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BONE TURNOVER AND BONE MINERAL DENSITY IN TYPE I DIABETIC
PATIENTS IN INITIAL STAGE OF DIABETIC NEPHROPATHY
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KOSTNY OBRAT A KOSTNA DENZITA U DIABETIKOV 1. TYPU V ZACIATOCNOM STADIU
DIABETICKEJ NEFROPATIE
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Objective: To compare the bone turnover and bone mineral
density in type 1 diabetic patients with normoalbuminuria
and type 1 diabetic patients with diabetic nephropathy with
microalbuminuria or mild proteinuria.

Methods: We studied 18 type 1 diabetic patients (Group A)
with normoalbuminuria (UAE<10 pg/min) and 8 type 1 dia-
betic patients (Group B) with UAE 100—1000 pg/min and
serum creatinine below 150 pmol/l. Markers of bone forma-
tion (bone alkaline phosphatase — ALP-B, serum osteocal-
cin) and bone resorption (serum tartrate-resistant acid phos-
phatase — ACP-TR, urinary hydroxyproline) were
determined. Bone mineral density (BMD) was measured at
lumbar spine and right femoral neck.

Results: Serum ALP-B was higher in group B [median (95 %
CI), 518 (405—1070) nkat/l] compared with group A [380
(355—510) nkat/l] (p<0.05). Urinary hydroxyproline excre-
tion was higher in group B [U-Hxp/U-creat 46.7 (22.9—80)
pmol/mmol] compared with group A [18.3 (8.9—22.7) pmol/
mmol] (p<0.001). No difference was found in serum osteocal-
cin and ACP-TR and in BMD at L2—L4 and femoral neck.
Conclusions: We conclude that bone turnover was increased
in type 1 diabetic patients with incipient stage of diabetic
nephropathy but there was no difference in BMD as compa-
red with type 1 diabetic patients without nephropathy. This
finding might indicate that biochemical markers unlike den-
sitometry reflect initial changes in bone metabolism in pre-
clinical diabetic nephropathy earlier. (7ab. 2, Ref. 17.)

Key words: bone turnover, bone mineral density, type 1 dia-
betes mellitus, diabetic nephropathy, microalbuminuria,
bone density.

Abstrakt

Pontuch P, Payer J., Killinger Z., Toserova E., Listiakova D.:
Kostny obrat a kostna denzita u diabetikov 1. typu v zadiatoc-
nom §tadiu diabetickej nefropatie
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Ciel: Porovnat kostny obrat a kostnu denzitu u diabetikov 1.
typu s normoalbuminuriou a u diabetikov 1. typu s diabetickou
nefropatiou s mikroalbuminuriou alebo miernou proteinuriou.
Metody: Vysetrili sme 18 diabetikov 1. typu (skupina A) s nor-
moalbumintriou (UAE<10 pg/min) a 8 diabetikov 1. typu (sku-
pina B) s mikroalbuminuriou a miernou proteinuriou (UAE
100—1000 pg/min) a kreatininémiou nizsou ako 150 pmol/l.
Stanovili sme dva ukazovatele kostnej novotvorby (kostnu alka-
lickt fosfatazu a osteokalcin v sére) a dva ukazovatele kostnej
resorpcie (kysla fosfatazu rezistentnu proti tartaratu v sére a ex-
kréciu hydroxyprolinu mocom). Kostni denzitu sme merali
v oblasti lumbalnej chrbtice (L2—L4) a kr¢ka pravej stehnovej
kosti.

Vysledky: Kostna alkalicka fosfatdza v sére bola vyssia v skupi-
ne B [median (95 % KI), 518 (405—1070) nkat/l] ako v skupi-
ne A [380 (355—510) nkat/l] (p<0,05). Exkrécia hydroxyproli-
nu mocom bola vysSia v skupine B [pomer m-hydroxyprolin/
m-kreatinin 46,7 (22,9—80) umol/mmol] ako v skupine
A [18,3 (8,9—22,7) pmol/mmol] (p<0,001). Nezistili sme roz-
diel v sérovych hladindch osteokalcinu a kyslej fosfatazy
a v kostnej denzite L2—L4 a kréku stehnovej kosti.

Zaver: U diabetikov 1. typu so zaciatocnym Stadiom diabeticke;j
nefropatie je vyssi kostny obrat ako u diabetikov 1. typu bez
nefropatie, no bez rozdielu v kostnej denzite, ¢o naznacuje, Ze
biochemické ukazovatele zachytavaju skor vcasné zmeny kost-
ného metabolizmu ako denzitometria v predklinickych S§tadiach
diabetickej nefropatie. (Tab. 2, lit. 17.)

KIucové slova: kostny obrat, kostna denzita, diabetes mellitus
1. typu, diabeticka nefropatia, mikroalbuminuria, kostna den-
zita.
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Castym nalezom u pacientov s chronickym zlyhanim obligiek
je rendlna osteodystrofia, ktort spésobuje znizend syntéza aktiv-
neho vitaminu D kalcitriolu v postihnutych oblickach. Vlastny
diabetes mellitus prispieva k osteopénii nedostatoénym anabolic-
kym G¢inkom inzulinu na kostné Struktiry a zvySenou resorpciou
kosti podmienenou znizenim oblickovych funkcii (Seino, 1995).
Kostny metabolizmus u diabetikov ovplyviiuju zmeny v cievnom
zasobovani pri mikroangiopatii a makroangiopatii. Zvysenie kost-
ného obratu sa pozorovalo uz u diabetikov s miernou renalnou
insuficienciou (Rix a spol., 1996). Kedze vo vicsine prac boli dia-
betici s roznym $tadiom nefropatie vyhodnoteni spolu, zamerali
sme sa na vysetrenie zmien kostného obratu a kostnej denzity u dia-
betikov 1. typu s diabetickou nefropatiou v zac¢inajucom predkli-
nickom §tadiu.

Cielom prace bolo porovnat kostntl novotvorbu, kostnu resor-
pciu a kostnu denzitu u diabetikov 1. typu bez nefropatie a u dia-
betikov 1. typu s diabetickou nefropatiou s mikroalbuminuriou
alebo miernou proteinudriou, ktori mali normalnu alebo len lahko
znizenu glomerularnu filtraciu.

Pacienti a metody

Z celkového poctu 35 vysetrenych diabetikov 1. typu sme do
skupiny A zaradili 18 diabetikov 1. typu (10 muzov, 8§ Zien) s al-
buminuriou (UAE) v normalnom rozpéti do 10 pg/min a do sku-
piny B 8 diabetikov 1. typu (4 muzov, 4 Zeny) s albuminuriou
v rozpéti 100—1000 pg/min (UAE 100—200 pg/min je v hor-
nom rozpati mikroalbuminurie, UAE 200—1000 pg/min je mier-
na proteinuria) s kreatininémiou nizSou ako 150 pmol/l. UAE bola
vyjadrena ako median troch hodnét albumintrie z troch 24-hodi-
novych zberov mocu pocas 12 mesiacov. Kedze medzidenna va-
riacia albuminurie mozZe dosiahnut az 30 %, medzi normoalbumi-
nuriou a mikroalbuminuriou sme vytvorili §irSie diskriminac¢né
pasmo na vylucenie hraniénych hodnét. Preto neboli do stadie
zaradeni diabetici s normoalbuminuriou v jej hornom rozpéti
(UAE 10—20 pg/min) a mikroalbuminuriou v jej dolnom rozpi-
ti (UAE 20—100 pg/min). Ziadny z diabetikov neuzival gluko-
kortikoidy, hormonalnu lie¢bu alebo lieky interferujuce s meta-
bolizmom kalcia. VSetky diabeticky mali menstruaény cyklus.
Pacienti zbierali 8-hodinovy no¢ny mo¢ (22.00—06.00 h) a na-
sledujuce rano prisli do ambulancie nalacno na odber krvi na bio-
chemické vySetrenie. V predchddzajuci den nejedli jedla bohaté
na kolagén.

Aktivita kyslej fosfatazy rezistentnej proti tartratu v sére sa
urcovala pomocou 4-nitrofenylfosfatu ako substratu v citratovom
timivom roztoku pri pH 5,5 meranim uvolneného 4-nitrofenolu
fotometrickou metédou (Stépan a spol., 1983). Aktivita kostnej
alkalickej fosfatazy v sére sa urcovala pomocou 4-nitrofenylfos-
fatu ako substratu pri pH 9,8 meranim uvolneného 4-nitrofenolu
inaktivaéno-inhibi¢nou fotometrickou metédou (Stdpan a spol.,
1983). Osteokalcin v sére sa meral pomocou metédy RIA s mag-
netickym imunosorbentom (Izinta, Madarsko). Parathormén v sére
sa urcoval pomocou metddy RIA s protilatkami produkovanymi
proti intaktnému hovédziemu parathormonu (Incstar, USA). Hyd-
roxyprolin v mo¢i sa stanovil v hydrolyzovanej vzorke moc¢u kvan-
titativnou fluorometriou po extrakcii celulézovou chromatogra-
fickou separaciou pomocou HPLC (Reed a spol., 1991). Exkré-
cia hydroxyprolinu v rannom mo¢i je vyjadrend pomerom m-hyd-

roxyprolinu a m-kreatininu. Celkové kalcium v sére bolo stano-
vené plamenovou fotometriou Eppendorf, celkové magnézium
v sére fotometrickou metodou (Randox, Cobas Mira Plus), anor-
ganicky fosfor v sére fotometrickou metédou (Hoffmann-La-Ro-
che, Cobas Mira Plus) a ionizované kalcium a magnézium v sére
elektrolytovym analyzatorom AVL-988 s idnselektivnymi elektro-
dami pri pH 7,4 (AVL List, Rakusko).

Vysetrenie kostnej denzity sa robilo v oblasti lumbalnej chrb-
tice (L2—L4) a krcka pravej stehnovej kosti denzitometrom me-
téddou absorpciometrie na dvoch energetickych hladinach (Nor-
land XR-36, USA). Kostna denzita (BMD) sa vyjadruje ako Z-
skére (Standardna devidcia pod priemernou BMD pre kontrolnt
skupinu s porovnatelnym vekom a pohlavim). Presnost merania
BMD bola 1,1 % v oblasti lumbalnych stavcov a 1,6 % v oblasti
krcka stehnovej kosti. Na §tatisticka analyzu rozdielov medzi sku-
pinami sa pouzil Mannov—Whitneyho neparametricky test.

Vysledky

Skupiny diabetikov sa signifikantne nelisili vo veku, zastipe-
ni muzov a zien, indexe telesnej hmotnosti (BMI), trvani diabetu
1. typu, glykovanom hemoglobine (HbAlc) a 8-hodinovom Kkli-
rense kreatininu (tab. 1). Z ukazovatelov kostnej novotvorby sme
nasli vyssiu kostnu alkalicku fosfatazu v skupine B v porovnani
so skupinou A (p<0,05) a mierne zvySeny, no Statisticky nevy-
znamne, osteokalcin v skupine B (tab. 2). Z ukazovatelov kostnej
resorpcie bol v skupine B vy$§i pomer koncentricie hydroxypro-

Tab. 1. Characteristics of type 1 diabetic patients.
Tab. 1. Zakladné uidaje o diabetikoch 1. typu.

Group A Group B
Skupina A Skupina B
(UAE<10 pg/min) (100<UAE<1000 pg/min)
n=18 n=§
Age (yrs)
Vek (roky) 36 (32-44) 44,5 (31-50)
Males/females
Muzi/Zeny 10/8 4/4

BMI (kg/m?) 24,1 (20,8-26,6) 23,6 (20,6-27,4)

Diabetes duration (yrs)

Trvanie diabetu (roky) 21,5 (12-27) 22 (16-26)
Hemoglobin Alc (%) 7,2 (5,9-7,7) 8,2 (6,5-9,9)
S-kreatinin (pmol/l) 80 (77-87) 102 (71-143)

8-h KK (ml/s) 1,62 (1,28-1,75) 1,19 (0,78-1,78)

UAE —  urinary albumin excretion rate
albuminuria

body mass index

index telesnej hmotnosti

8-h KK — 8-h overnight creatinine clearance
8-h noc¢ny klirens kreatininu
(95% confidence interval)

(95% konfidencny interval)

BMI -

Median
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Tab. 2. Biochemical markers of bone turnover and bone mineral den-
sity measurement in type 1 diabetic patients.

Tab. 2. Biochemické ukazovatele kostného obratu a meranie kostnej
denzity u diabetikov 1. typu.

Group A Group B
Skupina A Skupina B
(UAE<10 pg/min) (100<UAE<1000 pg/min)
n=18 n=8

S-ALP-B (nkat/l)
S-osteokalcin (ng/ml)
S-ACP-TR (nkat/l)
U-Hxp/U-kreat (pmol/mmol)
S-parathormén (ng/ml)

380 (355-510)
9,6 (8,7-11,6)
160 (148-177)
18,3 (8,9-22,7)
0,01 (0,01-0,07)

518 (405-1070) *
14 (3,1-24,4)

175 (125-243)
46,7 (22,9-80) **
0,3 (0,01-0,53)

S-kalcium (mmol/l) 2,3 (2,2-2,4) 2,2 (2,1-2,3)
S-ioniz. kalcium (mmol/l) 1,3 (1,2-1,3) 1,2 (1,2-1,3)
S-fosfor (mmol/l) 1,1 (0,9-1,3) 1,2 (0,9-1,4)
S-magnézium (mmol/l) 0,75 (0,7-0,8) 0,8 (0,7-0,9)
S-ioniz. magnézium (mmol/) 0,4 (0,4-0,5) 0,5 (0,4-0,5)

Femoral neck (Z-score)
Kréok femuru (Z-skore)
Lumbar spine L2-L4 (Z-score)
Stavce L2-L4 (Z-skére)

0,56 (-1,24; 0,76) -1,08 (-2,61; 0,42)

-0,62 (-1,15;-0,11) -0,45 (-2,32;-0,17)

" p<0.05, ** p<0.001

Median (95% confidence interval)
(95% konfidenc¢ny interval)
UAE - urinary albumin excretion rate
albuminuria
S-ALP-B — serum bone alkaline phosphatase

kostna alkalicka fosfataza v sére
S-ACP-TR — serum tartrate-resistant acid phosphatase
kysléa fosfatdza rezistentnd proti tartaratu v sére

U-Hxp - urinary hydroxyproline
hydroxyprolin v mo¢i
U-creat — urinary creatinine

kreatinin v mo¢i

linu a kreatininu v mo¢i (p<0,001). Medzi skupinami nebol sig-
nifikantny rozdiel v sérovej koncentracii kyslej fosfatazy rezis-
tentnej proti tartaratu. Skupiny sa nelisili v sérovych koncentra-
ciach parathormonu, celkového a ionizovaného kalcia, magnézia
a fosforu. Pri hodnoteni kostnej denzity v oblasti stavcov L2—
L4 a krcka stehnovej kosti sme nezistili rozdiely v Z-skdre.

Diskusia

Procesy kostnej novotvorby a resorpcie st za normalnych
okolnosti v rovnovahe a ich dynamika sa posudzuje na zéklade
$pecifickych biochemickych ukazovatelov. Kostnii novotvorbu
uréuju sérové hladiny kostnej alkalickej fosfatazy, enzymu mem-
brany osteoblastov a sérové hladiny osteokalcinu, nekolagénové-
ho proteinu $pecifického pre kostné struktiry, ktory sa syntetizu-
je osteoblastmi a nasledne inkorporuje do extracelularnej kostne;j
matrix. Resorpcia kosti sa d4 ur¢it na zaklade sérovych hladin kyslej
fosfatazy rezistentnej proti tartratu, ktord je lyzozémovym enzy-
mom osteoklastov, a podla exkrécie hydroxyprolinu moc¢om.

Kostna novotvorba nie je porusena u diabetikov 1. typu v Case
manifestacie choroby. U prepubertalnych deti sa po 12-mesacnej
dobrej metabolickej kompenzacii zistil vzostup novotvorby kostnej
matrix spolu s poklesom kostnej resorpcie (Bonfantia spol., 1997).

Z1a metabolicka kompenzacia diabetickych deti ovplyviiuje tubu-
larne funkcie a vedie k zvySenym stratdm fosforu mocom, ¢o sa
mbze odrazif v poruchach osteogenézy (Sufliarska a spol., 1998).
Zvysenie kostnej alkalickej fosfatazy v sére a exkrécie hydroxyp-
rolinu moc¢om sa naslo u premenopauzalnych diabetic¢iek 1. typu
s dlh§im trvanim diabetu, ¢o poukazuje na zvySeny kostny obrat
(Gallacher a spol., 1993). V inej $tadii sa u diabetikov 1. typu zis-
tili vyssie koncentracie kostnej alkalickej fosfatazy v sére, ale niz-
Sie koncentracie osteokalcinu (Olmos a spol., 1994). U diabetikov
1. a 2. typu sa nasli nizsie hladiny kalcia v sére a zvySena aktivita
kostnej alkalickej fosfatdzy v sére (Kocian a Brunova, 1990). V nasej
praci sme zistili vyssiu kostnu alkalicku fosfatazu, ¢o sved¢i o zvy-
$enej novotvorbe kosti v zaciatoénom §tadiu diabetickej nefropatie.

U diabetikov 1. a 2. typu, ktori boli dlhsi ¢as zle metabolicky
kompenzovani, sa po 8—12 rokoch zistila znizena kostna novo-
tvorba a zvySend kostna resorpcia veduca k strate kostnej hmoty
(Krokauer a spol., 1995). Zlepsenie glykemickej kompenzacie
diabetikov 2. typu znizuje kostny obrat pomerne za kratky cas
(Okazaki a spol., 1997). V naSej praci sme zistili znamky sved-
¢iace o zvySenej kostnej resorpcii u diabetikov 1. typu so zacina-
jucou diabetickou nefropatiou. Nase vysledky su podobné ziste-
niam inych autorov, ktori nasli vac¢siu exkréciu hydroxyprolinu
u mikroalbuminurickych diabetikov ako u diabetikov s normal-
nou proteinuriou (Selby, 1996). V inej praci sa nezistil rozdiel
v exkrécii hydroxyprolinu u pacientov s exkréciou viac alebo
menej ako 25 pg proteinov/mg kreatininu (Olmos a spol., 1996).

Kostna denzita koreluje s rozsahom diabetickych komplika-
cii, zvycajne sa vSak nenajde koreldcia s biochemickymi ukazo-
vatelmi (Munoz-Torres a spol., 1996). U pacientov s dlhotrvaji-
cim diabetom 1. typu sa zistila denzita kosti predlaktia nizSia a hod-
noty osteokalcinu vyssie v sére ako u kontrolnych osob, nenasla
sa vSak korelacia medzi denzitou a glykemickou kompenzaciou
(Miazgowski a spol., 1995). V diabetickej skupine sa naslo 10 %
znizenie denzity krcka stehnovej kosti a 12 % zniZenie v distal-
nych castiach koncatin v porovnani s kontrolnymi osobami, no
bez rozdielu v denzite lumbalnej chrbtice (Forst a spol., 1995). Je
pravdepodobné, ze zvySeny krvny prietok kostou v distalnych
castiach koncatin ma vplyv na zvySenu aktivitu osteoklastov.

V naSej praci sme zistili zvySeny kostny obrat u diabetikov so
zacinajuicou diabetickou nefropatiou, ale Ziadny rozdiel v kostne;j
denzite. Domnievame sa, Ze biochemické ukazovatele odrazaju skor
ako denzitometria inicidlne zmeny kostného metabolizmu v pred-
klinickom $tadiu diabetickej nefropatie. Preto je délezité urcit
kostny obrat u diabetikov 1. typu s dlhotrvajicim diabetom a hlav-
ne u diabetikov v zaciato¢nom §tadiu diabetickej nefropatie, nie-
kedy prehliadnutych pre nevyrazné klinické priznaky. Tu ma opod-
statnenie preventivne podavanie kalcia, vitaminu D a hormonal-
nej replecnej liecby (Dzurik a spol., 1997).
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