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1. Uvod

Snaha o Casnou detekci aterosklerozy souvisi s pritkazem morfologickych projevl jiz v
détském veéku (1). Klinicky pribéh je v tomto obdobi nenapadny, endotelidlni dysfunkce
(ED) je vsak jejim ¢asnym funkénim preklinickym projevem. Je tedy snaha detekovat
patologické procesy jesté v tomto reverzibilnim stadiu a elimininovat ¢i alespon oddalit

klinicky manifestni projevy aterosklerdzy.

Pivodni zamér prace pokusit se o detekci endotelidlni dysfunkce u déti s chronickym
autoimunitnim onemocnénim jsme v prabéhu studie rozsifili o dalsi rizikové skupiny déti,
u kterych jsme na zéklad¢ dostupnych dat (ptedevsim v dospé€lé populaci) predpokladali

mozné kardiovaskularni riziko.



2. Soucasny stav problematiky

2.1. Ateroskleroza v détském véku

Ateroskler6za je onemocnéni polygenni, ovlivnéné genetickymi a environmentalnimi
faktory. Pro ateroskler6ézu je typické dlouhé asymptomatické obdobi, které muize byt
nasledovano rychlou klinickou manifestaci. Na rozvoji aterosklerotickych 1ézi se podileji
procesy na urovni celularni, subcelularni, molekularni a genové. Nejcastéji je aterosklerdza
popisovana jako chronickd zanétliva a proliferativni reakce stény tepen na riizné inzulty.
Jde o reakci endotelu a intimy s naslednym zvlastnim typem akumulace lipidd v intim¢ a

subintimalni Casti stény tepen.
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buriky prouky léze plak léze, ruptura

endoteliilni dysfunkes

v

od narozeni od 20 let nad 30 lat

Obr. 1. Aterogeneze (2) (3)



Histopatologicky lze rozlisit Sest stadii vyvoje ateromatoznich 1¢zi:

L Inicidlni 1éze se zvySenym poctem izolovanych pé€novych bun¢k odvozenych
z makrofagh
II. Lipidni prouzky - hromadéni pénovych bunék obsahujicich intraceluldrné

akumulované lipidy

II1. Preaterom s malymi extraceluldrnimi depozity lipidii
IV. Aterom
V. Fibroaterom - proliferace bun¢k hladkého svalstva v intimé a zvySena syntéza

extracelularni matrix, obsahujici kolagenni a elasticka vldkna, ktera vytvari
vazivovou vrstvu nad lipidovym jadrem
VL Komplikovana 1éze — kalcifikace, ruptura nebo exulcerace, krvaceni do

ateromu, vznik trombu

Na wvzniku a vyvoji aterosklerozy se podili celd tada rizikovych faktori.
metabolismu lipidi. Mezi sekundarni pfi¢iny hyperlipoproteinémii patii endokrinopatie
(hypothyredza, deficit ristového faktoru a dal$i), onemocnéni jater, chronickd onemocnéni
ledvin a dalsi. Dalsi rizikové faktory pro détsky v€k uvadi Bogalusa Heart Study (4). Mezi
neovlivnitelné rizikové faktory aterosklerdézy patii veék, pohlavi (muzské) a faktory
genetické. Za pozitivni rodinnou anamnézu je povazovan vyskyt infarktu myokardu nebo
nahlé smrti u otce nebo prvostupniového muzského piibuzného ve véku nizs§im nez 55 let.
U matky a prvostupniovych piibuznych zenského pohlavi je vékovou hranici 65 let. Mezi
ovlivnitelné faktory se fadi koufeni, arteridlni hypertenze, diabetes mellitus (pfedevsim 2.
typu) a poruSena glukozova tolerance a obezita (pfedevSim typ obezity s velkym

mnozstvim abdominalniho tuku). (3)

Diky intenzivni mezioborové spolupraci jednotlivych I€karskych odvétvi se v
poslednich letech podafilo v Ceské republice vyznamné snizit Umrtnost na
kardiovaskularni onemocnéni (KVO). Stale vSak zlstdvaji nejcastéjsi pri¢inou umrti u
dospélych a predstavuji zdvazny zdravotni a socidlné-ekonomicky problém (5). Vyskytuji
se stale v niz§im veéku. NejucinnéjSim zpisobem snizovani amrtnosti na kardiovaskularni

onemocnéni je prevence (6) (7).



2.2. Funkce endotelu

Endotel tvofi jednovrstevnou vnitini vystelku cévniho lumen. Dlouhou dobu se
predpokladalo, ze endotel tvoii pouze bunécnou bariéru, kterd oddéluje cévni sténu od krve
a zajistuje nesmacivy povrch cévniho lumen. Vyzkum v poslednich letech vSak ukazal, ze
endotel je endokrinné a metabolicky velmi aktivni organ s celou fadou fyziologickych
funkci. Je znama fada endotelidlnich pusobki, které se uplatituji v procesu fizeni
Dutlezitym pisobkem je endotelidlni syntdza oxidu dusnatého, jejiz aktivace (naptiklad
hypoxii) vede k vazodilataci, ale i adhezi a agregaci trombocytii. Mezi dalsi endotelialni
pusobky ovliviiuyjici pratok krve cévou patii endotelin-1 a prostacyklin. V procesu
hemokoagulace se uplatiuje von-Willebrandiv faktor (vWf), v procesu fibrinolyzy hraje
dilezitou roli tkanovy aktivator plasminogenu (t-PA) a jeho inhibitor (PAI-1). Na povrchu
endotelu je téZ vazan angiotenzin-konvertujici enzym a endotel miiZze prostfednictvim
zmeény jeho aktivity ovlivitiovat hladiny angiotenzinu II a bradykininu. Intaktni endotel je
dokonale nesmacivym povrchem, a tak zajistuje integritu cévniho fecisté. V neposledni

fadé mize endotel zasahovat i do reparativnich procest a procest angiogeneze. (8)

elastica interna

endothelial

Lumen

fibroblast

intima
media

adventitia

Obr. 2. Stavba tepny (9)



2.3. Endotelialni dysfunkce a mozZnosti jeji detekce

2.3.1. Endotelialni dysfunkce

Endotelialni dysfunkce (ED) hraje dilezitou roli v rozvoji piedCasné aterosklerdzy,
hypertenze a srdecniho selhani (10). Na rozvoji endotelidlni dysfunkce se podili
nerovnomérné rozdéleni aterogennich a ateroprotektivnich faktorG u jedince, pfesny
mechanismus vzniku ED vSak dosud neni zndm (11) (12). Vyzkum ukazuje, Ze endotelidlni
vystelka hraje kliCovou roli ve vyvoji nekontrolovaného chronického zanétu (13).
Dysfunk¢ni endotel vede ke zvysené produkcei prozanétlivych cytokinti, vazoadhezivnich a
protrombogennich molekul majicich za nésledek poSkozeni cévni stény (14) (15).
Rozhodujici roli hraje snizend dostupnost endotelidlniho oxidu dusnatého (NO) vedouci k
poruse vazodilatace. Klinicky je ED nejcastéji popisovana jako sniZzend schopnost

odpovédi cévni stény na piisluSny podnét (10).

Snaha o ¢asnou detekci endotelidlni dysfunkce souvisi s jeji potencidlni reverzibilitou.
Primarnim cilem soucasnych studii je tedy optimalizace terapie a sniZeni

kardiovaskularniho rizika v rizikovych skupinach déti (16).
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Obr. 3. Vznik a disledky endotelialni dysfunkce (17)



2.3.2. Moznosti detekce ED

Pro detekci endotelidlni dysfunkce je mozno vyuzit metod zobrazovacich (invazivnich

a neinvazivnich) a biochemickych.

2.3.2.1. Zobrazovaci metody

Zobrazovaci metody miizeme déle délit na invazivni a neinvazivni. Invazivni metody
jako angiografie, koronarografie, intravaskularni ultrazvuk ¢i virtudlni histologie mohou
poskytnout pomérn¢ presnou informaci o stavu koronarniho fecisté. Nicméng, i s ohledem
na nizky v€k pacientl, je snahou zavést do praxe metodiky neinvazivni, které by byly
zaroven technicky i finanéné méné narocné. Mezi neinvazivni metody je zafazeno
napiiklad CT vySetteni, hodnoceni Intima Media Thickness (IMT) a také metody sledujici
funkéni projevy cévy. Prikladem je metoda Flow Mediated Dilatation (FMD), kdy je
ultrasonograficky hodnocena postokluzni dilatace brachidlni arterie. Tato metoda je vSak
zavisld na zkuSenostech sonografisty a je zatizena intra- a interindividuédlni chybou.

Vsechny tyto metody jsou zaroven technicky pomérné naro¢né.

Novéd metoda méfeni reaktivniho hyperemického indexu (RHI) je zalozena na
neinvazivnim méteni postokluznich zmén periferniho arterialniho feciste, pficemz vyuziva
pletyzmograficky princip méfeni periferniho arteridlniho tonu (PAT) (18). Nedostate¢né
zvySeni PAT amplitudy béhem reaktivni hyperémie, nasledujici po fazi prechodné okluze,
je spojeno s ED. Tento fakt potvrzuji jiz dfive publikované studie, pii kterych byly
konfirmacné pouzity téZ invazivni metody meéfeni (19). Literarn€¢ udivana vysoka
senzitivita a specificita, spole¢né s minimalni zavislosti na vySetfujicim personalu, dava

ptedpoklad pro dobrou pouZitelnost této metody v klinické praxi (20) (10) (21).

2.3.2.2. Biochemické metody

Endotelidlni funkci miZeme také hodnotit pomoci méfeni koncentrace endotelidlnich
pusobkil. Nejlépe vypovidaji o funkci endotelu vzorky krve ziskané piimo z postizeného
mista (napf. pfi koronarografii), coz vSak vyzaduje invazivni pfistup. V praxi je proto vice

vyuZzivané stanoveni plazmatickych ¢i sérovych koncentraci z Zilni krve. Nevyhodou je
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biotransformace ¢i nestabilita n¢kterych plisobkd. V soucasné dobé je mozno hodnotit
znamé stabilni a dostupné biochemické markery spojené s endotelialni dysfunkci, jakymi

jsou napiiklad t-PA, PAI-1, trombomodulin, vWT{, endoteliny a podobn¢.

Jednim z novéjSich biochemickych parametriit hodnocenych v souvislosti s endotelialni
dysfunkci je asymetricky dimethylarginin (ADMA). Jedna se o kompetitivni inhibitor
endotelidlni syntdzy oxidu dusnatého s biochemickou vazbou na homocystein.
Signifikantné zvySené hodnoty ADMA ukazuji na zvySeny oxidativni stres, vedouci
k inhibici syntazy oxidu dusnatého, a v disledku toho na sniZeni postokluzni vazodilatace.
Toto tvrzeni je ve shod¢€ s experimentdlnimi studiemi, které potvrzuji vztah mezi
biochemickymi a funkénimi zménami endotelu (22). Podobné jsme nalezli signifikantné
zvySené hodnoty ADMA v nasi ptredchozi studii u déti s Crohnovou chorobou (23) (24).
Stejné tak byly nalezeny zvysené hodnoty ADMA i v ptedchozich studiich, které probihaly
na D¢tské klinice FN Plzenn u déti s diabetem mellitem 1. typu a familiarni
hypercholesterolémii (25). Dal$im z biochemickych parametrd, které je mozno hodnotit
v souvislosti s funkci endotelu, je E-selectin. Ten je odpovédny za adhezi leukocyti
v endoteliadlnich buiikdch zaloZzenou na imunologicko- zanétlivych interakcich. Dal§imi
adheznimi molekulami je ICAMI1 (intercellular adhesion molecule-1) a VCAMI (vascular
cytoadhesion molecule-1). Tyto molekuly jsou exprimovény na povrchu bunck a jsou
dilezité pro prubeh celé fady imunitnich a zanétlivych reakei. Jejich zvySena exprese na
bunéném povrchu je stimulovana nékterymi cytokiny. Nadmérnd a nepfimétfena exprese
vede k poskozovani tkani, poruse mikrocirkulace a celé¢ tfadé dalSich imunologicko-

zanétlivych procest. (26)

Vysoce senzitivni C-reaktivni protein (hsCRP) také souvisi s aterogennim procesem a
zvySena hladina hsCRP je zifejm¢ prediktivnim faktorem morbidity a mortality pfi
kardiovaskularnich ptfihodach u zdéanlivé zdravych jedinci, bez ohledu na konvenc¢ni
obecné zndmé rizikové faktory (27) (12) (28). V klinické praxi je vSak nutno brat v tivahu
fakt, Ze zvySena hodnota hsCRP v plazmé& muze svédcit pro akutné probihajici zanétlivé
zmény a nemusi vzdy souviset s endotelidlni dysfunkci. Tuto skutecnost jsme se snazili
eliminovat méfenim dalSich parametri zdnétu (prokalcitonin, interleukin-6). Vzhledem

k nizké specificité faktoru je vSak hsCRP povazovéan za pomocny faktor pro detekci ED.
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2.4. Vybrané skupiny a jejich souvislost s endotelialni dysfunkci

Literarni udaje potvrzuji, ze chronickd zanétlivd a imunologickd onemocnéni, jako
autoimunitni revmaticka onemocnéni (29), chronické renalni onemocnéni (30), systémovy
lupus erythematodes (31), progresivni systémova skleroza (32), diabetes mellitus (33),
autoimunni thyroiditida (34) a dalsi, jsou spojena se zvySenym rizikem ED a pfed¢asnych

zmén cévni stény.

Do nasi studie jsme vybrali celkem pét skupin déti s riznymi diagndézami, u kterych
jsme na zaklad¢ dostupnych dat v détské i dospélé populaci piedpokladali moznost

endotelialni dysfunkce.

2.4.1. Diabetes mellitus

Diabetes mellitus 1. typu (DM1) je chronické autoimunitni onemocnéni zpusobené
poskozenim beta bunék Langerhansovych ostrivki pankreatu (autoimunitni inzulitida)
nebo idiopatickym procesem, vedouci k nedostatku inzulinu a rozvoji klinického obrazu
diabetu. DM1 vznika nejcastéji v détském veku. Celosveétove je evidovan nariistajici pocet
détskych pacient s timto typem diabetu (35) (36). Dale se popisuje jesteé tzv. LADA
(latent autoimune diabetes of adults) varianta DM1, ktera se manifestuje v kterémkoliv
véku a obvykle progreduje pozvolna. DM1 pfedstavuje jeden z rizikovych faktord pro
vznik pred¢asné aterosklerdzy (37). I ptes intenzivni inzulinoterapii se u velké skupiny déti
nedafi udrZet hladinu glykémie v normalnich hodnotach. V disledku nedostatku inzulinu
se sniZzenim aktivity lipoproteinové lipazy je pfitomna vyznamné vysSi hladina
triglyceridd, IDL a LDL. Zaroven je Casto pfitomna nizka hladina HDL. Deficit inzulinu je
také spojen se zvySenou nabidkou volnych mastnych kyselin, nebot’ inzulin je vyznamnym
inhibitorem lipolyzy v adipocytech, coZ nasledné vede ke stimulaci jater k vyssi tvorbé
VLDL. Zmény jsou 1 ve sloZeni lipoproteinovych ¢astic s pfevahou cholesterolu a
triglyceridi v jednotlivych frakcich. Na procesu aterogeneze se podili také neenzymaticka
glykace proteinli s produkci konecnych produkti AGE (advanced glycation products),
ktera probiha na volnych aminoskupinach a je zavisla na poloCasu proteinil v plazm¢ a na
stupni hyperglykémie. Glykace LDL omezuje klasick¢ odbourdavani LDL cestou LDL
receptori. Nasledné dochazi ke kumulaci LDL v plazmé, coz vede k nahradnimu

odbourdvani cestou scavengerovych receptori s tvorbou pénovych bunck a
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aterosklerotickych 1ézi. Glykované LDL castice, pfedevSim malé denzni LDL, jsou
nachylnéjsi k oxidaci a podili se tak na zvySeni oxidativniho stresu u diabetikii. Z téchto

divodi se endotelialni dysfunkce se u pacienti s DM1 ¢asto vyskytuje jiz v détském véku.

2.4.2. Crohnova choroba

Idiopatické stfevni zancty (ISZ) predstavuji skupinu chronickych, imunitné
podminénych onemocnéni postihujicich primarné gastrointestinalni trakt. Mezi dvé hlavni
formy ISZ ftadime Crohnovu chorobu (CD) a ulcerozni kolitidu (UC). CD je
charakterizovana piitomnosti segmentalniho, granulomatdzniho, transmuralniho zanétu
stievni stény, a to v jakékoliv ¢asti traviciho traktu od dutiny ustni po rektum. Vzhledem
k tomu, Ze zanét mize prostupovat celou sténou stfeva, jsou pro onemocnéni typickeé
komplikace jako pistéle, abscesy ¢i stenotické useky (38). Soucasné znalosti o
etiopatogenezi téchto onemocnéni vsak zatim nejsou dostatecné. Soucasné pojeti CD chéape
jeji vznik jako poruchu, kdy dochazi k abnormalni slizni¢ni imunitni odpovédi na béznou

sttevni mikrofloru u predisponovanych jedincti (39).

Ze studie Moriho et al. (40) vime, ze pokles prutoku krve béhem experimentalni
kolitidy mlize mit za nasledek sniZzenou kapacitu arteriol tlustého stieva reagovat na
endotel-dependentni vazodilatatory jako je bradykinin.
Nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxiddzou derivovany superoxid hraje zasadni roli
v indukci zanétem indukované, na endotelu dependentni dysfunkce arteriol. Vyzkum
ukazuje, Ze endotelidlni vystelka hraje kli¢ovou roli ve vyvoji nekontrolovaného
chronického zénétu (13). V soucasné dob¢ je k dispozici jen malo studii, které by se

zabyvaly endotelidlni dysfunkci u détskych pacientti s Crohnovou chorobou.

2.4.3. Cysticka fibroza

Cysticka fibroza (CF) je zéavazné autozomalné recesivné dédicné multiorgdnové
onemocnéni postihujici zejména horni a dolni dychaci cesty, potni zldzy a pankreas. Jedna
se o chronické zanétlivé onemocnéni, jehoZ progndza se vyrazné zlepSila zavedenim
novorozeneckého screeningu v zaii 2009, s moznosti ¢asného zahdjeni komplexni terapie

jiz vraném kojeneckém véku a nasledné moznostmi nové terapie potencidtory a
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modulatory CFTR proteinu. V soucasné¢ dobé je CF onemocnénim, které lze lécbou
ovlivnit, ale nelze zcela vylécit. Incidence je 1 na 2700 narozenych déti. Kazdy 27. ¢lovek
v Ceské populaci je zdravym nosicem mutace genu pro CF. Pro CF je charakteristicka
tvorba abnormaln¢ vazkého hlenu nejen v dychacim a travicim uastroji. Zakladem terapie je
péce o dobry stav vyzivy, dobrou prichodnost dychacich cest, potlaceni a 1écba infekce.
Nové, finanéné narocné, lécebné metody zatim mohou pouze doplnit klasicky pfistup
terapie. Onemocnéni byva spojeno s vysSim rizikem kardiovaskuldrniho onemocnéni,
mozna 1 v souvislosti s ¢asto nadprimémé dobrym stavem vyzivy nemocnych pfi
hyperalimentaci ve snaze udrzet a nezhorSit stavajici plicni funkce, které jsou piimo

umérné nutriénimu stavu nemocného.

2.4.4. Familiarni hypercholesterolémie (FH)

Familiarni hypercholesterolémie je z klinického hlediska nejzévaznéjsi formou vrozené
poruchy metabolismu lipid. Jednd se o autosomalné dominantné dédi¢né onemocnéni,
jehoz pfic¢inou je nejCastéji mutace v genu pro LDL-receptor, o néco méné Casto pak
mutace v genu pro jeho ligandu — apolipoprotein B 100 (apo B). Vzacné mize byt pti¢inou
1 specificky typ mutace v genu pro proteinkonvertazu subtilisin-kexin typu 9 (PCSK9). V
dasledku vysSe uvedenych mutaci je v hepatocytech zdsadné zpomaleno odstrafiovani
lipoproteind o nizké hustoté¢ (LDL) z krve a hladina LDL-cholesterolu (a tedy i celkového
cholesterolu) se tak velmi vyrazné zvysSuje. Velmi vysokd hladina LDL-cholesterolu
vyrazn¢ akceleruje rozvoj aterosklerdzy, a protoze pacienti s FH jsou exponovani velmi
vysoké hladin€é cholesterolu prakticky cely Zivot, mohou se u nich kardiovaskularni

onemocnéni (predevsim infarkt myokardu) manifestovat jiz ve velmi ¢asném veku (41).
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2.4.5. Akutni lymfoblasticka leukémie

Akutni lymfoblastickd leukémie ptfedstavuje jednu Ctvrtinu vSech détskych malignich
onemocnéni (42). Sofistikované lécebné protokoly v soucasné dobé vyrazn€ zlepSuji
progndzu u déti s timto onemocnénim, kompletni remise je mozno u déti dosahnout ve vice
nez 85%. (43) Se stoupajicim poctem pacientii po ukoncené UspéSné 1écbé ALL vsak jde
ruku vruce i vzriustajici pocCet pozdnich neziddoucich uc¢inkd 1écby (chemoterapie,
radioterapie) (44) (45) (46). Antracykliny indukovand toxicita mize vést k srde¢nimu
selhani a dilata¢ni kardiomyopatii (47). S ohledem na tuto skute¢nost mohou antracykliny
vyvolavat také zmény v endotelu cév, a byt tak spojeny s endotelidlni dysfunkci a
pfedcasnou manifestaci aterosklerozy u déti po ukoncené uspésné 1écbé ALL (48) (49) (50)
(51). Proto je nutné dalsi sledovani téchto rizikovych déti, na coz poukazuji i dalsi studie
(52) (53). Literarnich udaji o sledovani endotelidlni dysfunkce jako mozného projevu

kardiovaskularniho postiZzeni u téchto pacientii je vSak zatim k dispozici jen velmi malo.

(54) (55)
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3.

Cile dizerta¢ni prace

Na zékladé dostupnych poznatkii tykajicich se endotelidlni dysfunkce ve zvolenych

rizikovych skupinach déti a zaroven moznosti vyuziti nového pfistroje EndoPAT® a

laboratorniho vysetfeni biochemickych markerii byly stanoveny nasledujici cile dizertacni

prace.

Primarni cile:

Stanoveni hodnot RHI v souboru zdravych jedincti

Stanoveni a porovnani RHI u vybranych rizikovych skupin déti s diabetem
mellitem 1. typu (DM1), Crohnovou chorobou (CD), cystickou fibrézou (CF),
familiarni hypercholesterolémii (FH) a u déti po ukoncené uspésné 1é€bé akutni
lymfoblastické leukémie (ALL) s kontrolnim souborem déti odpovidajicich vékove
jednotlivym skupindm

Stanoveni a porovnani biochemickych ukazatelli endotelidlni dysfunkce ve vSech

studovanych souborech

Sekundarni cile:

Korelace hodnot RHI s biochemickymi markery endotelidlni dysfunkce
v jednotlivych souborech pacientii

Ovéfeni, zda by kombinace méfeni RHI a specifickych biochemickych parametri
mohla byt vhodnou metodou pro detekci endotelidlni dysfunkce u vybranych

rizikovych skupin déti

16



4. Soubory pacientii

Pro studii bylo vybrano celkem 106 pacienti, ktefi byli podle diagnézy rozdéleni do
peti vékové odpovidajicich studijnich soubort. DalSim souborem pak byla skupina

osmnacti zdravych kontrol.

4.1. Diabetes mellitus 1. typu

Soubor pacienti s DM1 zahrnoval 13 déti z diabetologické poradny Détské kliniky
Fakultni nemocnice Plzen. Primémy veék déti byl 15,08 let. Jedinci byli léCeni
intenzifikovanym inzulinovym reZimem po dobu 6,3 + 2,3 roku. Zadny z pacientli nemél

prokéazanu retinopatii, mikroalbumiurii ani jiné pfidruzené onemocnéni.

4.2. Crohnova choroba

Do studie bylo zatfazeno celkem 18 pacienti s CD sledovanych v gastroenterologické
poradné Détské kliniky FN Plzeni. Diagnéza CD byla zaloZzena na standardnich klinickych,
radiologickych, endoskopickych a histologickych kritériich (56). Aktivita onemocnéni byla
hodnocena pomoci pediatrického indexu aktivity Crohnovy choroby (PCDAI), kde
hodnota PCDAI vyss§i nebo rovna 10 byla povaZzovéna za aktivni onemocnéni (57).
V souladu s Patizskou klasifikaci mélo 12 pacientti zanétlivou formu CD, 4 pacienti
stenozujici formu a 2 pacienti fistulujici formu CD. Dva pacienti z této skupiny déti byli
pro CD operovéni. Trvani CD bylo definovdno jako doba mezi stanovenim diagnézy a
zatazenim pacienta do studie (58). Do studie byli zafazeni pouze pacienti s trvanim
imunosupresivni 1é€b& CD. 11 z naSich 18 pacientll bylo léeno imunomodulatory
(azathioprinem) a mesalazinem, u 4 pacientii probihala terapie steroidy a zbytek pacientl
byl 1é¢en pouze mesalazinem. Zadny z pacienti nikdy nebyl 1é&en biologickou lé¢bou

(infliximab, adalimumab).
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4.3. Cysticka fibroza

Tuto skupinu tvofilo 15 déti scystickou fibrézou na standardni komplexni
symptomatické terapii, ve véku 12 az 19 let, bez ohledu na kolonizaci dychacich cest.
Z celkového poctu CF souboru byly 4 divky s chronickou infekeci Pseudomonas
aeruginosa, ostatni bez kolonizace dychacich cest. Primérny vék CF nemocnych byl 15,96
let. Stav vyzivy byl dobry. VSechny déti byly sledovany v respira¢ni poradné Deétskeé

kliniky Fakultni nemocnice v Plzni.

4.4. Familiarni hypercholesterolémie

Do této skupiny bylo zatazeno celkem 20 déti z ambulance preventivni kardiologie
Détské kliniky FN Plzen. Primérny vék v této skupiné byl 14,66 let. U vSech pacientil
probihala dietni intervence. Pacienti byli jiz pfed méfenim léceni Ezetrolem, tento 1€k byl

vSak vysazen minimalné 3 mésice pted provedenim méfenti.

4.5. Akutni lymfoblasticka leukémie

Dalsi skupina zahrnovala celkem 22 pacienti po uspésné ukoncené 1éCbe akutni
lymfoblastické leukémie, sledovanych v hematologické poradné Détské kliniky Fakultni
nemocnice Plzen. Pacienti byli 1é¢eni podle protokolit BFM ALL 95 nebo ALL IC-BFM
2002. Lécebné protokoly zahrnuji kombinaci chemoterapie vcetn€ antracyklinovych
cytostatik (daunorubicin, doxorubicin) a cyklofosfamidu. Kumulativni davky antracyklina
byly 240-360 mg/m® a cyklofosfamidu 3000 mg/m’. Vsichni zafazeni pacienti byl
minimalné 2 roky po absolvovani komplexni cytostatické terapie. Do studie nebyl zafazen
zaddny pacient s relapsem onemocnéni ¢i sekundarni ALL. U vSech pacientii bylo
v pribehu 1é¢by i po jejim ukonceni opakovang provedeno kardiologické vysetfeni, nalezy

u vSech déti zatazenych do studie byly v normé.
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4.6. Kontrolni skupina déti

Kontrolni skupina obsahovala déti bez anamnézy zanétlivého, metabolického nebo
vcetné anticytokinové biologické terapie, které by mohly ovlivnit funkci endotelu (59).
Mezi kritéria vylucujici zafazeni do vyzkumné studie patiila kardiovaskularni onemocnéni
a jejich predCasnd manifestace v rodinné anamnéze, dyslipidémie, autoimunitni
onemocnéni, onemocnéni jater, recidivujici bolesti bficha, gastricka infekce Helicobacter
pylori, renalni dysfunkce, onkologické onemocnéni, kouteni, obezita a dale nebyli zafazeni
pacienti, u kterych nebyla moznad komunikace a spoluprace béhem studie. Skupinu
zdravych kontrol jsme vybrali tak, aby skupinam odpovidala vékem a hodnotou BMI
(body mass index) (23). Osika et al. ve své studii, zahrnujici 248 zdravych déti,
demonstroval, ze nejsou zadné rozdily v hodnotach RHI mezi pohlavimi (60). V piipadé
biochemickych parametri dle pfedchozich studii také nebyly nalezeny statisticky
vyznamné rozdily mezi pohlavimi. U VCAM to byly naptiklad studie JW Ho et. al. a
Bannanova studie. (61) (62) Podobné je tomu v piipadé¢ hodnot ADMA ve studiich
Teerlinga et al. a Deneva-Kochyeva (63) (64). Chiriboga et al. ve své studii demonstrovali,
ze nejsou rozdily v hsCRP mezi pohlavimi (65). Proto jsme na$ kontrolni soubor déti

povazovali za odpovidajici k danym skupindm pacienti.
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5. Pouzité metody

Pro hodnoceni endotelidlni funkce déti zafazenych do studie jsme pouzili kombinovany
diagnosticky pfistup — meéieni reaktivniho hyperemického indexu (RHI) a laboratorni

hodnoceni vybranych biochemickych parametra.

5.1. Méfeni RHI

Meéieni jsme provadéli pomoci piistroje EndoPAT® (ItamarCaesarea®, Israel). Metoda
meéfeni je zalozena na principu pletyzmografického hodnoceni zmény postokluzniho
arterialniho tonu v perifernim fecisti (PAT) za pouziti biosenzori umisténych na
ukazovaccich obou rukou. VySetfeni probihalo v tiché, termoneutralni mistnosti. Inicialné
byly zméfeny hodnoty body mass indexu (BMI) a krevniho tlaku (TK). Dale béhem
patnactiminutové klidové faze byly zaznamenany vstupni hodnoty PAT na obou rukou.
Poté byla na nedominantni koncetiné provedena pétiminutova okluze pomoci manzety
nafouknuté 60 mmHg nad hodnotu systolického tlaku, nejméné vSak 200 mmHg. Po jejim
ukonceni méteni pokracovalo pétiminutovou postokluzni fazi, manifestujici se jako
reaktivni hyperémie, s vypoctem reaktivniho hyperemického indexu (RHI). Ten je
vypocitan automaticky pomoci softwaru (EndoPAT®) z poméru hodnot post- a
preokluzniho arteridlniho pritoku, které jsou vztazeny k hodnotdm na simultanné méfené,
neokludované kontralaterdlni koncetin€é (18). Tak je minimalizovano riziko nezadoucich

zmeén cévniho tonu exogenniho ptivodu v pribé¢hu méfeni.
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Obr. 4. Ptistroj EndoPAT® (ItamarCaesarea®, Israel) (66)

Obr. 5. Senzory jsou béhem vySetfeni umisténé na ukazovacécich obou hornich koncetin. (67)
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Obr. 6. Pribéh méteni (68)
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Obr. 8. Méfeni. PAT signal v prubéhu vySetieni. Na horni kfivce zaznam na kontrolni pazi a na

dolni kfivce zaznam na vySetfované pazi s patrnou okluzi a naslednou reaktivni hyperémii. (70)
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C
RHI = E/B X Baseline Correction Factor

[

Obr. 9. RHI — pomér hodnot post- a preokluzniho arteridlniho pritoku vztazenych k simultanné

meifené kontralateralni konceting. (71)
A —amplituda PAT postokluzniho pritoku v ¢ase mezi 90-150 s na okludované konceting,
B — amplituda PAT v preokluzni fazi na okludované koncetin¢,

C - amplituda PAT postokluzniho pratoku v ¢ase mezi 90-150 s na kontrolni neokludované

koncetiné,

D - amplituda PAT v preokluzni fazi na kontrolni neokludované koncetiné
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Obr. 10. Porovnani kiivek jedince snormalni endotelialni funkci a pacienta s endotelidlni

dysfunkci (72)
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5.2. Laboratorni méreni

Vzorky krve jsme ziskdvali od vSech ucastnikii studie po nocnim lacnéni za
standardnich klinickych podminek. Mezi biochemické parametry, které jsme hodnotili
v souvislosti s ED, patfil asymetricky dimetylarginin (ADMA), E-selectin a vazoadhezivni
molekuly VCAM-1, méfené metodou Elisa (OLD Diagnostica®, BioVendor®). Vysoce
senzitivni C-reaktivni protein (hs-CRP) byl hodnocen pomoci imunoturbidimetrického
stanoveni (Orion Diagnostica®). Sérové hladiny celkového cholesterolu, triglyceridii, HDL
a LDL byly stanoveny v klinické laboratoii pomoci autoanalyzatoru (enzymaticassay GTP

Human® and CHOD-PAP Dialab®).

Vsechny vzorky byly shromazdény kvalifikovanym persondlem, analyza byla
provedena certifikovanym biochemickym pracovistém v ramci zaslepené studie bez

znalosti klinického stavu jednotlivych proband.

5.3. Statistické hodnoceni

Statistickd analyza byla provedena s uZitim software SAS 9.4 (Cary, NC, USA) ®.
Vybrané grafy byly zpracovany pomoci SW Statistica (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA)®.

Pro métené parametry v celém souboru a v jednotlivych skupinach a podskupinach
byly pocitany zakladni statistické tudaje jako primér, smérodatnd odchylka, rozptyl,
median, mezikvartilové rozpéti, minimum, maximum. U kategorickych proménnych byly
zkoumany jejich frekvence. Vybrané statistické udaje byly téZ zpracovany graficky do tzv.

Box & Whisker plot diagrami a kolacovych grafi.

Na porovnani distribuci jednotlivych parametrii v riznych skupinach a podskupinach,
vzhledem k distribucim téchto promeénnych, byly pouzity neparametricke testy (Wilcoxon
Two Sample Test nebo jeho zobecnéna varianta, tzv. Kruskal — Wallis Test). Rozdil véku
mezi zkoumanymi skupinami byl zkouman pomoci parametrické analyzy rozptylu (T-test).
Hypotézy o shod¢ (ekvivalenci) véku mezi zkoumanymi skupinami byly testovany pomoci
TOST metody. Rozdil v % zastoupeni kategorickych proménnych byl testovan pomoci

Chi-kvadrat Testu a Fisherova Exaktniho Testu.
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Pro zjisténi zavislosti zkoumanych znakt, vzhledem k negausovskému rozdéleni téchto

proménnych, byl pouzit Spearmaniiv koeficient korelace.

Referen¢ni meze (cut-off) mezi zkoumanymi skupinami jsme stanovovali jednak
pomoci specificit a senzitivit, tak nasledn¢ také pomoci maximalizace rizika prikazu
onemocnéni ve vztahu k dané cut-off (Odds Ratio + 95% konfidenéni interval). Tyto
vysledky byly graficky zpracovany do tzv. ROC kiivek. Pro uréeni modelti s vice

parametry (tj. kombinace vice markera) jsme pouzili tzv. “OR” statistiku.

Statistickd vyznamnost byla stanovena na hranici 5%.

5.4. Etické aspekty

Studie byla provedena v souladu se zasadami Helsinské deklarace. Protokol studie byl
schvalen lokalni etickou komisi. Rodice 1 déti jsme podrobn¢ seznamili s obsahem studie a
byla jim nabidnuta ucast ve studii. Pfed zahajenim studie byl poté u vSech ucastnikii
zdkonnymi zastupci déti a détmi nad 14 let podepséan informovany souhlas. Vyzkum nebyl

sponzorovan zadnou spolecnosti.
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6. Vysledky

6.1. Demograficka data

Do studie bylo zafazeno celkem 124 déti (z toho 106 pacientl rozdélenych do péti

skupin podle diagnézy a 18 zdravych déti kontrolni skupiny). Zékladni demografické a

klinické charakteristiky souborti pacientt jsou shrnuty v nésledujicich tabulkéach.

Data DM1 Kontroly p
Jedinci 13 18

Pohlavi (chlapci/divky) 6/7 5/13

VEK (roky) 15,08 (2,19) 15,45 (2,33) NS
BMI(kg/m2) 19,41 (2,67) 21,22 (3,77) NS
Arterialni krevni tlak (mmHg) 105(8)/56 (5) 114(11)/63(8) p <0.05
Celkovy cholesterol (mmol/l) 3,99 (0,52) 4,24 (0,85) NS
LDL cholesterol (mmol/1) 2,09(0,42) 2,21 (0,55) NS
HDL cholesterol (mmol/1) 1,55 (0,30) 1,62 (0,27) NS
TG (mmol/) 0,78 (0,29) 1,24 (0,58) NS

Tab. 1 Diabetes mellitus 1. typu

Cisla vyjadiuji prim&rmé hodnoty se smérodatnymi odchylkami.
BMI - body mass index, DM 1 — diabetes mellitus 1. typu, HDL — high density lipoprotein
cholesterol, LDL — low density lipoprotein cholesterol, NS -nesignifikantni vysledek TG -

triglyceridy
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Data

CD Kontroly p
Jedinci 18 18
Pohlavi (chlapci/divky) 13/5 5/13
VEK (roky) 15,51 (1,75) 15,45 (2,33) NS
BMI(kg/m2) 18,95 (2,52) 21,22 (3,77) NS
Délka trvani onemocnéni(roky) 3,2(2,6) -
PCDAI 6,0(4,8) -
Arteridlni krevni tlak (mmHg) 114(9)/66 (8) 114(11)/63(8) NS
Celkovy cholesterol (mmol/) 3,99 (0,68) 4,24 (0,85) NS
LDL cholesterol (mmol/) 2,09(0,56) 2,21 (0,55) NS
HDL cholesterol (mmol/) 1,47 (0,38) 1,62 (0,27) NS
TG (mmol/l) 1,18 (0,94) 1,24 (0,58) NS

Tab. 2 Crohnova choroba

Cisla vyjadiuji praim&mé hodnoty se smérodatnymi odchylkami.

BMI - body mass index, CD — Crohnova choroba, HDL — high density lipoprotein cholesterol, LDL
— low density lipoprotein cholesterol, NS -nesignifikantni vysledek, PCDALI - pediatricky index
aktivity Crohnovy choroby, TG — triglyceridy

Data CF Kontroly p
Jedinci 15 18

Pohlavi (chlapci/divky) 4/11 5/13

VEK (roky) 15,96 (2,04) 15,45 (2,33) NS
BMI(kg/m2) 20,21 (3,28) 21,22 (3,77) NS
Arterialni krevni tlak (mmHg) 109(12)/61 (10) 114(11)/63(8) NS
Celkovy cholesterol (mmol/l) 3,48 (0,62) 4,24 (0,85) p <0.05
LDL cholesterol (mmol/1) 1,95 (0,58) 2,21 (0,55) NS
HDL cholesterol (mmol/1) 1,25 (0,39) 1,62 (0,27) p <0.05
TG (mmol/l) 1,10 (0,40) 1,24 (0,58) NS

Tab. 3 Cysticka fibroza

Cisla vyjadfuji primérné hodnoty se smérodatnymi odchylkami.

BMI - body mass index, CF — cysticka fibr6za, HDL — high density lipoprotein cholesterol, LDL —
low density lipoprotein cholesterol, NS -nesignifikantni vysledek, TG - triglyceridy
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Data FH Kontroly P
Jedinci 20 18

Pohlavi (chlapci/divky) 9/11 5/13

VEK (roky) 14,66 (1,84) 15,45 (2,33) NS
BMI(kg/m2) 20,13 (3,41) 21,22 (3,77) NS
Arterialni krevni tlak (mmHg) 109(8)/62 (5) 114(11)/63(8) NS
Celkovy cholesterol (mmol/) 6,23 (1,58) 4,24 (0,85) p <0.05
LDL cholesterol (mmol/) 4,28 (1,46) 2,21 (0,55) p <0.05
HDL cholesterol (mmol/) 1,52 (0,31) 1,62 (0,27) NS
TG (mmol/) 1,13 (0,53) 1,24 (0,58) NS

Tab. 4 Familiarni hypercholesterolémie

Cisla vyjadiuji praim&mé hodnoty se smérodatnymi odchylkami.

BMI - body mass index, FH — familiarni hypercholesterolémie, HDL — high density lipoprotein

cholesterol, LDL — low density lipoprotein cholesterol, NS -nesignifikantni vysledek, TG —

triglyceridy

Data ALL Kontroly p
Jedinci 22 18

Pohlavi (chlapci/divky) 15/7 5/13

VEK (roky) 15,59 (2,84) 15,45 (2,33) NS
BMI (kg/m2) 22,73 (5,17) 21,22 (3,77) NS
Arterialni krevni tlak (mmHg) 114(14)/65 (11) 114(11)/63(8) NS
Celkovy cholesterol (mmol/l) 4,13 (0,80) 4,24 (0,85) NS
LDL cholesterol (mmol/1) 2,32(0,69) 2,21 (0,55) NS
HDL cholesterol (mmol/1) 1,32 (0,30) 1,62 (0,27) NS
TG (mmol/) 1,04 (0,69) 1,24 (0,58) NS

Tab. 5 Akutni lymfoblasticka leukémie

Cisla vyjadfuji primérné hodnoty se smérodatnymi odchylkami.

ALL — akutni lymfoblasticka leukémie, BMI - body mass index, HDL — high density lipoprotein

cholesterol, LDL — low density lipoprotein cholesterol, NS -nesignifikantni vysledek, TG —

triglyceridy
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6.2. Hodnoceni funkce endotelu — vysledky k primarnim ciliim dizerta¢ni prace

Primarni cile:

e Stanoveni hodnot RHI u souboru zdravych jedincti

e Stanoveni a porovnani RHI u vybranych rizikovych skupin déti s diabetem

mellitem 1. typu (DMI1), Crohnovou chorobou (CD), cystickou fibrozou (CF),

familiarni hypercholesterolémii (FH) a u déti po ukoncené uspésné 1écbé akutni

lymfoblastické leukémie (ALL) s kontrolnim souborem déti odpovidajicich vékove

jednotlivym skupindm

e Stanoveni a porovnani biochemickych ukazatelli endotelialni dysfunkce ve vSech

studovanych souborech

V nasledujicich tabulkdch budou uvedeny vysledky namétenych hodnot RHI a

biochemickych parametrii v jednotlivych skupinach.

Diabetes mellitus

Data DM1 Kontroly p

RHI 1,48 (1,29; 1,57) 1,81 (1,55;2,47) 0,026 p <0,05
ADMA (umol/l) 0,71 (0,63; 0,74) 0,58 (0,49; 0,61) 0,009 p <0,01
hsCRP (mg/l) 0,60 (0,37; 4,18) 0,19 (0,18; 0,45) 0,009 p <0,01
sVCAM(ug/) 1057,05 (959,00; 1356,55) | 918,40 (793,08; 1017,90) | 0,048 p <0,05
E-selectin (ug/l) 70,70 (49,99; 103,97) 62,50 (31,66; 70,99) 0,236 NS

Tab. 6 Cisla vyjadfuji median hodnot a interkvartilové rozpéti (1. kvartil; 3. kvartil).
ADMA - asymetricky dimethylarginin, DM1 — diabetes mellitus 1. typu, hsCRP - vysoce senzitivni
C reaktivni protein, NS — nesignifikantni vysledek, RHI - reaktivni hyperemicky index, sVCAM -

vazoadhezivni molekuly
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Reaktivni hyperemicky index (RHI)
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Graf 1 Krabicovy graf vyjadfuje interkvartilové rozmezi.

Horizontalni linie oznacuje median hodnot, isecky maximani a minimalni ziskanou hodnotu.
DMI - diabetes mellitus 1.typu, RHI - reaktivni hyperemicky index
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Graf 2 Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi.

Horizontalni linie oznacuje median hodnot, use¢ky maximani a minimalni ziskanou hodnotu.
ADMA - asymetricky dimethylarginin, DM1 — diabetes mellitus 1. typu, hsCRP - vysoce senzitivni
C reaktivni protein, RHI - reaktivni hyperemicky index, sVCAM - vazoadhezivni molekuly
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Hodnota RHI v souboru pacienti s DM1 byla signifikantné¢ niz§i v porovnani

s kontrolnim souborem. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6 a grafu 1.

ADMA, sVCAM i hsCRP byly ve skupiné pacientd s DM1 signifikantné zvysené.
V plazmatickych hladinach E-selectinu jsme pozorovali vyssi hodnoty u pacienti s DM1
oproti kontrolnimu souboru, tyto hodnoty vSak nedosahly statistick¢é vyznamnosti.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 6 a grafu 2.

Urdceni statisticky nejsilnéjSich cut-off:
RHI — rizikové hodnoty - niz8i nebo rovno 1,63 (specificita 72,22%, senzitivita 84,62%)

ADMA - rizikové hodnoty - vy$si nebo rovno 0,62 umol/l (specificita 76,92%, senzitivita
81,82%)

CRP - rizikové hodnoty — vyssi nebo rovno 0,40 mg/l (specificita 69,23%, senzitivita
72,73%)

sVCAM - rizikové hodnoty — vyssi nebo rovno 944 ug/l (specificita 61,54%, senzitivita
81,82%)

E-selectin — nenalezeno, rizikové jsou vysoké hodnoty
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ROC CURVES
KONTROLY vs. DM1
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Graf 3 Graf (ROC kiivka) popisuje vztah senzitivity a specificity pti riznych hodnotach cut-off
RHI ve skuping¢ déti s DM 1. DM1 — diabetes mellitus 1. typu, RHI - reaktivni hyperemicky index
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Graf 4 Graf (ROC kiivky) popisuje vztah senzitivity a specificity pfi riznych hodnotach cut-off
biochemickych parametrti ve skupiné déti s DM1.

ADMA - asymetricky dimethylarginin, DM1 — diabetes mellitus 1. typu, hsCRP - vysoce senzitivni
C reaktivni protein, sVCAM - vazoadhezivni molekuly
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Crohnova choroba

Data CD Kontroly p

RHI 1,36 (1,19; 1,85) 1,81 (1,55; 2,47) 0,011 p <0,05
ADMA (umol/l) 0,74 (0,67; 0,82) 0,58 (0,49; 0,61) 0,001 p <0,01
hsCRP (mg/l) 1,34 (0,62; 5,13) 0,19 (0,18; 0,45) 0,001 p <0,01
sVCAM(ug/) 1009,35 (948,45; 1205,00) | 918,40 (793,08; 1017,90) 0,082 NS
E-selectin (ug/l) 86,41 (55,80; 118,99) 62,50 (31,66; 70,99) 0,035 p <0,05

Tab. 7 Cisla vyjadiuji median hodnot a interkvartilové rozpéti (1. kvartil; 3. kvartil).

ADMA - asymetricky dimethylarginin, CD — Crohnova choroba, hsCRP - vysoce senzitivni C
reaktivni protein, NS — nesignifikantni vysledek, RHI - reaktivni hyperemicky index, sVCAM -

vazoadhezivni molekuly

Reaktivni hyperemicky index (RHI)
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Graf 5 Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi.

Horizontalni linie oznac¢uje median hodnot, usecky maximani a minimalni ziskanou hodnotu.

CD - Crohnova choroba, RHI - reaktivni hyperemicky index

2.CD
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Graf 6 Krabicovy graf vyjadfuje interkvartilové rozmezi.

Horizontalni linie oznacuje median hodnot, isecky maximani a minimalni ziskanou hodnotu.
ADMA - asymetricky dimethylarginin, CD — Crohnova choroba, hsCRP - vysoce senzitivni C
reaktivni protein, RHI - reaktivni hyperemicky index, sVCAM - vazoadhezivni molekuly

Hodnota RHI v souboru pacienti s CD byla signifikantné¢ niz§i v porovnani s

kontrolnim souborem. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7 a grafu 5.

ADMA u déti s CD byl signifikantné vySs$i v porovnani se zdravymi kontrolami.
Stejné tak hodnota E-selectinu u déti s CD i plazmaticka hladina hsCRP byla signifikantné
vy$$i v porovnani se zdravymi kontrolami. V plazmatickych hladindich sVCAM nebyl
signifikantni rozdil mezi pacienty s CD a zdravymi kontrolami. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 7 a grafu 6.

Urceni statisticky nejsilnéjsSich cut-off:
RHI - rizikové hodnoty — nizsi nebo rovno 1,38 (specificita 94,44%, senzitivita 61,11%)
ADMA - rizikové hodnoty — vys$$i nebo rovno 0,62 umol/I (specificita 76,92%, senzitivita

88,24%)
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CRP - rizikové hodnoty — vys$si nebo rovno 0,59 mg/l (specificita 84,62%, senzitivita
76,47%)

sVCAM - rizikové hodnoty — vyssi nebo rovno 948ug/l (specificita 61,54%, senzitivita
82,35%)

E-selectin — rizikové hodnoty — vyssi nebo rovno 77 ug/l (specificita 84,62%, senzitivita
58,82%)
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Graf 7 Graf (ROC kiivka) popisuje vztah senzitivity a specificity pii riznych hodnotach cut-off
RHI ve skupiné déti s CD.

CD - Crohnova choroba, RHI - reaktivni hyperemicky index
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ROC CURVES
KONTROLY vs. CD
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Graf 8 Graf (ROC kiivky) popisuje vztah senzitivity a specificity pfi riznych hodnotach cut-off
biochemickych parametrii ve skupiné déti s CD.

ADMA - asymetricky dimethylarginin, CD — Crohnova choroba, hsCRP - vysoce senzitivni C
reaktivni protein, sVCAM - vazoadhezivni molekuly
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Cysticka fibroza

Data CF Kontroly p

RHI 1,61 (1,27; 2,20) 1,81 (1,55; 2,47) 0,04 p <0,05
ADMA (umol/l) 0,47 (0,40; 0,54) 0,58 (0,49; 0,61) 0,09 NS
hsCRP (mg/l) 2,47 (0,58; 6,63) 0,19 (0,18; 0,45) 0,002 p <0,01
sVCAM(ug/) 1112,10 (994,78; 1286,02) | 918,40 (793,08; 1017,90) 0,008 p <0,01
E-selectin (ug/l) 102,93 (75,90; 133,21) 62,50 (31,66; 70,99) 0,003 p <0,01

Tab. 8 Cisla vyjadiuji median hodnot a interkvartilové rozpéti (1. kvartil; 3. kvartil).

ADMA - asymetricky dimethylarginin, CF — cysticka fibroza, hsCRP - vysoce senzitivni C
reaktivni protein, NS — nesignifikantni vysledek, RHI - reaktivni hyperemicky index, sVCAM -
vazoadhezivni molekuly

Reaktivni hyperemicky index (RHI)
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Graf 9 Krabicovy graf vyjadfuje interkvartilové rozmezi.
Horizontalni linie oznacuje median hodnot, iseCky maximani a minimalni ziskanou hodnotu.
CF — cysticka fibroza, RHI - reaktivni hyperemicky index
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Graf 10 Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi.

Horizontalni linie oznacuje median hodnot, isecky maximani a minimalni ziskanou hodnotu.
ADMA - asymetricky dimethylarginin, CF — cystickd fibroza, hsCRP - vysoce senzitivni C
reaktivni protein, RHI - reaktivni hyperemicky index, sVCAM - vazoadhezivni molekuly

Hodnota RHI v souboru pacientli s CF byla signifikantné niZ§i v porovnani s

kontrolnim souborem. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8 a grafu 9.

ADMA u déti s CF byla ptekvapivé oproti naSemu ocekavani nizsi ve srovnani se

zdravymi kontrolami, hodnoty nedoséhly statistické vyznamnosti.

V naSem souboru byla prokdzana signifikantn¢ vyS$i hodnota E-selectinu,
plazmatickd hladina hsCRP a sVCAM u pacientl s CF ve srovnani se zdravymi

kontrolami. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 8 a grafu 10.

Urceni statisticky nejsilnéjSich cut-off:
RHI — rizikové hodnoty — nizsi nebo rovno 1,39 (specificita 94,44%, senzitivita 40%)
ADMA - rizikové hodnoty jsou niZsi, cut-off nenalezeno

CRP - rizikové hodnoty — vys§i nebo rovno 0,58 mg/l (specificita 84,62%, senzitivita
86,67%)
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sVCAM - rizikové hodnoty — vyssi nebo rovno 1019ug/1 (specificita 76,92%, senzitivita
73,33%)

E-selectin — rizikové hodnoty — vyssi nebo rovno 75ug/l (specificita 84,62%, senzitivita
80%)
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Graf 11 Graf (ROC kiivka) popisuje vztah senzitivity a specificity pfi riznych hodnotach cut-off
RHI ve skupiné déti s CF.

CF — cysticka fibroza, RHI - reaktivni hyperemicky index
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ROC CURVES
KONTROLY vs. CF
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Graf 12 Graf (ROC ktivky) popisuje vztah senzitivity a specificity pii riznych hodnotach cut-off
biochemickych parametrii ve skupiné déti s CF.

CF — cysticka fibroza, hsCRP - vysoce senzitivni C reaktivni protein, sVCAM - vazoadhezivni
molekuly

40



Familiarni hypercholesterolémie

Data FH Kontroly p

RHI 1,60 (1,35; 2,04) 1,81 (1,55; 2,47) 0,08 NS
ADMA (umol/l) 0,54 (0,38; 0,67) 0,58 (0,49; 0,61) 0,99 NS
hsCRP (mg/l) 0,39 (0,22; 0,56) 0,19 (0,18; 0,45) 0,26 NS
sVCAM(ug/) 958,55 (914,99; 1111,81) |918,40 (793,08;1017,90) | 0,16 NS
E-selectin (ug/l) 71,40 (66,31; 119,73) 62,50 (31,66; 70,99) 0,02 (p <0,05)

Tab. 9 Cisla vyjadfuji median hodnot a interkvartilové rozpéti (1. kvartil; 3. kvartil).
ADMA - asymetricky dimethylarginin, hsCRP - vysoce senzitivni C reaktivni protein, FH —

familiarni hypercholesterolémie, NS — nesignifikantni vysledek, RHI - reaktivni hyperemicky
index, sVCAM - vazoadhezivni molekuly

Reaktivni hyperemicky index (RHI)
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Graf 13 Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi.
Horizontalni linie oznacuje median hodnot, iseCky maximani a minimalni ziskanou hodnotu.
FH — familiarni hypercholesterolémie, RHI - reaktivni hyperemicky index
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Graf 14 Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi.

Horizontalni linie oznacuje median hodnot, isecky maximani a minimalni ziskanou hodnotu.
ADMA - asymetricky dimethylarginin, FH — familiarni hypercholesterolémie, hsCRP - vysoce
senzitivni C reaktivni protein, RHI - reaktivni hyperemicky index, sVCAM - vazoadhezivni
molekuly

Hodnota RHI v souboru pacienti s FH byla niz§i v porovnani s kontrolnim
souborem, hrani¢né vSak nedosdhla statistické vyznamnosti. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 9 a grafu 13.

U déti s FH nebyl signifikantni rozdil v hodnot¢ ADMA ve srovnani se souborem
zdravych déti. Hodnota E-selectinua plazmaticka hladina hsCRP u déti s FH byla zvySena,
také vSak nedosahla statistické vyznamnosti. V plazmatickych hladinach sVCAM jsme
zjistili signifikantni rozdil mezi pacienty s FH a zdravymi kontrolami. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 9 a grafu 14.

Urceni statisticky nejsilnéjsSich cut-off:
RHI — nenalezeno, rizikové jsou nizké hodnoty

ADMA — nenalezeno, rizikové jsou vysoké hodnoty
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CRP - rizikové hodnoty - vyssi nebo rovno 0,31mg/1 (specificita 69,3 %, senzitivita 70%)
sVCAM — nenalezeno, rizikové jsou vysoké hodnoty

E-selectin — rizikové hodnoty - vyss§i nebo rovno 41 ug/l (specificita 46,15%, senzitivita
95%)

ROC CURVES
KONTROLY vs. FH
100 F - i i

80 r

70 |
60 l_

50 t

senzitivita (%)

40

30

20}

10 |

100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
specificita (%) — RHI

Graf 15 Graf (ROC kiivka) popisuje vztah senzitivity a specificity pfi riznych hodnotach cut-off
RHI ve skupiné déti s FH.

FH — familiarni hypercholesterolémie, RHI - reaktivni hyperemicky index
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ROC CURVES
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Graf 16 Graf (ROC kiivky) popisuje vztah senzitivity a specificity pii riznych hodnotach cut-off
biochemickych parametrii ve skupiné déti s FH.

ADMA - asymetricky dimethylarginin, FH — familiarni hypercholesterolémie, hsCRP - vysoce
senzitivni C reaktivni protein, sVCAM - vazoadhezivni molekuly
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Akutni lymfoblasticka leukémie

Data ALL Kontroly p

RHI 1,49 (1,29; 2,00) 1,81 (1,55; 2,47) 0,036 p <0,05
ADMA (umol/l) 0,57 (0,53; 0,66) 0,58 (0,49; 0,61) 0,237 NS
hsCRP (mg/l) 1,23 (0,71; 2,92) 0,19 (0,18; 0,45) 0,0002 p <0,01
sVCAM(ug/) 941,70 (818,65; 1074,00) | 918,40 (793,08; 1017,90) 0,483 NS
E-selectin (ug/l) 76,03 (58,32; 108,98) 62,50 (31,66; 70,99) 0,0515 NS

Tab. 10 Cisla vyjadiuji median hodnot a interkvartilové rozpéti (1. kvartil; 3. kvartil).

ADMA - asymetricky dimethylarginin, ALL — akutni lymfoblasticka leukémie, hsCRP - vysoce

senzitivni C reaktivni protein, NS — nesignifikantni vysledek, RHI - reaktivni hyperemicky index,
sVCAM - vazoadhezivni molekuly

Reaktivni hyperemicky index (RHI)
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Graf 17 Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi.

Horizontalni linie oznacuje median hodnot, isecky maximani a minimalni ziskanou hodnotu.

ALL — akutni lymfoblasticka leukémie, RHI - reaktivni hyperemicky index
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Graf 18 Krabicovy graf vyjadiuje interkvartilové rozmezi.
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Horizontalni linie oznacuje median hodnot, isecky maximani a minimalni ziskanou hodnotu.
ALL — akutni lymfoblastickd leukémie, ADMA - asymetricky dimethylarginin, hsCRP - vysoce
senzitivni C reaktivni protein, RHI - reaktivni hyperemicky index, sVCAM - vazoadhezivni

molekuly

Hodnoty RHI v souboru pacientii s ALL byly signifikantné nizSi v porovnani

s kontrolnim souborem. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 10 a grafu 17.

V plazmatickych hladinach ADMA nebyl signifikantni rozdil mezi pacienty s ALL

a zdravymi kontrolami. Hodnoty sVCAM u déti s ALL byly vys$$i v porovnani se zdravymi

kontrolami, nedosdhly vSak statistické vyznamnosti. Plazmatick4d hladina hsCRP u déti

s ALL byla signifikantné vyssi v porovnani se zdravymi kontrolami. Hodnoty E-selectinu

byly vyssi ve skupiné déti s ALL, statisticky hraniéné nevyznamné. Vysledky jsou

uvedeny v tabulce 10 a grafu 18.
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Urceni statisticky nejsilnéjSich cut-off:
RHI — rizikové hodnoty — niz§i nebo rovno 1,44 (specificita 88,89%, senzitivita 45,45%)
ADMA — nenalezeno, rizikové jsou vysoké hodnoty

CRP — rizikové hodnoty — vyS§i nebo rovno 0,53 mg/l (specificita 84,62%, senzitivita
90,48%)

sVCAM — nenalezeno, rizikové jsou vysoké hodnoty

E-selectin — nenalezeno, rizikové jsou vysoké hodnoty
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Graf 19 Graf (ROC ktivka)popisuje vztah senzitivity a specificity pfi riiznych hodnotach cut-off
RHI ve skupiné déti s ALL.

ALL — akutni lymfoblasticka leukémie, RHI - reaktivni hyperemicky index
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ROC CURVES
KONTROLY vs. ALL
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Graf 20 Graf (ROC kiivky) popisuje vztah senzitivity a specificity pii riznych hodnotach cut-off
biochemickych parametrii ve skupiné déti s ALL.

ADMA - asymetricky dimethylarginin, ALL — akutni lymfoblasticka leukémie, hsCRP - vysoce
senzitivni C reaktivni protein, sVCAM - vazoadhezivni molekuly
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6.3. Vysledky k sekundarnim ciliim dizerta¢ni prace

Sekundarni cile:

e Korelace hodnot RHI sbiochemickymi markery endotelidlni dysfunkce
v jednotlivych souborech pacient

e Ovéfeni, zda kombinace méteni RHI a specifickych biochemickych parametrii
muze byt vhodnou metodou pro detekci endotelialni dysfunkce u rizikovych skupin

déti

Korela¢ni analyza, kombinace méreni RHI a hodnoceni biochemickych parametra

1) Diabetes mellitus 1. typu

Ve skupiné pacienti s DM1 byl nalezen signifikantni inverzni vztah mezi RHI a

ADMA (p <0,05). Ostatni korelace nebyly statisticky vyznamné.

Pomoci multivariacni logistické regrese byly hodnoceny nejlepsi kombinace. Nejlepsi
kombinace 2 faktorii je RHI a sVCAM (kombinace RHI a ADMA neni lepsi, protoze jsou
siln€ korelované). Pomoci OR kombinaci byla stanovena pro cut-off RHI 1,7 (rizikové jsou
hodnoty niZ8i nebo rovny této hodnot€) a pro cut-off sVCAM 1400 ug/l (rizikové jsou
hodnoty vyssi nebo rovny této hodnoté) specificita 84,6% a senzitivita 90,9%, coz je vyssi

neZ pii samotném métfeni RHI
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2) Crohnova choroba

Ve skupiné déti s CD nebyly nalezeny zadné asociace mezi biochemickymi parametry a

RHI.

V kombinaci RHI a ADMA pfi cut-off RHI 1,7 (rizikové jsou hodnoty niz$i nebo rovny
této hodnoté) a ADMA 0,65umol/l (rizikové jsou hodnoty vyssi nebo rovny této hodnot¢)

dosahuje specificita 84,6% a senzitivita 94,1%.

3) Cysticka fibroza

Ve skupiné pacienti s CF byl nalezen signifikantni inverzni vztah mezi RHI a E-

selectinem (p < 0,01). Ostatni korelace nebyly statisticky vyznamné.

V kombinaci je nejlepsi RHI a hsCRP. Pii cut-off RHI 1,3 (rizikové jsou hodnoty niZzsi
nebo rovny této hodnote) a hsCRP 0,75 mg/l (rizikové jsou hodnoty vyssi nebo rovny této

hodnot¢) je specificita 84,6% a senzitivita 80%.

4) Familiarni hypercholesterolémie

Ve skuping€ déti s FH nebyly nalezeny Zadné asociace mezi biochemickymi parametry a

RHIL

V kombinaci RHI a E-selectinu pii cut-off RHI 1,7 (rizikové jsou hodnoty nizSi nebo
rovny této hodnot€) a E-selectinu 105 ug/l (rizikové jsou hodnoty vys$si nebo rovny této

hodnot¢) dosahuje specificita 84,6% a senzitivita 75%.
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5) Akutni lymfoblasticka leukémie

Ve skupin¢ pacientti s ALL byl nalezen signifikantni inverzni vztah mezi RHI a ADMA (p

< 0,05). Ostatni korelace nebyly statisticky vyznamné.

V kombinaci je nejlepsi RHI a hsCRP. Pti cut-off RHI 0,5 (rizikové jsou hodnoty nizsi
nebo rovny této hodnoté) a hsCRP 0,5 mg/1 (rizikové jsou hodnoty vyssi nebo rovny této

hodnoté€) je specificita 84,6% a senzitivita 95,2%.

6) Kontrolni skupina

Ve skupiné kontrol nebyly nalezeny zadné asociace mezi proménnymi (biochemické

parametry) a RHL
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7. Diskuze

V nasi studii jsme hodnotili endotelidlni funkci v jednotlivych skupindch déti pomoci
kombinace méteni RHI a specifickych biochemickych parametrii. Signifikantné snizené
hodnoty RHI a zaroven zvysSené plazmatické koncentrace biochemickych markert
poukazuji na mozny vyskyt ED ve skupinach déti s diabetem mellitem 1. typu, Crohnovou
chorobou, cystickou fibrozou a déti po 1é¢be akutni lymfoblastické¢ leukémie. Nizsi
hodnoty RHI a zaroven zvySené hodnoty biochemickych markeri jsme zaznamenali 1 ve
skupiné déti s familiarni hypercholesterolémii, v této skupiné vSak nedosahly statistické
vyznamnosti. Nami pouzity model je prvnim vyzkumnym projektem, ktery piinési
informace tykajici se endotelialni funkce u vybranych skupin détskych pacientd pomoci

kombinovaného méfeni RHI a specifickych biochemickych markerd.

Nélez signifikantné niz§tho RHI u nadmi vybranych skupin déti je analogicky
s vysledky dfive publikovanych studii, které hodnotily ED u détskych i dosp€lych pacientl
za pouziti ultrasonografickych metod s vysokym rozliSenim (54) (20) (73) (12). Mezi tyto
metody patii FMD (Flow Mediated Dilatation) a IMT (Intima Media Thickness).
Reprodukovatelnost FMD u déti je pfedmétem diskuze vzhledem k technické naro¢nosti.
Tato metoda nemiiZe navic eliminovat exogenné podminéné neurovegetativni zmény v
pribéhu méfeni. Pouziti IMT u déti je téZ problematické, nebot’ je nepravdépodobné, ze by
morfologické zmény tloustky intimy a medie arteridlni st€ény detekovatelné ultrazvukem
pfedchéazely funkénim zménam na bunééné urovni. IMT se navic méni s v€kem a je tedy
obtizné stanovit pfesnou hranici normalnich hodnot v détské populaci (12) (74). Tato fakta
koresponduji napiiklad s rozporuplnymi vysledky, které se tykaji IMT wu déti
s idiopatickym stfevnim zanétem (28) (75) a dfive publikovanymi studiemi u mladych
dospélych (76) (77). Naproti tomu neinvazivni pletyzmografickd metoda méteni RHI
vykazuje z technického hlediska fadu nespornych vyhod. Jeji provadéni je jednodussi,
automatizovand analyza eliminuje pfipadnou subjektivni chybu vySetfujiciho. Simultanni
komparace s kontralateralni neokludovanou koncetinou redukuje pfipadné cévni zmény
v diisledku nahodného vnéjsiho vlivu béhem vysetieni. Uzky vztah mezi RHI a ED byl

potvrzen pomoci invazivnich metod (78).

Primarnim cilem nasi studie bylo stanoveni hodnoty RHI a biochemickych parametri u

vybranych rizikovych skupin déti (DM 1. typu, Crohnova choroba, cysticka fibroza,
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familiarni hypercholesterolémie a déti po ukoncené 16cbé akutni lymfoblastické leukémie).
Dale jsme stanovili hodnoty RHI a biochemickych parametrt ve skupiné zdravych kontrol.

Poté jsme porovnavali pacienty z jednotlivych skupin s kontrolnim souborem.

Ve skupiné¢ zdravych kontrol byl medidan hodnoty RHI stanoven na 1,81 a
interkvartilové rozpéti 1,55 az 2,47, coz odpovida diive publikovanym studiim. (19) (79)
Stejné tak v biochemickych parametrech nebyl vyznamnégjsi rozdil mezi nami zjisténymi

vysledky a vysledky publikovanymi v ptedchozich studiich. (25)

Z naSich vysledkli jsou patrné signifikantné snizené hodnoty RHI a elevace
biochemickych parametri (ADMA, sVCAM) u pacientli s DM1 oproti souboru zdravych
kontrol. Stejné¢ tak byla patrnd proinflamacni aktivita se signifikantn€ vyS$si hladinou
hsCRP v této skupiné déti. Uvedené nalezy poukazuji na mozny vyskyt ED u déti s DM1,
coz je v souladu s dfive publikovanymi studiemi Hallera a Mahmuda (20) (73). Stejné tak
Hurks et al. hodnotil ve své studii endotelialni funkci u déti a mladych dospélych s DM1
pomoci FMD a nalezl signifikantné€ snizené hodnoty FMD u pacienti s DM1, ktefi neméli
zadné klinické potize a diabetes u nich byl dobte 1écen (80). Snizené hodnoty RHI, a tedy
moznd endotelidlni dysfunkce, byly ve skupiné déti s DM1 jiz nalezeny i v pfedchozi studii
probihajici na Détské klinice FN Plzen (18). Vzhledem k celosvétové nartstajicimu poctu
déti stimto chronickym autoimunitnim onemocnénim je zcela jist¢ nezbytné dalsi
sledovani téchto pacientli. Cazeau et al. se ve své recentni studii zabyvali efektem vitaminu
C a E na funkci endotelu. Oxidacni stres, ktery je indukovan hyperglykémii, hraje hlavni
roli u chronickych komplikaci pfti DMI1. Tato studie pfedpokladala zlepSeni po podani

antioxidantli. Vyznamng;jsi efekt na endotelidlni funkci v§ak prokézan nebyl (81).

Ve skupiné pacienti s Crohnovou chorobou jsme nalezli signifikantné snizené RHI
oproti skupin¢ zdravych kontrol. Nalez signifikantné niz§iho RHI u déti s CD je analogicky
s vysledky dfive publikovanych studii, které hodnotily ED u dospélych pacienti
s nespecifickym stfevnim zanétem za pouziti ultrasonografickych metod s vysokym
rozliSenim. V soucasné dobé je k dispozici pouze né€kolik malo studii zabyvajicich se
prevalenci subklinické aterosklerézy u déti s CD (82) (12) (19) (28). Nicméné zadna
z dosavadnich studii dosud nehodnotila endotelidlni funkci kombinaci pletyzmografického
a biochemického vysetieni. Vysledky studie ukazuji signifikantné zvysené hladiny ADMA
u pacientli s CD ve srovnani se zdravymi kontrolami. Tyto nalezy odrazi skutecnost, Ze
zvySené hladiny ADMA, coby kompetitivniho inhibitoru syntdzy oxidu dusnatého, vedou
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k poklesu postokluzni vazodilatace. Vysledky jsou v souladu s vysledky publikovanymi u
dospélych jedinct (83). V nasi studii jsme také pozorovali signifikantné zvySené hladiny
hsCRP u pacientti s CD v souladu s jiz dfive publikovanymi pediatrickymi udaji (28). E-
selectin je odpovédny za adhezi leukocyti v endotelidlnich buiikach zaloZzenou na
imunologicko- zanétlivych interakcich. Zvysena hladina E-selectinu byla nalezena u déti
s ISZ (84), srovnatelné byly hodnoty i v nasi skupiné pacienti s CD. Dal$im zajimavym
nalezem nasi studie byly nizs§i hodnoty celkového a LDL cholesterolu u déti s CD oproti
kontrolnimu souboru, u vSech déti vSak stale v ramci referencnich hodnot. Tyto zmény
jsou ziejmé dany poruchou lipidového metabolismu zptisobenou peroxida¢nim stresem na

podkladé CD (85) vyzadujici vSak ovéteni dalSimi studiemi u déti.

Dalsi zkoumanou skupinou byli pacienti s cystickou fibrézou. V této skupin¢ byla také
prokézana signifikantn€¢ snizena hodnota RHI oproti kontrolnimu souboru a statisticky
vyznamné zvySené hodnoty biochemickych markeri (hsCRP, sVCAM, E-selectin).
Piekvapivym nalezem byly sniZend hodnoty ADMA u pacientl s cystickou fibrézou oproti
kontrolnimu souboru. Tento rozdil nebyl statisticky vyznamny, avSak nesplnil nase
ocekavani u této skupiny. Jsme si védomi, ze nas soubor neni dostatecn¢ velky, proto tento
fakt bude nutné ovétit v dalSich rozsédhlejSich studiich. Na endotelidlni dysfunkci u
pacienti s CF vSak poukazuji 1 dalsi recentni studie. Rodriguez-Miguelez ve své studii
hodnoti endotelialni funkci v mikrovaskuldrnim fe€isti pomoci dopplerovského méfeni
(postokluzivni reaktivni hyperémie), lokalni tepelné hyperémie a iontoforézy
s acetylcholinem. Ve své studii poukazuje na mikrovaskularni dysfunkci u pacienti s CF a
zaroven na Uzky vztah mezi mikrovaskularni endotelidlni funkci a bézné uZivanymi
,markery“ hodnoceni stavu onemocnéni (pulmondlni funkce apod.) (86). Podobnych
vysledkti dosahli i Poor et al., ktefi hodnotili endotelidlni funkci u déti s CF pomoci

metody FMD (87).

Ve skupiné déti s familiarni hypercholesterolémii jsme, dle naSeho ptedpokladu,
zaznamenali niZ§i hodnoty RHI oproti kontrolnimu souboru, hrani¢éné vSak nedoséhly
statistické vyznamnosti. Z biochemickych parametri jsme v této skupiné pozorovali
signifikantné zvysené hodnoty E-selectinu. Hodnoty hsCRP a VCAM byly také zvySené,
nedosahly vSak statistické vyznamnosti. Je mozné pfijmout namitku, ze vSechny sledované
déti s FH byly jiz patficné léCeny, a tudiz rozdily v jejich vazoreaktivité¢ nemusely byt

klinicky patrné. Jsme si této skutecnosti védomi, a proto madme v planu dalsi kontrolni
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méfeni u déti s familiarni hypercholesterolémii pfed zahajenim terapie tohoto onemocnéni
a dal$i monitorovani endotelidlni funkce v prubchu terapie. Ve studii de Jongha byly déti
s FH méfeny pomoci metody FMD a byl zde pozorovan signifikantni rozdil mezi skupinou
déti s FH a skupinou zdravych kontrol. Dale zde bylo hodnoceno vyrazné zlepSeni

endotelidlni funkce po 28 tydnech terapie statiny (88).

Ve skupiné détskych pacientli po 1écbé akutni lymfoblastické leukémie jsme nalezli
signifikantn€ nizs$i hodnoty RHI ve srovnani se skupinou zdravych kontrol. Zaroven jsme
pozorovali i signifikantné vyssi hodnotu hsCRP a tendenci k vy$$im hodnotdm ostatnich
biochemickych markerti endotelialni dysfunkce (E-selectin, sVCAM) u pacientii s ALL.
Signifikantné zvySena hladina hsCRP u déti po 1é€bé ALL je v souladu s prokdzanym
vztahem hsCRP k aterogennim procestim. Tato zvySend hodnota je prediktivnim faktorem
morbidity a mortality na kardiovaskularni onemocnéni bez ohledu na konvencni rizikové
faktory (27). ADMA jako kompetitivni inhibitor NO-syntazy je spojen se zvySenym
oxidacnim stresem a postokluzivni vazodilataci. Asociace vyznamné zvySenych hladin
ADMA a ED byla potvrzena v naSich pfedchozich studiich (25) (23). Tento vztah je
podporovan experimentalnimi studiemi potvrzujicimi uzky vztah mezi biochemickymi a
funkénimi endotelidlnimi zménami (22). V nasi studii jsme vSak piekvapivé pozorovali
pouze nepatrné zvysSené plazmatické hladiny ADMA u ALL pacientll ve srovndni se
zdravymi kontrolami. Zavery nasi studie poukazuji na mozné zvysSené riziko endotelialni
dysfunkce a kardiovaskularnich onemocnéni u pacientli po 1é€bé akutni lymfoblastické
leukémie. Na tuto skutecnost poukazuje i studie Giordana, ve které je hodnocena funkce
endotelu u détskych pacientdi s ALL pomoci metody FMD (54). Stejné tak ve studii
Sadurske et al. byla pomoci IMT u pacientii po 1écbé onkologického onemocnéni pomoci
chemoterapie v détském veéku prokdzana endotelidlni dysfunkce (89). Dalsi dvé studie se
také zabyvaly endotelidlni dysfunkci u déti po 1écbé ALL se stejnym vysledkem (48) (49).
Podobné vysledky popisuji i studie u dospélych jedinct, kteti se pro ALL 1é¢ili v détstvi
(90) (91) (92) (93). V dospélych studiich vSak Casto hraji roli i pfidruzend onemocnéni
typu metabolického syndromu, obezity, inzulinové rezistence a diabetu, zvySujici
kardiovaskularni riziko (94). Této skutec¢nosti jsme si védomi, proto do nasi studie byly
zatfazeny déti po lécbé ALL s normalnim lipidovym profilem a bez anamnézy
metabolického syndromu. Z tohoto divodu se zdé jako pravdépodobna pticina poskozeni

endotelu chemoterapie, kterd je pouzivana pro 1écbu ALL. VétSina soucasnych studii se
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zaméfuje na kardiotoxicitu antracyklini a zabyvd se prevenci kardiovaskuldrnich
onemocnéni v dospélém veéku. Zkoumana kardioprotektiva jako Dexrazoxan, carvediol ¢i
ruzné vyzivové doplnky (L-carnitine, koenzym Q apod.) zatim davaji rozporuplné
vysledky v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni (49) (95). Dosud nejsou dostupna
zadna data tykajici se ucinku té€chto preparatii u pacient po ukoncené uspeésné 1écbe ALL.
Dle dostupnych informaci se zatim pouze jedna studie (Jarvela et al.) zabyvala dobrym
efektem domaciho cviceni a fyzické aktivity na endotelidlni funkci u pacientii 1é¢enych pro
ALL (49). Proto jsou, dle naseho nazoru, nezbytné dalsi studie tykajici se endotelidlni

dysfunkce u téchto pacient.

V piipad¢ hodnoceni vysledki nasi analyzy musime také brat do ivahy urcité limitace,
se kterymi jsme se v ramci studie setkali. Jednou z moznych limitaci této studie mize byt
absence limit cut-off hodnot RHI a biochemickych markerd u déti. Nami zjisténa
primérna hodnota RHI 2,05 u kontrolniho souboru zdravych déti oproti literdrn€ udavané
hodnoté RHI 1,67 u dospé€lé populace naznacuje pravdépodobnou zavislost RHI na veku
(19). Z tohoto divodu jsme do nasi studie zaradili kontrolni soubor déti, ktery vékové
odpovidal vSem skupinam pacientld (nebyl signifikantni rozdil ve véku v zadné z ndmi
zkoumanych skupin ve srovnani se zdravymi kontrolami). Déale jsme si védomi nizkého
poctu déti nasi kontrolni skupiny. To je ¢aste¢n¢ odrazem etickych diivodi a praktickych
potizi pfi zafazovani zdravych déti do studie, ktera vyzaduje odbéry vzorkil krve (24).
Nicméné¢ RHI skore v nasi kontrolni skupin€ souhlasi s dfive publikovanymi daty
z rozséhlych studii u zdravych déti (60), coz vyznamné zvysuje silu vysledkli v nasi studii.
S ohledem na biochemické parametry povazujeme velikost vybraného kontrolniho souboru
za dostate¢nou k ziskani objektivnich zavéra ptredevSim proto, ze vSechny zkoumané
biochemické markery jsou spojeny s relativn€ nizkou variabilitou. Je nutné brat v Givahu
téz fakt, Ze v jedné z nedavnych studii byla prokdzana zvySena zakladni PAT amplituda u
obéznich lidi ve srovnéni se zdravymi kontrolami, a soucasné inverzni vztah mezi zakladni
amplitudou a reakci PAT na hyperémii (10). V malé studii Moerlanda et al. jsou popsany
rozporuplné vysledky tykajici se RHI skore a jeho schopnosti detekovat akutni zmény
vazodilatace nésledujici po kouteni (96). Téchto skute¢nosti jsme si védomi, do nasi studie
vSak obézni déti ani kufdci zafazeni nebyli. Dalsi limitaci studie byla velikost senzort,
které jsou unifikované a vyrobcem neni uddna minimalni a maximalni tlouStka prstu, na

ktery je mozno senzor pouzit. U malych détskych pacientd (piedev§im divek) nebylo
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1

mozné z divodu nedostate¢ného ,,nafouknuti“ vnitini plochy senzoru vySetieni provést,
nebot’ senzor nevytvarel dostatecné tlakové pole v distalnich dvou tietinach prstu a pfistroj
hlasil chybné vysledky ¢i nebylo mozno RHI zméfit. Na tuto skutecnost poukazuji ve své
studii 1 Kelly et al., ktefi porovnavali RHI u déti ve vékovém rozmezi 6-9 let, 10-14 let a
15-19 let, které poté srovnavali s FMD, a zjistili, ze mlad$i vék je asociovany se
signifikantné niz§imi hodnotami RHI, zatimco hodnoty FMD pro endotelidlni dysfunkci
nesvedci a nejsou nizké. (97) I z tohoto divodu jsme vybrali skupinu zdravych kontrol
odpovidajici véku nasim jednotlivym skupindm pacientti a vékovou hranici métenych déti
stanovili na 12 let. N&které studie také poukazuji na fakt, ze neni jednoznacné potvrzena
korelace mezi FMD a RHI ve vztahu k ED. (98) Toto kontroverzni zjisténi miize byt

¢aste¢né vysvétleno riznymi vlastnostmi velkych vodivych tepen a perifernim rezistentnim

reCiStém. Presné vysvétleni vSak ziistava predmétem dalSich studii.

Nasi studii jsme se snazili poukdzat na fakt, Ze n€ktera chronickd onemocnéni mohou
byt spojena s endotelidlni dysfunkci, a tedy vys$§im rizikem rozvoje piedcasné
aterosklerdzy, a je tedy nutné aktivni vyhledavani téchto skupin détskych pacient. Dle
naseho nazoru by kombinovand metoda meéfeni RHI a hodnoceni biochemickych

parametri mohla byt do budoucna vhodna pro hodnoceni endotelidlni dysfunkce.
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8. Zavéry

Z vysledki nasi studie vyplyva, ze n¢ktera chronickd autoimunitni, chronicka zanétliva
a metabolickd onemocnéni mohou byt spojena s vysSim rizikem rozvoje piedCasné
aterosklerdzy. Stejné tak pacienti po komplexni onkologické 1écbé mohou byt ohrozeni
rizikem endotelidlni dysfunkce a pfedCasnou manifestaci aterosklerdzy. Signifikantné
snizené¢ hodnoty RHI poukazuji na mozny vyskyt ED. Paralelné¢ se ED manifestuje i
v biochemické roviné. Vysledky potvrzuji dulezitost aktivniho vyhledavani rizikovych

détskych pacientt a ¢asného prikazu ED.

RHI vykazuje z technického hlediska fadu vyhod oproti ultrasonografickym metodam
uzivanym pro detekci ED. Pfistroj vytvaii uniformni tlakové pole v distalnich dvou
tietinach prstu, ¢imz eliminuje problémy s veno6zni dilataci a néslednou reflexni
venoarterialni konstrikci, kterd by zkreslila vysledné hodnoty. Simultanni komparace
s neokludovanou kontralateralni  koncetinou kompenzuje exogenné podminéné
neurovegetativni zmény v pritbéhu méfeni. Automatizovand analyza eliminuje ptipadné

ovlivnéni vysledku vySetiujicim.

Elevace biochemickych markert endotelidlni dysfunkce v kombinaci s metodou méfeni
RHI navic zvySuje specificitu i senzitivitu naméfenych vysledki a kombinace téchto metod

dava dobry ptedpoklad pro mozné budouci vyuziti v klinické praxi.
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9. Souhrn

Cilem dizerta¢ni prace bylo zhodnoceni endotelialni funkce pomoci kombinace méteni
RHI a specifickych biochemickych markerd u déti s moznym rizikem piedCasné
manifestace ateroskler6zy a u kontrolni skupiny zdravych déti. Do studie bylo zatazeno
celkem 124 déti (z toho 106 pacientd rozdélenych do péti skupin podle zakladni diagnozy
— diabetes mellitus 1. typu, Crohnova choroba, cysticka fibréza, familidrni
hypercholesterolémie a akutni lymfoblasticka leukémie a 18 zdravych déti kontrolni
skupiny). Béhem studie jsme méfili RHI pomoci nové pletysmografické metody a dale
hodnotili biochemické markery endotelidlni dysfunkce (ADMA, E-selectin, hsCRP a
VCAM) a lipidogram u jednotlivych skupin déti.

Primarnim cilem nasi studie bylo stanoveni hodnoty RHI a biochemickych parametrti u
zdravych jedinct a dale ve vybranych rizikovych skupinach déti (diabetes mellitus 1. typu,
Crohnova choroba, cystickd fibroza, familidrni hypercholesterolémie a déti po ukoncené
1é¢bé akutni lymfoblastické leukémie). Zaroven jsme porovnavali pacienty z jednotlivych
skupin s kontrolnim souborem. Nalezli jsme signifikantn¢ zvySené hodnoty RHI ve
skupinach déti s diabetem 1. typu, Crohnovou chorobou, cystickou fibrézou a u déti po
ukoncené uspéSné 1écbé akutni lymfoblastické leukémie. ZvySené hodnoty RHI jsme
pozorovali 1 ve skupiné déti s familiarni hypercholesterolémii. V oblasti biochemickych
parametril jsme také pozorovali tendenci k vy$§im hodnotam v jednotlivych rizikovych
skupinach. Tyto markery mohou byt asociovany s ED vramci preklinické faze
ateroskler6zy. Vzhledem k absenci cut-off hodnot pro RHI a biochemické parametry pro
détsky vek jsme se zaroven snazili v nasi studii stanovit pro kazdou skupinu optimalni cut-

off hodnotu RHI, ADMA, sVCAM, E-selectinu a hsCRP.

Sekundarnim cilem disertani prace pak byla korelace hodnot RHI s biochemickymi
markery endotelidlni dysfunkce v jednotlivych souborech pacienti a ovétfeni, zda
kombinace méteni RHI a specifickych biochemickych parametri mize byt vhodnou
metodou pro detekci endotelidlni dysfunkce u rizikovych skupin déti. Ve studii jsme
prokazali zvySeni specificity a senzitivity pouzitim kombinace metod meéfeni RHI a
jednotlivych biochemickych markera, a tedy presnéjsi vysledky pii uziti kombinované

metody neZ pii uZiti pouze jedné z metod.
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Béhem nasi studie jsme se setkali s nékolika limitacemi. Jednou z limitaci nasi studie
byla absence cut-off hodnot RHI a biochemickych markert pro détsky vék. Déle jsme si
védomi nizkého poctu déti nasi kontrolni skupiny. Nicméné RHI skore v nasi kontrolni
skupiné souhlasi s dfive publikovanymi daty zrozsahlych studii u zdravych déti, coz
vyznamné zvysuje silu vysledki v nasi studii. Dalsi limitaci studie byla velikost senzord,
které jsou unifikované a vyrobcem neni udana minimélni a maximalni tlouStka prstu, na
ktery je mozno senzor pouzit. S ohledem na dostupnd diive publikované data jsme skupinu
zdravych kontrol vybrali tak, aby vékové odpovidala jednotlivym skupindm pacientli, a

vékovou hranici méfenych déti jsme stanovili na 12 let.

Nase zavéry poukazuji na mozny vyskyt endotelidlni dysfunkce u déti s chronickym
autoimunitnim, zanétlivym a metabolickym onemocnénim. Dle naseho ndzoru je
z vysledkil patrnd i nutnost aktivniho vyhledavani rizikovych skupin déti a jejich dalSiho
sledovani. Méteni RHI vykazuje cetné technické vyhody pii hodnoceni ED oproti diive
uzivanym neinvazivnim metodam. Stejné tak laboratorni vySetfeni biochemickych markert
endotelidlni dysfunkce je mozno provést v ramci laboratorniho vySetfeni pfi pravidelné
kontrole ditéte a neni tedy nutny vyssi pocet invazivnich vykond. Jsme tedy néazoru, ze
kombinace meéteni RHI a specifickych biochemickych parametri by mohla byt do
budoucna vhodnou metodou pro detekci ED a stratifikaci individudlniho
kardiovaskularniho rizika v dlouhodobém sledovani téchto pacienti. Nicméné jsme si
védomi, ze se jednd o prvni studii tohoto charakteru v détském véku a k ovéfeni bude

nutné dlouhodobéjsi sledovani téchto skupin déti a dalsi rozsahlejsi studie.
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10. Summary

We aimed to evaluate the endothelial function by combining RHI measurements and
specific biochemical markers in the children with possible risk of premature manifestation
of atherosclerosis and in the control group of healthy children. In all, 124 children (of
which 106 patients divided into five groups according to diagnosis - type 1 diabetes
mellitus, Crohn's disease, cystic fibrosis, familial hypercholesterolemia and acute
lymphoblastic leukemia and 18 healthy controls) were enrolled in the study. During the
study, we measured RHI using a new plethysmographic method and further evaluated
biochemical markers of endothelial dysfunction (ADMA, E-selectin, hsCRP and VCAM)

and lipidogram in individual groups of children.

The primary objective of our study was the determination of RHI and biochemical
parameters in healthy subjects and in selected risk groups of children (type 1 diabetes
mellitus, Crohn's disease, cystic fibrosis, familial hypercholesterolemia and children after
successful treatment of acute lymphoblastic leukemia). At the same time, we compared
patients from individual groups with the control group. We found significantly elevated
RHI values in groups of children with type 1 diabetes, Crohn's disease, cystic fibrosis, and
children after successful treatment of acute lymphoblastic leukemia. Increased RHI values
were observed also in the familial hypercholesterolemia group. In terms of biochemical
parameters, we also observed a tendency towards higher values in individual risk groups.
These markers can be associated with ED in the preclinical phase of atherosclerosis. Due
to the absence of cut-off values for RHI and biochemical parameters for childhood, we
tried to determine optimal cut-off for each group of RHI, ADMA, sVCAM, E-selectin and
hsCRP for each group.

The secondary aim of the thesis was to find the correlation of RHI values with
biochemical endothelial dysfunction markers in individual patient groups and to verify
whether the combination of RHI measurements and specific biochemical parameters can
be a suitable method for the detection of endothelial dysfunction in risk groups of children.
In the study, we demonstrated an increase in specificity and sensitivity using a combination
of RHI measurement methods and individual biochemical markers, and thus more accurate

results when using the combined method than using only one of the methods.
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During our study, we encountered several limitations. One of the limitations was the
absence of cut-off values for RHI and biochemical markers for child patients. We are also
aware of the low number of children in our control group. However, the RHI score in our
control group agrees with previously published data from extensive studies in healthy
children, which significantly increases the strength of the results in our study. Another
limitation of the study was the size of the sensors that are unified and the minimum and
maximum thickness of the finger on which the sensor can be used is not given by the
manufacturer. Based on available data published previously, we chose a set of healthy
controls to match the patients’ ages, and we set the age limit of the measured children at 12

years.

Our findings point to the possible occurrence of endothelial dysfunction in children
with chronic autoimmune, inflammatory and metabolic diseases. In our opinion, the results
also show the need to actively look at and monitor the risk groups of children. RHI
measurement has numerous technical advantages in evaluating ED over the previously
used non-invasive methods. Similarly, laboratory examination of biochemical markers of
endothelial dysfunction can be performed during the laboratory examination within regular
medical check-ups of children and therefore no higher invasive procedures are required.
We believe that the combination of RHI measurements and specific biochemical
parameters could be a suitable method for ED detection and stratification of individual
cardiovascular risk in the long-term follow-up of these patients. However, this is the first
study of this type focused on children, and verification will require longer-term follow-up

of these groups of children and further extensive studies.
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12. Seznam zkratek

ADMA — asymetricky dimetylarginin
ALL — akutni lymfoblasticka leukémie
BMI - body mass index

CD — Crohnova choroba

CF — cysticka fibroza

DM1 — diabetes mellitus]1.typu

ED — endotelialni dysfunkce

FH — familiarni hypercholesterolémie
FMD - Flow Mediated Dilatation

HbA Ic — glykovany hemoglobin

HDL — lipoproteiny s vysokou denzitou
hsCRP — vysoce senzitivni CRP

IDL — lipoproteiny o stfedni hustoté
IMT — Intima Media Thickness

ISZ — idiopaticky stfevni zanét

LDL — low density lipoprotein

NO - oxid dusnaty

RHI — reaktivni hyperemicky index

SD — smérodatna odchylka

TCH — celkovy cholesterol

TG - triglyceridy

VCAM, sVCAM - vaskularni adhezivni molekuly
VLDL - lipoproteiny s velmi nizkou denzitou
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