasni
obratle. Odebrané kosti byly ocistény od mékké tkané, za-
baleny do gazy zvlh¢ené fyziologickym roztokem a uchova-
ny pri —20 °C.

Laboratorni vySetfeni:

V Hematologické laboratofi Lékarské fakulty Univerzity
Karlovy a Fakultni nemocnice v Hradci Krilové (LF UK
a FN v HK), byl vysetfen krevni obraz (Abbott CELL-DYN
3200 SL, Abbott, IL, USA). Koncentrace Zeleza v séru byla
stanovena na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky
(UKBD) LF UK a FN v HK. Obsah Zeleza a vapniku v kost-
ni tkdni (tibie) byl zméfen metodou atomové absorpcni
spektroskopie (UKBD LF UK a FN v HK).

V séru byla metodou enzymové imunoanalyzy (ELISA)
zméfena koncentrace feritinu (RatFerritin, pg/l, Immuno-
logy Consultants Laboratory, Inc., USA), ddle markery
kostniho obratu: osteokalcin, N-termindlni propeptid proko-

Tabulka 1
Koncetrace leukocytl, erytrocytl, hemoglobinu (Hb) a feritinu. Identické symboly predstavuji porovnavané hodnoty
se statisticky vyznamnymi rozdily (p < 0,05). w-opakované odbéry krve, fe- dieta obohacena o 400 mg Fe,
FE+ dieta obohacend o 5 g Fe.

Primér/median Leukocyty (109/1) Erytrocyty (1012/1) Hb (gN) Feritin (ug/l)

SLD 5,0 (3,8-7,1) 8,802 *#p 147,4 £3,5 * 2 066,6 +302,1
SLD-w 3,7 (3,5-3,9) 85+0,1r 146,729 1 863,7 £199,6
fe 7,8 (4,9-8,1) 8,5+0,2* 1449 + 4.8 *# 1811,2 +204,1
fe-w 3,9 (3,7-7,7) 83+03 1454 £ 3,4 1751,4 £352,5
FE+ 6,7 (6,1-8.0) 83+£02# 1521 £3,6 # 1 763,2 +490,9
FE+w 3,9 (3,5-5,0) 8,2+0,3 151, 4 £3.9 1716,5 £ 305,3

Tabulka 2

Obsah Zeleza a vapniku v kosti, koncentrace zeleza. Identické symboly pfedstavuji porovnavané hodnoty
se statisticky vyznamnymi rozdily(p < 0,05). w-opakované odbéry krve, fe- dieta obohacena o 400 mg Fe, FE+ dieta
obohacenad o 5 g Fe.

Medidn (25,-75, percentil) Zelezo v kosti (nmol/kg) Vipnik v kosti (nmol/kg) Zelezo v séru (umol/l)

SLD 2,5 (1,9-2,8) *# 92444 (8556,6-9 484,5) *#» 40,6 (37,3-464) *

SLD-w 1,8 (1,7-2,0) 13 569,8 (10 888,8-14 255,7) » 34,5 (32,9-42,7)

fe+ 44 (32-52)# 12 409,8 (11 275,4-14 873,2) # 44,8 (35,0-60,0) #

fe+w 2,8 (2,0-3.8) 13 632,5 (10 437,7-14 056,7) 41,3 (33,4-43,7)

FE+ 49 (44-64)* 13532,9 (1121217 118,4) *» 75,5 (57,8-85,8) *#r

FE+w 45 (4,0-51) 13 526,7 (11 923,7-14 858,7) » 54,2 (44,6-64,9) ¢
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lagenu typu I a C-termindlni telopeptid kolagenu typu I
(Rat-MID Osteocalcin™, Rat/Mouse PINP, RatLaps™-
CTX-I, nug/l, Immunodiagnostic Systems Ltd, Velkd Brita-
nie).

Hustota kostniho minerélu:

Kostni minerdlni hustota (BMD, g/cm?) byla zméfena
v Osteocentru LF UK a FN v HK pomoci dvouenergiové
rentgenové absorpciometrie (DXA; QDR-4500A Elite;
Hologic, Waltham, MA, USA). BMD byla vyhodnocena na
izolovaném femuru, ociSténém od mékké tkdné, ktery byl
ddle urcen pro testovani mechanické odolnosti. VSechny
analyzy byly zpracovany pomoci vysokorozliSovaciho soft-
waru, navrzeného pro studium malych zvifat.

Biomechanické testovéani:

Testovani biomechanickych vlastnosti kosti bylo provede-
no na specidlnim zafizeni, které bylo vyrobeno na zakazku
(Martin KosSek & Pavel Trnecka, Hradec Kralové, Ceska re-
publika). Femury, které byly uchovavany pii —20 °C, byly
pred testovanim rozmraZeny (jedna hodina pfi pokojové tep-
lot&) a prevezeny na zmé&feni BMD na UKBD LF UK a FN
HK. Abychom zabrénili vysychani kostni tkdné, byly femu-

Tabulka 3

Koncetrace kostnich markerl. w-opakované odbéry krve, fe- dieta obohacena
0 400 mg Fe, FE+ dieta obohacena o 5 g Fe. OC-osteokalcin, PINP-N-terminalni
propetid prokolagenu typu I, CTx-C-terminalni telopeptid typu I.

ry po celou dobu uchovdviny zabalené v gaze zvlhcené fy-
ziologickym roztokem. U kaZdého femuru jsme pfed testo-
vanim zméfili délku femuru, jeho tloustku a oznadili jsme
stted femuru. Pii tiibodovém testovani mechanické odol-
nosti (three-point bending; 3PB) byly femury poloZeny na
podpéry se zakulacenymi hranami vzdéalené od sebe 18 mm
tak, aby jedna podpéra byla pod trochanterem major a dru-
ha pod distdlni ¢asti femuru. Tfibodové testovani bylo pro-
vedeno v anterioposteriornim (AP) sméru (obr. I). Pred
vlastnim testovanim mechanické odolnosti kostni tkdné by-
ly femury zatiZzeny malym stabiliza¢nim napétim (do 10 N)
s pouzitim tfeti podpéry. Tato cepel sméfovala kolmo na
dlouhou osu femuru a do stfedu mezi spodni podpéry.
Nisledné byla kost zatiZena rychlosti 6 mm/min dokud ne-
doslo k fraktufe. Sila potfebna ke zlomen{ kosti byla zazna-
mendna pristrojem (Digitalanzeiger 9180, Burster praezisi-
osmesstechnik gmbh & co kg, Gernsbach, Némecko). Na
zlomeném femuru byla zméfena mikrometrem (OXFORD
0-25mm 30DEG POINTED MICROMETER, Victoria
Works, Leicester, Velkd Britdnie) tloustka kompakty ve
sméru lamani, tedy v AP sméru. Proximalni ¢ast femuru by-
la dale pouzita pro testovani mechanické odolnosti kréku fe-
muru v tlaku (obr. 2). Proximalni ¢ast zlomeného femuru
byla upevnéna svisle ve specidlné vy-
robeném fixacnim zafizeni (Martin
Kosek & Pavel TrneCka, Hradec
Krélové, Ceska republika) pomoci sa-
mopolymerujici adhezivni pryskyfice
(Spofacryl-SpofaDental, a. s., Ji¢in,
Ceskd republika). Hlavice femuru byla
zaté€zovana vertikalni silou o rychlosti

Priimér/medidn 0C (ug/l) PINP (ug/l) CTx (ng/l) 6 mm/min pomoci podpéry s plochou
hranou, dokud nedoslo ke zlomeni kr-
SLD 1755 £ 65,2 37.8+6,0 12,0 9.9-13.7) ¢ku femuru. Maximdlni vyvinutd sila
SLD-w 1999 £ 34,9 39,3+6,2 11,5 (10,6-13,2) byla opét zaznamendna méfici jednot-
Fe 1754 + 46,1 357 +9.1 9.7 (8.1-117) kou.
fe-w 210,1 £ 67,9 38879 11,2 (10,0-24.3) Statistick4 analyza:
FE+ 1992 + 43 4 343+87 10,9 (9.2-15.4) Statls/tlcké analyza byla provedena
pomoci softwaru NCSS 2007
FE+w 214,2 + 61,0 39,769 13,4 (11,0-14,9) (Number Cruncher Statistical System,
Kaysville, Utah, USA). K posouzeni
vyznamnosti byly pouzity testy: dvou-
Tabulka 4 vybérovy t-test, piipadné neparame-

Kostni mineraini hustota v hodnocenych oblastech. Identické symboly
predstavuji porovnavané hodnoty se statisticky vyznamnymi rozdily(p < 0,05).
w-opakované odbéry krve, fe- dieta obohacena o 400 mg Fe, FE+ dieta

obohacenad o 5 g Fe.

tricky Mann-Whitney, nebo Kolmo-
gorov-Smirnov test s Bonferroniho
modifikaci. Data byla prezentovédna ja-
ko primér a smérodatnd odchylka ne-
bo jako median a percentily (25.-75.).

Priimér + SD BMD globalni BMD diaf§za BMD proxim4ln{ Hodnota p < 0,05 byla povaZzovdna za
(g/cm?) (g/cm?) &ast (g/cm?) signifikantni.
SLD 0,133 + 0,054 0,122 + 0,059 0,141 £ 0,054 ,
Vysledky
SLD-w 0,085 + 0,016 0,076 + 0,021 0,092 + 0,018 Vliv diet:
fe 0,110 + 0,039 » 0,101 + 0,038 0,119 + 0,047 Porovnavali jsme rozdil mezi skupi-
nami SLD, fe a FE+. Mezi statisticky
fe-w 0,083 £0,013 r 0,074 + 0,017 0,084 + 0,017 V)’lznamné ZVyﬁené hOanty vlivem di-
FE+ 0,103 + 0,041 0,093 + 0,051 0,117 + 0,037 ety se Zelezem patii koncentrace he-
moglobinu (FE+ vs. fe, p < 0,01, fe vs.
FE+w 0,089 + 0,010 0,087 £ 0,018 0,092 + 0,019 SLD, p < 0,05) (tab. 1), koncentrace
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Zeleza v séru (FE+ vs. fe, SLD; p < 0,001), obsah Zeleza
v kosti a obsah vapniku v kosti (FE+, fe vs. SLD, p < 0,001)
(tab. 2). Naopak pocty erytrocytd vlivem obou diet se Zele-
zem poklesly (FE+ vs. SLD, p < 0,001; fe vs. SLD, p < 0,05)
(tab. I). Diety s riznym obsahem Zeleza nevedly ke zmé-
ndm v hmotnosti zvifat, hmotnosti jater, koncentrace feriti-
nu (tab. 1), koncentrace kostnich markerd (tab. 3), hustoty
kostniho minerélu (tab. 4) ani mechanickych vlastnosti kos-
ti (graf 1 a 2).

Vliv opakovanych krevnich odbérd u jednotliv§ch typl
diet:

Porovndvali jsme rozdil mezi skupi-
nami: SLD vs. SLD-w, fe vs. fe-w
a FE+ vs. FE+w.

U skupiny SLD-w doslo k vyznamné-

obohacenych o Zelezo pfti tfibodovém testovani mechanické
odolnosti (3PB) vs. SLD (graf I). Vlivem téchto diet doSlo
k vyznamnému zvySeni obsahu Zeleza a vdpniku v kostni
hmoté ve srovnéni se skupinou SLD (tab. 2). Tento nilez by
mohl souviset s hypotézou Guggenbuhla (2008) o vlivu Ze-
leza na mineralizaci kosti. Autor pfedpoklada, Ze Zelezo ma
primy vliv na mineralizaci kosti, a tim na jeji kvalitu bez
ohledu na buriky, proteiny a enzymy. Tento efekt je pravdé-
podobné zptisoben inhibici ristu a zménou kvality krystald

vvvvvv

lezl negativni korelaci mezi koncentraci Zeleza v jitrech

Graf 1
Tribodové ohybani diafyzy femuru

3PB

mu poklesu poctu erytrocytt (p < 0,05) 260
(tab. 1) a vzristu obsahu véapniku
v kosti ve srovnani s SLD (p < 0,01)

(tab. 2). Skupina FE+w méla statistic- 240
ky vyznamny pokles v poctu leukocy-
ta (p < 0,05) (tab. 1) a pokles v kon- 990

centraci zeleza ve srovnani s FE+ _
(p < 0,05) (tab. 2). Statisticky vy-

znamny pokles BMD celého femuru 200
byl zjistén pouze u skupiny fe-w vs. fe
(p<0,05) (tab. 4). Opakované odbéry

sila [N]

180 —+

krve nevedly ani u jedné ze sledova-
nych diet ke zméndm v hmotnosti zvi-

fat, hmotnosti jater, v koncentraci he- 160
moglobinu a feritinu (tab. 1), nedoslo

ke zménam v koncentraci kostnich
140

markert (tab. 3), hustoty kostniho mi-
nerdlu (tab. 4), ani mechanickych

vlastnosti kosti (graf I a 2). 120
SLD
Diskuze
V nasi studii jsme sledovali jak vliv
suplementace Zelezem na kostni meta-
bolismus, tak vliv opakovanych krev-

SLD-w fe fe-w FE+ FE+w

Graf 2

Testovani odolnosti kréku femuru v tlaku

odolnost krcku femuru v tlaku

nich odbért v kombinaci s dietou obo- 940
hacenou o Zelezo.

220

Vliv Zeleza na metabolismus kosti:
V nasi studii doslo vlivem diet se

zvySenym obsahem Zeleza ke zvySeni 200
hladin hemoglobinu, koncentrace Ze-

leza v séru a obsahu Zeleza a vapniku 180
v kosti. Nedos$lo ke zméndm v hmot- —_

nosti zvitat, v poétu leukocytd, trom-
bocyti ani v koncentraci feritinu
(tab. 1).

160

sila [N]

140 —-

V této praci nedoslo k vyznamnym
zménam v denzit€ kostniho mineralu

vlivem diety obohacené o Zelezo, je 120 1
zde ale patrny trend k poklesu kostni

mineraln{ hustoty vlivem diet ve vSech 100
hodnocenych ¢astech femuru (tab. 4).

Zajimavy je narust, i kdyZ opét nevy- 80
znamny, v pevnosti kosti vlivem diet SLD

SLD-w fe fe-w FE+ FE+w
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Obr. 1
Tribodové ohybani diafyzy femuru

Obr. 2
Testovani odolnosti kréku femuru v tlaku

a BMD kr¢ku femuru, nikoliv v§ak u BMD bedernich obrat-
14 [10]. K podobnym zavérim dospél i Kudo (2008), v je-
hoZ studii vedlo pfeddvkovani Zelezem k poklesu hmotnosti
zvitat, k poklesu BMD v oblasti stehenni kosti, coz dle au-
torti vede k naslednému rozvoji osteopordzy. Existuji vSak
i studie, kde byla zjiSténa pozitivni korelace mezi Zelezem
v dieté¢ a BMD v oblasti bedernich obratli, trochanteru, kr-
¢ku femuru, Wardova trojihelniku a v celém téle [12].

V nas$i studii nedo$lo ke zménam v koncentracich marke-
ri kostniho obratu — OC, PINP a CTx a ani v hodnotdch bio-
mechanického testovani (graf 1 a 2). Zvyseni hladin jak

markert kostni novotvorby, osteokalcinu a alkalické fosfata-
zy, tak markeri kostni resorpce, moc¢ového pyridinolinu
a deoxypyridinolinu a pokles koncentrace parathormonu
(PTH) pozoroval ve své studii s dietou obohacenou o Zelezo
Matsushima (2001). Objem kosti, tloustka a pocet trabekul
ale poklesly. Autor se odkazuje na tvorbu hydroxylového ra-
dikdlu, pfipadné na pifimy vliv iontu Zeleza na enzym kost-
ni resorpce, tartarat rezistentni kyselou fosfatdzu. V dalsi
studii Matsushima (2003) zjistil zvySené ukladani Zelezi-
tych iontl na povrchu kosti. Coz je v souladu s nasim nale-
zem zvySeného obsahu Zeleza v kostni tkdni vlivem diety
obohacené o Zelezo. V této studii autor pozoroval ztlusténi
stén osteoidu a rozvoj osteomaldcie. Rozdilné vysledky
téchto dvou studii [2,13] odrdzeji zdkladni vlastnosti kost-
nich bunék, tedy rychlé odbourdvani kosti osteoklasty (po 2
a 4 tydnech na dieté) a pomalejsi novotvorba kosti pomoci
osteoblastid (po 13 tydnech na dieté).

Zvysené ukladani Zeleza v kostnich burikdch, osteoblas-
tech i osteoklastech, zjistil jiz v roce 1984 Vernejoul. Ovsem
pouze uvniti osteoblastt vedlo Zelezo k poklesu poctu a ak-
tivity téchto bunék, k poklesu odvodu osteoblastil a snizend
byla i syntéza kolagenu. Tuto mySlenku potvrzuje ndlez os-
teopordzy az u 25 % pacientt s hereditarni hemochromaté-
zou (HHE) [15]. Vliv nadbytku Zeleza na vznik osteopor6-
zy potvrdil ve studii na bunécnych kulturdch také Yamasaki
(2009).

Vliv opakovanych krevnich odbéri a suplementace Zele-
zem na metabolismus kost

U dobrovolnych darct krve vedou odbéry krve k preva-
lenci rozvoje deficitu Zeleza v organismu [7], u Zen k tomu
vede jiZ jeden jediny odbér, zatimco u muzu az pravidelné
odbéry [17]. V mnoha studiich byl prokdzan pozitivni vliv
suplementace Zelezem na organismus [18,19,20]. Gurevitch
(2007) ve své studii potvrdila, Ze chronické ztrity krve jsou
primarnim faktorem rozvoje osteoporézy pravdépodobné
z diivodu vy€erpani stromdlniho a hematopoetického systé-
mu neustdlou stimulaci.

V nasf studii doslo vlivem opakovanych odbérd krve ke
statisticky vyznamnému sniZeni poCtu erytrocytl a leukocy-
ti u SLD+w, ke sniZeni poctu leukocyti u skupiny FE+w
(tab. 1) a k poklesu koncentrace Zeleza v séru u skupiny
FE+w (tab. 2) ve srovnani se skupinami bez opakovanych
krevnich odbérd. U vsech skupin byl vlivem odbéru sledo-
vén stejny trend v poklesu hmotnosti zvitat, poctu erytrocy-
ti, leukocytd, trombocytii a v poklesu koncentrace Zeleza
v séru. Vysledky ale nebyly statisticky vyznamné.

U dobrovolnych darct krve se k posouzeni stavu metabo-
lismu Zeleza a ur€eni po¢tu bezpe¢nych odbérti ro¢né jevi
jako nejvhodné;jsi sledovédni koncentrace hemoglobinu a fe-
ritinu [18,20]. Zmény v téchto parametrech jsme v nasi stu-
dii nenalezli.

U pacientt s hereditarni hemochromatézou (HHE) s osteo-
porézou bylo po provedeni flebotomie prokazano zlepsSeni
stavu kostni hmoty (nartst BMD) a to pravdépodobné mo-
bilizaci zeleza z kosti [15].

Pokles hustoty kostntho minerdlu celého femuru jsme po-
zorovali pouze u skupiny fe-w vs. fe. Zajimavym nédlezem je
zvySeny obsah vapniku v kosti u skupiny SLD-w vs. SLD.
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Coz opét podporuje hypotézu Guggenbuhla (2008), Ze s né-
ristem mnozstvi Zeleza v organismu klesd kvalita kosti
a naopak. V ostatnich parametrech hodnoceni stavu kostni
hmoty nebyl pozorovdn statisticky vyznamny rozdil.
Vlivem odbéri je zde patrny, ale statisticky nevyznamny,
trend v ndrtstu hladin osteokalcinu a PINP, v poklesu obsa-
hu Zeleza v kosti, denzit€ kostniho mineralu ve vSech hod-
nocenych oblastech femuru a v poklesu hodnot 3PB u sku-
pin s dietou se zvySenym obsahem Zeleza.

Z naSich vysledkl je patrné, Ze zvifata dokazala velmi
dobfe kompenzovat nadbytek Zeleza ptijimaného per os je-
ho snizenym vstfebadvanim. Zdroven také dokdzala velmi
dobfe kompenzovat pravidelné krevni ztraty pravdépodobné
proto, Ze se jednalo o zdravé dospélé samce. V nasi studii te-
dy nedoslo ke zméné kostni hmoty, a tim k ovlivnéni bio-
mechanickych vlastnosti kosti u potkani kmene Wistar ani
vlivem diety se zvySenym obsahem Zeleza, ani vlivem opa-
kovanych krevnich odbéra.

Seznam zkratek:

AP anterioposteriorn{

BMD minerdlni hustota kost{

CTx karboxytermindlni telopeptid kolagenu typu I
DXA dvouenergiova rentgenova absorpciometrie
ELISA enzymova imunoanalyza

HHE hereditdrni hemochromaté6za

NCSS Number Cruncher Statistical System

oC osteokalcin

PINP aminotermindlni propeptid prokolagenu typu I
PTH parathormon

RIL a VIV  Radioizotopové laboratofe a Vivarium

SLD standardni laboratorni dieta

UKBD Ustav klinické biochemie a diagnostiky

w odbér krve (blood withdrawal)

3PB tiibodové testovani mechanické odolnosti

Priace byla podporena vyzkumnym zdmérem MZO
00179906 a SVV 2010-62051.
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