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SOUHRN
Doubkova K., Gradosova I, Svejkovské K, Zivn)'/ P, Zivna H., Cermakova E., Palicka V.: Vliv jaterni regenerace na metabolismus kos-
ti dospélych samcii potkami kmene Wistar
Cil prace: Cilem této prace bylo zjistit, zda regenerace jater (po provedeni 70% hepatektomie) ovliviiuje metabolismus kostni tkané
u zdravych dospélych samct potkanti kmene Wistar.
Material a metody: Potkani byli rozdéleni do 5 skupin po 8 zvifatech. Prvni skupinu (KO) tvofila kontrolni zvifata bez bfi3ni operace.
Zvifatim ve druhé (24LAP) a tieti (24PH) skupiné byla provedena laparotomie, resp. 70% hepatektomie a byla vykrvena 24h po za-
kroku. Zvifatim ve &tvrté (72LAP) a paté skupiné (72PH) byla provedena laparotomie, resp. 70% hepatektomie a byla vykrvena 72h
po zakroku. V ziskaném séru byly metodou ELISA stanoveny koncentrace markert kostni tvorby: aminoterminalni propeptid proko-
lagenu typu I (PINP) a osteokalcin (OC), dale marker kostni resorpce: karboxylterminalni telopeptid kolagenu I (CTx).
Vysledky: Ve skupinach 24PH a 72PH byla v porovnani s kontrolou naméfena nesignifikantné snizena hladina PINP, u skupiny 72PH
byla ve srovnani se skupinou 72LAP signifikantné zvySena hladina CTx. Laparotomie neméla na koncentraci markerti u zadné ze sle-
dovanych skupin vliv.
Zavér: Vysledky tohoto experimentu naznacuji, Ze po provedeni 70% hepatektomie dochazi ke zvySené resorpci kostni tkané. Zmény
hodnot markert kostni tvorby jsou nesignifikantni.
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SUMMARY

Doubkova K., Gradosova 1., Svejkovské K, Zivn)’/ P, Zivna H., Cermékov4 E., Palicka V.: Effect of liver regeneration on bone meta-
bolism in adult male Wistar rats

Objective: The study aimed at determining whether liver regeneration (after 70% partial hepatectomy) influences bone metabolism in
healthy adult male Wistar rats.

Material and methods: Rats were distribute into 5 groups of 8 animals each. The first group were controls with no abdominal surge-
ry. Animals in the second (24LAP) and third (24PH) groups underwent laparotomy and 70% partial hepatectomy, respectively, and were
sacrificed 24 hours after the procedure. Animals in groups four (72LAP) and five (72PH) underwent laparotomy and 70% partial he-
patectomy, respectively, and sacrificed 72 hours after the procedure. ELISA was used to determine the bone formation markers pro-
collagen type I N-terminal propeptide (PINP) and osteocalcin and the bone resorption marker C-terminal telopeptide of type I colla-
gen (CTx) in the obtained serum.

Results: The 24PH and 72PH groups had nonsignificantly decreased PINP levels as compared with controls; the 72PH group had a sig-
nificantly increased CTx level as compared with 72LAP group. Laparotomy had no effect on marker concentration in any of the
groups.

Conclusion: The results suggest increased bone resorption following 70% partial hepatectomy. Changes in bone formation markers are
not significant.
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Uvod

Jétra hraji vyznamnou tlohu v mnoha metabolickych po-
chodech organismu. Jsou odpovédnd za metabolismus, syn-
tézu, ukladani i opétovnou redistribuci cukrg, tukd, bilkovin
i nékterych vitamint. Produkuji velké mnozstvi sérovych
proteint véetné mnoha enzymu a kofaktord [1]. V reakci
na poskozeni ¢i parcidlni hepatektomii (PH) disponuji jatra
velkou regeneracni schopnosti. Jasné to ukdzali jiZ v roce
1931 Higgins a Anderson na potkanech. Poté, co jim chirur-
gicky odstranili dvé tfetiny jater, sledovali, jak rychle se
odejmutd tkan obnovi. Cely regeneracni proces trval pii-
blizné jeden tyden [2]. Obnova jater probihd dvéma riz-
nymi zpasoby. Prvnim je klasicky vyvoj z kmenovych a pro-
genitorovych bun€k, kdy jsou hepatocyty i jiné typy
jaternich bunék vytvareny z bunék kostni diené [3,4]. Druhy
je potom spise hyperplasticky proces, béhem néhoz dochazi
k replikaci témér vSech zbylych zralych a funkénich bunék
[5]. Parcidlni hepatektomie ¢i poskozeni jater spoustéji si-
multanné nékolik signdlnich cest. Diky nim, pfiblizné 95 %
jaternich bunék, které byly predtim v klidovém stavu (fa-
zi GO), prechdzi pfes fazi Gl do S-faze buné¢ného cyklu.
To vede ke zvySené syntéze DNA a ndslednému déleni bu-
nék. U potkani se podil nové vzniklé DNA za¢ind zvySovat
asi 12 hodin po parcidlni hepatektomii. Vrchol syntézy na-
stava priblizné 24 hodin po PH. (U neparenchymaélnich bu-
nék je to o néco pozdé€ji.) Vétsina tkané je obnovena do 3
dnt po zdkroku, celd jaterni hmota potom do péti az sedmi
dna [6] (obr. ).

Kost je metabolicky velmi aktivni organ podléhajici neu-
stalé prestavbé. StarSi kostni tkan je aktivitou osteoklasti
odbourdvana a resorbovdna, aktivované osteoblasty synteti-
zuji kostni matrix, kterd je nasledné mineralizovdna [7]. Na

rizné podnéty reaguje kostni metabolismus velmi pruzné
a rychle. Naptiklad na zmény sérovych koncentraci PTH ¢i
véapniku odpovidéd v fddu minut a hodin [8,9].

Pro monitorovani kostniho metabolismu jsou vyuZzivany
predevsim ukazatele obratu organické slozky kosti, jako je
aminotermindlni propeptid prokolagenu typu I (PINP), os-
teokalcin (OC) a C termindlni telopeptid kolagenu I (CTXx).

Aminotermindlni propeptid prokolagenu typu I vznika
odstépenim N-termindln{ ¢asti prokolagenu béhem pfemény
prokolagenu na kolagen. A¢ neni zcela specificky pro kost,
presto se ve studiich na potkanech ukdzal jako vhodny mar-
ker k posouzeni kostni novotvorby. Jeho koncentrace v séru
dobie koreluje s expresi genu, spojenych s tvorbou kosti

a ndslednou zménou kostni hustoty [10,11,12,13].

NEP2

Osteokalcin je druhy nejhojnéjsi protein kostni matrix.
Nekteré studie jej povaZzuji nejen za marker kostni tvorby,
ale také resorpce. JelikoZ je vazan v kostni matrix, mize byt
uvolnovan do cirkulace i béhem odbouravani kosti [14].

C-termindlni telopeptid kolagenu I je kratky aminokyseli-
novy fetézec, pochdzejici z nehelikdlntho konce molekuly
kolagenu. Béhem degradace kolagenu je uvoliiovan z kostni
hmoty, a je tedy moZné povazovat jej za marker kostni re-
sorpce [15,16].

Kostni tkdi je ovliviiovdna mnoha faktory, mezi které pat-
f{ jiz zminéné zmény v sérovych koncentracich vapniku
a PTH, podavani glukokortikoidt [17] a dalSich typu 1€kt
[18,19], dale napf. imobilizace ¢i malabsorpce [20,21].
Cilem této préce bylo zjistit, do jaké miry je kost ovlivnéna
také masivni regeneraci jater po provedeni 70% hepatekto-
mie. Uast na regeneraci poskozenych tkani, napf. svald,
mozku a pfedevsim jater, byla totiz dosud v literatufe pfipi-

Obr. 1
Provedeni parcialni hepatektomie u potkana kmene Wistar.
Po provedeni laparotomie se tlakem vybavi jaterni laloky (A), provede se podvaz, odstranéni lalok(l nad podvazem (B),
sesiti operacni rany po vrstvach
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sovana pouze buitkdm kostni diené [22,23,24]. Timto expe- ~ Materidl a metody
rimentem byla otevfena otdzka, zda se téchto regeneracnich Protokol pokusu byl schvdlen Odbornou komisi na ochra-
procesti netcastni také jiné slozky kostn{ tkané. nu zvitat proti tyrani LF UK v Hradci Krdlové. K pokusu
byli pouziti dosp€li samci potkant
kmene Wistar (Biotest, s. r. o.,
Kondrovice, CR). Chovani byli ve vi-
- Graf 1 ) . - variu Lékatské fakulty Univerzity
Porovnqnl sérové koncentrace markeru k9§tn| tvo.rlczy gmlnot.erml.nalglho Karlovy v Hradci Krdlové (LF UK
propeptidu prokolagenu typu | (PINP)mezi jednotlivymi skupinami zvirat.
241 AP — skupina po laparotomii, PINP méren 24h po zakroku;
24PH - skupina po parcialni hepatektomii, PINP méren 24h po zakroku;
72LAP — skupina po laparotomii, PINP méfen 72h po zakroku;
72PH - skupina po parcialni hepatektomii, PINP méfen 72h po zakroku;
KO - kontrolni skupina bez bfiSni operace

HK), umisténi po 4 v plastovych kle-
cich za standardnich podminek
(12 hodin svétlo a 12 hodin tma, teplo-
ta 22 + 2 °C, vlhkost vzduchu
30-70 %). Krmeni byli standardn{ la-
boratorni dietou (ST-1, VELAS, a. s.,

10 — Lys4 nad Labem, CR) a pitnou vodou
ad libitum.

o T Potkani byli rozdé€leni do péti skupin

T (KO) tvotila kontrolni zvifata bez

bfisni operace. Zvifatim ve druhé
skupiné (24LAP) byla provedena lapa-
rotomie a byla usmrcena 24h po za-
kroku. Ve tfeti skupiné (24PH) byla

4 - T zvifatim provedena 70% hepatekto-
l mie a byla usmrcena 24h po zdkroku.

PINP [ug/]]
T
]

=

Zvitatim ve ¢tvrté (72LAP) a paté
9 skupiné (72PH) byla provedena lapa-
rotomie, resp. 70% hepatektomie
a byla usmrcena 72h po zikroku.
0 ‘ ‘ ‘ ‘ : Usmrcgm’ bylo prqvedeno odbérem kr-

94 LAP 94 PH 79 LAP 79 PH KO ve z bifurkace bfiSni aorty. Operacni
zakroky i usmrceni vSech potkand
probéhlo v éterové anestezii.

Z odebrané krve bylo ziskdno krevni
sérum. V ném byly metodou ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay) stanoveny koncentrace marke-
ri kostnitho obratu: aminotermindlni-

Graf 2
Porovnani sérové koncentrace markeru kostniho obratu osteokalcinu (OC)
mezi jednotlivymi skupinami zvirat.

241 AP — skupina po laparotomii, PINP méren 24h po zéakroku;
24PH - skupina po parcialni hepatektomii, PINP méren 24h po zakroku; .
72LAP — skupina po laparotomii, PINP méfen 72h po zakroku; ho propeptidu prokolageng typu _I
72PH - skupina po parcialni hepatektomii, PINP mé&fen 72h po zakroku; (PINP,  pg/l, Immunodlagnos.tlc
KO - kontrolni skupina bez bfisni operace Systems Ltd.) a MID-osteokalcinu
(OC, pg/l, Immunodiagnostic Systems

300 — Ltd.) jako ukazateld kostni tvorby
T T a karboxytermindlniho oktapeptidu

T kolagenu I (CTx, pg/l, Immunodia-
gnostic Systems Ltd.) jako markeru

kostni resorpce.

200 — Statistickd analyza naméfenych
T hodnot kostnich markerd byla prove-
150 L i dena pomoci programu NCSS 2007
L (Number Cruncher Statistical System,

T Kaysville, Utah, USA) Kruskal Walli-

100 — sovou neparametrickou ANOVOU
a naslednym mnohondsobnym porov-
nanim s pouZzitim Bonferroniho korek-
ce. Vysledky byly vyjadieny jako me-
didn, 25. a 75. percentil. Hodnota
0 : : : | : p < 0,05 byla povaZovéana za statistic-

24 LAP 24 PH 72 LAP 72 PH KO ky vyznamnou.

250 —

OC [ng/l

50 —
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Vysledky

Pti porovnéni hladin PINP ve skupindch po chirurgickém
zakroku a v kontrolni skupiné se koncentrace tohoto marke-
ru statisticky vyznamné neliSila. Nicméné jak skupina 24PH,
tak i skupina 72PH vykazovala nesignifikantni pokles hla-
din PINP ve srovnani s kontrolni skupinou (KO) a skupina-
mi po laparotomii (24LAP a 72LAP) (graf ).

Také koncentrace OC byla ve skupiné 24PH nesigni-
fikantné snizena vaci skupiné KO. Skupina 72PH se ve
srovnani s kontrolni skupinou a skupinou 72LAP takika ne-
zménila. Ani u dalSich méfenych skupin nebyla zjisténa sig-
nifikantni zména hladin OC (graf 2).

Ve skupiné 72PH byla vici skupiné 72L AP statisticky vy-
znamné zvySena koncentrace CTx. Pfi srovndni skupiny
72PH s kontroln{ skupinou se hladina CTx zvySila nesigni-
fikantné. Ve skupindch KO, 24L.AP a 24PH se koncentrace
markeru téméf nelisila (graf 3).

Diskuze

Cilem této prace bylo stanovit, do jaké miry je kost ovliv-
néna masivni jaterni regeneraci. Na zdravych potkanech
kmene Wistar byla provedena 70% hepatektomie nebo lapa-
rotomie. Laparotomie nezménila hladinu Zadného ze sle-
dovanych markert kostniho obratu. U potkani po parcialn{
hepatektomii, téZkém opera¢nim traumatu s nutnosti vy-
znamné regenerace, byly zmény v koncentraci kostnich
markert nalezeny, avSak vétSinou pouze nesignifikantni.

Hladina markeru kostni tvorby PINP byla nesignifikantné
snizena po 24 i 72 hodinach. Zd4 se tedy, Ze po parcidlni he-
patektomii je tvorba nové kostni tkané¢ modifikovana tak,

Graf 3

Porovnani sérové koncentrace markeru kostni resorpce karboxyterminalniho

aby nebrdnila, ¢i 1épe podporila jaterni regeneraci. Tvorba
prokolagenu v osteoblastech miize byt ¢astecné utlumena.
Zarovei je ale mozZné, Ze prokolagen nutny pro tvorbu kosti
je spotfebovén pii regeneraci jater.

Koncentrace CTx, markeru kostni resorpce, byla zvySena,
ale a7z ve skupin€ usmrcené po 72 hodinach. Potkan je scho-
pen velice rychle (za tfi dny) obnovit vétSinu své jaterni tkéa-
né [6]. Je tedy mozné, Ze pro nedostatek jiného stavebniho
materidlu dojde také k resorpci kostni hmoty.

Osteokalcin, ktery je vétSinou povazovan za marker kost-
ni tvorby, byl shodné s PINP nesignifikantné sniZzen po 24
hodinach. Avsak ve skupiné usmrcené po 72 hodinach jeho
hladina opét odpovidala kontrolni skupiné. Podle Ivaska
et al. je OC markerem nejen kostni tvorby, ale i resorpce. Je
totiz vazdn na hydroxyapatit kostn{ matrix, a mize tedy byt
uvoliiovdn do cirkulace také béhem odbourdvani kosti.
Pokud je kostni{ tkan 72 hodinach po PH odbouravana, jak
ukazuji zvysené koncentrace CTx, mohlo by to vést také
k opétovnému zvyseni OC.

Zavér

Samcim potkanti kmene Wistar byla provedena laparoto-
mie ¢i 70% hepatektomie a nasledn€ (po 24 a 72 hodinéch)
stanoveny markery kostniho obratu. Laparotomie neméla
na koncentraci markert zadny vliv. U potkani po parcidlni
hepatektomii byla naméfena nesignifikantné sniZend hladi-
na markeru kostni tvorby PINP a po 72 hodinédch ve srovné-
ni se skupinou 72LAP signifikantné zvysena hladina mar-
keru kostn{ resorpce CTx.

Vysledky ziskané v tomto experi-
mentu naznacuji, Ze po provedeni 70%
hepatektomie dochdzi ke zvysené re-
sorpci kostni tkdné. K potvrzeni na-
Sich vysledkt bude nutno dalsi studi-
um této problematiky.

telopeptidu kolagenu | (CTx) mezi jednotlivymi skupinami zvirat.

241 AP - skupina po laparotomii, PINP méren 24h po zakroku;
24PH - skupina po parcialni hepatektomii, PINP méren 24h po zakroku;

Prdce byla podporena vyzkumnym
zamérem MZO 00179906.

72LAP — skupina po laparotomii, PINP méfen 72h po zakroku;
72PH — skupina po parcialni hepatektomii, PINP méfen 72h po zakroku;

KO — kontrolni skupina bez brisni operace; *p < 0,05

Literatura
1. Zakim D, Boyer TD. Hepatlogy: A texbook of liver
disease. 4™ ed. Philadelphia, Saunders 2003; pp

90 31-48.
e} 2. Higgins GM, Anderson RM. Experimental patolo-
() gy of the liver. I. Restoration of the liver of the whi-
te rat following partial surgical removal. Arch
70 — Pathol 1931;12:186-202.
3. Petersen BE, Bowen WC, Patrene KD, Mars WM,
N Sullivan AK, Murase N et al. Bone marrow as a po-
60 — tential source of hepatic oval cells. Science
_ 1999;284:1168-1170.
% 50 4. Lagasse E, Connors H, Al-Dhalimy M, Reitsma M,
= @) Dohse M, Osborne L et al. Purified hematopoietic
ﬁ 40 b stem cells can differentiate into hepatocytes in vivo.
@] Nat Med 2000;6:1229-1234.
. * 5. Taub R. Liver regeneration: From myth to mecha-
30 — * nism. Nature 2004;5:836-847.
1 —l— 6. Grisham JW. A morphologic study of deoxyrybo-
20 — ? ‘TI nucleic acid synthesis and cell proliferation in rege-
1L nerating rat liver: autoradiography with thymidine-
10 - H. Cancer Res 1962;22:842-849.
7. Palicka V, Zivny P, Friedecky B. Patobiochemie
kostniho metabolismu a moZnosti sledovani meta-
0 I I I T I bolického obratu kostni tkdné. Prakt Gyn
24 LAP 24 PH 72 LAP 72 PH KO 2003;2:6-7.
Osteologicky bulletin 2013 g2 roé. 18 51 |




PUVODNI PRACE

10.

1

—_

12.

1

)

14.

15.

16.

. Zikan V, Stepan J. Marker of bone resorption in acute response to exogenous or

endogenous parathyroid hormone. Biomarker Insights 2008;3:19-24.

. Zikan V, Stepan J. Plasma type 1 collagen cross linked C telopeptide: a sensitive

marker of acute effects of salmon calcitonin on bone resorption. Clin Chim Acta
2002;316:63-69.

Hale LV, Galvin RJ, Risteli J, Ma YL , Harvey AK ,Yang X, Cain RL, Zeng Q,
Frolik CA, Sato M, Schmidt AL, Geiser AG. PINP: A serum biomarker of bone
formation in the rat. Bone 2007:40:1103—-1109.

. Merry AH, Harwood R, Wooley DE, Grant ME, Jackson DS. Identification and

partial characterisation of the non collagenous amino- and carboxy terminal ex-
tension peptides of cartilage procollagen. Biochem Biophys Res Commun 1976;
71:83-90.

Rissanen JP, Suominen MI, Peng Z, Morko J, Rasi S, Risteli J, Halleen JM.
Short term changes in serum PINP predict long term changes in trabecular bone
in the rat ovariectomy model. Calcif Tissue Int 2008;82(2):155-161.

. Seidel MJ. Biochemical markers of bone turnover part I: biochemistry and varia-

bility. Clin Biochem Rev 2005;26(4):97-122.

Ivaska KK, Hentunen TA, Viirdniemi J, Ylipahkala H, Pettersson K, Viénidnen
KK. Release of intact and fragmented osteocalcin molecules from bone matrix du-
ring bone resorption in vitro. J Biol Chem 2004;279(18):18361-18369.

Hassager C, Jensen LT, Podenphant J, Thomsen K, Christiansen C. The carbo-
xy terminal pyridinoline cross linked telopeptide of type I collagen in serum as
a marker of bone resorption: The effect of nandrolone decanoate and hormone re-
placement therapy. Calcif Tissue Int 1994;54:30-33.

Risteli J, Elomaa I, Niemi S, Novamo A, Risteli L. Radioimmunoassay for the py-
ridinoline cross linked carboxy terminal telopeptide of type I collagen: A new se-

17.

18.

19.

20.

2

—

2!

[

2!

%)

24.

rum marker of bone collagen degradation. Clin Chem 1993;39:635-640.

den Uyl D, Bultink IE, Lems WF. Glucocorticoid induced osteoporosis. Clin Exp
Rheumatol 2011;5, Suppl 68:93-98.

Gradogov4 1, Svejkovska K, Zivnd H, Zivny P, Cermikové E, Tichy A, Palicka
V. Vliv metoprololu na kostni tkdil u dospélych samci potkani kmene Wistar.
Osteologicky bulletin 2011;1:3-7.

Zikan V, Stepan J. Marked reduction of bone turnover by alendronate attenuates
the acute response of bone resorption marker to endogenous parathyroid hormo-
ne. Bone 2009:44:634 638.

Liu Ch, Baylink DJ, Wergedal JE. Immobilization and its effect on bone repletion
in calcium deficient rats fed a high calcium diet. Metab Bone Dis Relat Res
1978;1(3):269-276.

. Sanchez MI, Mohaidle A, Baistrocchi A, Matoso D, Vazquez H, Gonzalez

A, Mazure R, Maffei E, Ferrari G, Smecuol E, Crivelli A, de Paula JA, Gomez JC,
Pedreira S, Maurino E, Bai JC. Risk of fracture in celiac disease: gender, dietary
comliance, or both? World J Gastroenterol 2011;17(25):3035-3042.

. Hideaki F, Tetsuro H, Shoshiro O, Kentaro Y, Hisaya A, Takahisa F, Masaya N,

Yoshio Y. Contribution of bone marrow cells to liver regeneration after partial he-
patectomy in mice. Journal of hepatology 2002;36:653-659.

.Ferrari G, Cusella-De Angelis G, Coletta M, Paolucci E, Stornaiuolo A et al.

Muscle regeneration by bone marrow derived myogenic progenitors. Science
1998;279:1528-1530.
Ono K, Takii T, Onozaki K, Ikawa M, Okabe M, Sawada M. Migration of exoge-
nous immature hematopoietic cells into adult mouse brain parenchyma under
GFP expressing bone marrow chimera. Biochem Biophys Res Commun
1999:262(3):610-614.

52

Osteologicky bulletin 2013 ¢. 2 roc. 18




