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1 Seznam pouzitych zkratek

1,25(OH),D
25(OH)D
AAP

ALP

APC

BA

BMC

BMD

BPD

PTH

Ca

CaSR
C3-epi-25(OH)D

CYP27B1
CYP24A1
DBP
DXA

EIA
ELBW

ESPGHAN
FGF23
FGFR
GFR

GT

IQR

IL

1,25-dihydroxy vitamin D (kalcitriol)
25-hydroxy vitamin D (kalcidiol)
Americké akademie pro pediatrii
alkalickd fosfataza

bunky prezentujici antigen

plocha kosti (bone area, cm?)

obsah mineralu v kosti (bone mineral content, g)
kostni mineralni denzita (bone mineral density, g/cm?)
bronchopulmonalni dysplazie

parathormon

kalcium

,calcium-sensing* receptor

C3 epimer 25-hydroxyvitaminu D

1-0-hydroxylaza vitaminu D
24-hydroxylaza vitaminu D

vitamin D vazajici protein (vitamin D binding protein)

dvoufotonova rentgenova absorp¢ni fotometrie, denzitometrie

enzymatickd imunoesej

novorozenci extrémné nizké porodni hmotnosti, pod 1000g (extremely

low birth weight infants)

Evropska asociace pro détskou gastroenterologii, hapatologii a vyzivu

fibroblastovy ristovy faktor 23

receptor pro fibroblastovy rustovy faktor 23
glomerularni filtrace

gestacni tyden

mezikvartilové rozmezi

interleukin



IMV uméla plicni ventilace

INF interferon

LBW novorozenci nizké porodni hmotnosti, pod 2500g (low birth weight
infants)

LC-MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie s kapalinovou chromatografii

MBD metabolické kostni onemocnéni (metabolic bone disease)

nCPAP nasalni kontinualni pretlakovéa dechova podpora

NEC nekrotizujici enterokolitida

NaPi2a a NaPi2¢  ko-transportéry fosfore¢nanu sodného

P fosfor

PAMPs patogen associated molecular patterns; molekuldrni vzorce spojené s
patogenem

PBM vrchol tvorby kostni hmoty (peak bone mass)

PDA patent ductus arteriosus

PINP procollagen type I N-terminal propeptide

PN parenteralni nutrice (vyZiva)

PRRs patterns recognition receptors; receptory rozpoznavajici vzorce

PTHrP parathormon - related peptid

PVL periventrikularni leukomalacie

RDS syndrom dechové tisné

RIA radio imunoesej

ROP retinopatie nedonoSenych novorozenct

RSV respiracni syncytidlni vir

SIP spontanni sttevni perforace

S-Ca sérova hodnota kalcia

S-P sérova hodnota fosforu

TLRs Toll-like receptors

TNF tumor necrosis factor

Tregs regulacni T lymfocyty



TRP
Vdr
VLBW

U-Ca
U-P

tubularni reabsorpce fostata
receptor vitaminu D

novorozenci velmi nizké porodni hmotnosti, pod 1500g (very low birth
weight infants)

koncentrace kalcia v mo¢i

koncentrace fosforu v mo¢i



2 Souhrn

CIL STUDIE

Disertacni prace ma nékolik stanovenych cilti. Za prvé odhadnout fyziologické hladiny
parathormonu u novorozenct velmi nizké porodni hmotnosti a posoudit jeho vztah k ostatnim
parametrim kostniho metabolismu. Za druhé zhodnotit stav zdsobeni vitaminem D u matek a
jejich novorozenct s velmi nizkou a extrémné nizkou porodni hmotnosti pfi narozeni
(pupecnikova krev) a pii propusténi z nemocnice. Za tfeti porovnat laboratorni parametry
kostniho metabolismu (vcetn€é kostni denzitometrie) a sledované charakteristiky casné
nemocnosti ve skupiné novorozencii velmi nizké a extrémné nizké porodni hmotnosti s
hladinami 25(OH)D v pupecnikové krvi < 25 nmol/l a > 25 nmol/l. A za ¢tvrté posoudit, zda
je deficit vitaminu D v pupecnikové krvi rizikovym faktorem pro rozvoj syndromu dechové
tisné novorozence.
METODIKA

Jedna se o soubor prospektivnich observacnich studii zahrnujici nezralé novorozence s
porodni hmotnosti pod 1500 g. Vroce 2014 byla nejprve vypracovana pilotni studie
zahrnujicich celkem 20 nezralych, ale jinak zdravych novorozencii. V letech 2015-2016
nasledovaly observacni kohortové studie, ve kterych podle sledovanych cilli splnilo indika¢ni
kritéria 94 (stav vitaminu D), respektive 81 déti (vliv vitaminu D na morbiditu) z celkového
po¢tu 183 narozenych nezralych novorozencl. Parametry minerdlového a kostniho
metabolismu byly analyzovény z pupe€nikové krve, séra a moce novorozencl v pribc¢hu
hospitalizace (parathormon, 25-hydroxy vitamin D, S-Ca, S-P, ALP, U-Ca, U-P) a ze séra
téhotnych Zen tésné¢ pifed porodem (25-hydroxy vitamin D). Kostni mineralizace byla
hodnocena pted propusténim z nemocnice pomoci kostni denzitometrie.
VYSLEDKY

Fyziologické rozmezi hladin PTH u pted€asné narozenych novorozenci bylo
odhadnuto jako 1.6 — 9.3 pmol/l. Nebyla pozorovdna zadna statisticky vyznamna korelace
hladiny PTH s hodnotou S-Ca, S-P nebo ALP, s vyjimkou 56. dne Zivota (p = 0.03; Rho =
0.76; n = 8). Od druhého mésice Zivota byla prokazéana statisticky vyznamna korelace mezi
PTH a 25(OH)D (Rho = -0.71, p = <0.0001). 75 % nezralych novorozencii pfi narozeni a 30
% déti pfi propusténi z nemocnice mélo deficienci vitaminu D (< 50 nmol/l). V prospektivni
kohortové studii z let 2015-2016 byl v pupecnikové krvi median (IQR) hodnot 25(OH)D 21
(14-36) nmol / 1, pti propusténi novorozencl z nemocnice byl median (IQR) 25(OH)D 46 (37-



60) nmol / L. Hladina 25(OH)D byla < 50 nmol / 1 u 71.3 % matek, v 91.5 % vzorki
pupecnikové krve a téméer u 60 % predcasné narozenych novorozencu pii propusténi z
nemocnice (tj. po 8 tydnech suplementace vitaminem D). Parametry minerdlového a kostniho
metabolismu véetné kostni denzitometrie a vyskyt sledované morbidity byly u novorozencti v
obou skupinach [skupina A (n = 31): 25(OH)D < 25 nmol / I a skupina B (n = 38): 25(OH)D
> 25 nmol / 1] srovnatelné (statisticky nesignifikantni rozdil). Pouze u novorozenct ve
skupiné s 25(OH)D < 25 nmol / 1 byl nalezen niz§i obsah vapniku v moci ve véku 28 dnil (p =
0.0272). Dale bylo zjisténo, Ze nizkd hladina vitaminu D z pupecnikové krve nevede k
vy$§imu nebo niz§imu riziku RDS (odds ratio 1.044; 95% confidence interval 0.349-0.88; p =
0.0771).
ZAVER

Fyziologické rozmezi pro sérové hladiny PTH u nedonoSenych novorozenct jsou
velmi blizké referencnim limitim pro dospélé (1 — 7 pmol/l). Hladina PTH nad timto
rozmezim mize byt povazovana za hyperparatyreézu i u pred¢asné narozenych novorozenct.
Vzhledem k velmi vysoké prevalenci deficience vitaminu D u matek nebyla v naSem souboru
novorozencl s porodni hmotnosti pod 1500 g aktudlné doporu¢ovana davka vitaminu D (800
IU denng) pro nezralé novorozence schopna zvysit hladiny vitaminu D nad 50 nmol / 1 pfed
propusténim z nemocnice. Porovnanim skupin nezralych novorozencii s hladinou vitamin D <
a > 25 nmol/l jsme neprokdzali Zadny benefit plynouci z pupecnikové hladiny vitaminu D >

25 nmol/l.



2 Summary

PURPOSE

Firstly, the aim of dissertation work was to estimate physiological parathyroid
hormone (PTH) levels and their relationship with bone metabolism parameters in otherwise
healthy preterm newborns with birth weight 1000-1500 g. Secondly, to evaluate vitamin D
status in mothers and their very low birth weight infants (VLBW) at birth (umbilical cord
blood) and at discharge with currently recommended supplementation of vitamin D. Thirdly,
to compare clinical outcomes of VLBW infants with 25-hydroxy vitamin D [25(OH)D] levels
< and > 25 nmol/l in umbilical cord blood and finally to evaluate umbilical cord vitamin D as
a risk factor for respiratory distress syndrome in preterm infants.
METHODS

It is a set of prospective observational studies involving immature newborns with birth
weight below 1500 g. In 2014, a pilot study was first developed. PTH, 25(0OH)D, S-Ca, S-P
and ALP were analysed from blood samples obtained from 20 preterm infants once a week
up to the 36th gestational week. In 2015-2016, an observational cohort study followed. From
a total of 183 immature newborns, 94 (vitamin D status) and respectively 81 children (effect
of vitamin D on morbidity) met inclusion criteria for the study according to follow up goals.
The parameters of mineral and bone metabolism were analysed in umbilical cord blood and
newborn serum and urine during hospitalisation (PTH, 25-hydroxy vitamin D, S-Ca, S-P,
ALP, U-Ca, U-P) and in pregnant women before delivery (25-hydroxy vitamin D). Bone
mineralization was evaluated by bone densitometry.
RESULTS

In a pilot study, from the total 134 examined serum samples for PTH levels the
estimated reference range was 1.6 — 9.3 pmol/l. No statistically significant correlation of PTH
level with that of S-Ca, S-P or ALP was observed, except for the 56th day of life (p = 0.03;
Rho = 0.76; n= 8). From the second month of life there was a statistically significant
relationship only between PTH and 25(OH)D (Rho = -0.71, p =<0.0001). In our cohort
vitamin D deficiency (50 nmol/l) occurred in 75 % at birth and at 30 % in the 36th gestational
week. In prospective cohort study median (IQR) serum 25(OH)D was 21 (14-36) nmol/L in
cord blood, and 46 (37-60) nmol/L at discharge. Serum 25(OH)D was < 50 nmol/L in 71.3 %
of mothers, in 91.5 % of cord blood samples, and in almost 60 % of preterm newborns at

discharge (after 8 weeks of supplementation). The laboratory findings and the subsequent
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clinical outcomes including bone densitometry were comparable (non-significant difference)
in infants in both groups [Group A: 25(OH)D < 25 nmol/l and Group B: 25(OH)D > 25
nmol/l]. Only the infants in the 25(OH)D < 25 nmol/L group had lower urine calcium level
at age of 28 days (p = 0.0272). In addition, we found in this study that umbilical cord vitamin
D level does not lead to higher or lower risk of RDS (odds ratio 1.044; 95% confidence
interval 0.349-0.88; p=0.0771).
CONCLUSION

The physiological range indicated by the measurements was close to the reference
limits for adults (1.6 — 9.3 pmol/l). PTH level above this range can be considered as
hyperparathyreosis in preterm neonates. In our prospective cohort study we found out that due
to very high prevalence of 25(OH)D deficiency among mothers, the current, generally
recommended dose of vitamin D (800 IU per day) for VLBW infants was unable to improve
vitamin D levels above the desired 50 nmol/L before discharge. We compared groups of
preterm newborns with vitamin D < and > 25 nmol / 1 and we didn’t found any benefit from

umbilical cord vitamin D level > 25 nmol / 1.
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3 Uvod do problematiky

V téle donosené¢ho novorozence je priblizné 28g vapniku, z toho 99 % je ulozeno
v kostech (8g / kg hmotnosti), kde plni strukturdlni a metabolické funkce. Zbylé 1 % kalcia je
soucasti télnich tekutin a podili se na mnoha fyziologickych procesech (svalové kontrakce,
membranovy transport, vedeni nervového vzruchu, enzymatické reakce ¢i koagulace). Sérovy
vapnik existuje ve tfech formach: v 50 % jako ionizovany (iCa), ve 40 % navazany na
albumin a v 10 % jako komplex s anionty. V pupecnikové krvi donoSeného novorozence se
pohybuje hodnota celkového kalcia kolem 2.55 mmol/l a ionizovaného kolem 1.45 mmol/l. U
nedonosenych novorozenci se pak hodnota iCa v pupe¢nikové krvi pohybuje v rozmezi 1.43-

1.47 mmol/I (1).

3.1 Vyvoj aregulace vyvoje fetalniho skeletu

Obratlovei maji jedinecnou schopnost vytvaret béhem svého embryonalniho vyvoje
skelet, ktery neplni pouze podplirnou a protektivni funkci, ale také reguluje nékolik
homeostatickych pochodii u dospélych jedinci. Vyvoj skeletu je jeden z klicovych procest
nitrodélozniho 1 postnatalniho rlstu, pficemz t€zké vrozené vady skeletu jsou neslucitelné
s dlouhodobym prezitim. Kosterni systém je tvofen chrupavcitou a kostni tkani, jejichz ptivod
je mezodermalni. Pfesné umisténi budouci kosti, respektive chrupavky je v casném
embryonalnim vyvoji pod kontrolou nékolika dilezitych signalnich cest (Wnts, Hedgehogs,
Bmps — bone morphogenic proteins, Fgfs — fibroblast growth factors a Notch/Delta) (2). Mezi
5. - 8. gestatnim tydnem dochazi v téchto urcenych anatomickych lokacich k zahustovani
jejim vyvoji a je fizen dvéma hlavnimi mechanismy — desmogenni (endesmdlni) a
chondrogenni (enchondralni) osifikace. Uvnitf kondenzovaného mezenchymu se z
osteochondralnich progenitorovych bunék diferencuji bud’ osteoblasty, které vytvareji
endesmalni osifikaci desmogenni kost (lebka, mandibula) nebo chondrocyty, které iniciuji
tvorbu chrupavcitého zékladu kosti pro budouci chondrogenni osifikaci kosti (dlouhé kosti,
pater) (1-3). Kompletni chrupavcity zéklad kosti je vytvofen na konci 8. tydne té¢hotenstvi.

Mezi 8. — 12. tydnem gravidity vznikaji primarni osifikacni centra v télech obratlii a dlouhych
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kosti. Jak dochézi k prodluzovani chrupavcitého zakladu kosti na obou koncich, tak nejstarsi
chondrocyty nejblize stfedu hypertrofuji a nasledné podléhaji apoptoze. Soucasné dochazi k
prorustani cév do chrupavcéitého zakladu kosti a s nimi pronikaji dovnitt i osteoblasty, pod
jejichz vlivem dochazi k diferenciaci progenitorovych hemopoetickych bun¢k v dalsi
dalezitou kostni buiiku — osteoklast. Osteoklasty resorbuji tyto apoptotické chondrocyty
véetné okolni matrix. Osteoblasty vytvafi primarni osteoid, ktery nasledné mineralizuje za
vzniku primarnich osifika¢nich center. Ptiblizn€¢ od poloviny druhého trimestru pokracuje
kostni formace cestou chondrogenni a desmogenni osifikace. Pfi chondrogenni osifikaci
osteoblasty vytvafeji z osteoidu primarni trabekuly a rist kosti je zajiStén ndhradou
chrupavcitého zakladu (dlouhé kosti, patef). Naproti tomu pfi desmogenni osifikaci
osteoblasty vytvaii osteoid a ten se nasledné mineralizuje bez chrupavcitého zakladu (lebka,
mandibula) (1-3). V prib¢éhu prvniho trimestru dochazi téz k ventralni a dorsalni kondenzaci
somatického mezodermu, jejimz vysledkem je zéklad kosterniho svalstva. V 16. gestaénim
tydnu je plné zalozen zaklad kosti a svall, véetné jejich funkéniho spojeni. Od 34. tydne
gestace vznika sekundarni osifikacni centrum v hlavici femuru a soucasné procesem ristu,
proliferace a diferenciace se chrupavka na konci dlouhych kosti organizuje do riistovych

Stérbin (1).

Regulaci vzniku a vyvoje skeletu lze nejlépe vysvétlit pomoci funkéniho modelu
kostniho vyvoje autori Rauch a Schoenau odvozeného od Frostovy teorie mechanostatického
senzoru (4-6). Tento model rozliSuje dvé faze kostniho vyvoje. V prvni fazi, na podkladé
informaci z genomu, vzniké chrupavcity zaklad skeletu. Jak jiz bylo uvedeno, cely proces je
fizen morphogeny, coz jsou signalni molekuly, které ovliviiuji v pfesné vymezeném misté
cilové bunky (2). Druhd faze za¢ina mineralizaci tohoto chrupav¢itého zakladu. Prostoroveé
informace, tj. kde ma byt mineralizace posilena nebo naopak kost odbourana, poskytuje
mechanické zatizeni kosti. Deformace kosti generuje pohyb tekutiny v kanalikulech, na coz
jsou citlivé osteocyty. V piipadé piekroceni akceptovatelné deformace osteocyty vySlou
signal, ktery by mél vést ke zvySeni kostni sily (zmény kostni hmoty a architektury) a
mechanické napéti se tak vrati na akceptovatelnou troven. Béhem riistu je kostni stabilita
trvale ohrozovana dvéma procesy: prodlouzeni kosti a zvySeni svalové sily pii kontrakci. Tyto
zmény vytvateji potfebu pro adaptani zmény v kostni hmoté¢ a architektuie. Lze tedy tvrdit,
ze postembryondlni vyvoj skeletu je uréovan funkénimi pozadavky, coz znamend, Ze kostni
sila roste pouze v ptipad¢ zvysujicich se narokli na udrzeni kostni stability (1, 4-6). Hypotéza

mechanostatem kontrolovaného vyvoje fetadlniho skeletu je ve shodé€ s klinickym a
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experimentalnim pozorovanim. Omezeni fetalnich pohybti vede ke snizeni kostni sily u plodu
a novorozence. Déti s kongenitdlnim neuromuskuldrnim onemocnénim maji méné kostni
hmoty a snizenou tloustku kompaktni kosti. V experimentalnim modelu byly krysi plody
paralyzovany v prabehu tietiho trimestru. Vysledkem bylo snizené mnozstvi kompaktni kosti
pii narozeni (1, 4). Béhem intrauterinniho zivota je fétus vystaven vysoké hlading
placentarnich estrogenti. Pfedpoklddanou tlohou estrogenid v mechanostatickém systému je
snizovani hranice akceptovatelné deformace na endostdlnim povrchu kosti, coz ma za
nasledek nartst endostalni kompaktni kosti a soucasn¢ malou dienovou dutinu. Po narozeni,
kdyz odezni vliv matefskych estrogeni a dalSich hormont, dojde ke zméné nastaveni
mechanostatu a ten vyhodnocuje vétsi mnozstvi kosti blizko dieniové dutiny jako mechanicky
nevyhodné. Vysledkem je resorpce této kosti a zvétSeni drenové dutiny, coz je v souladu
s klinickymi pozorovanimi a v denzitometrické terminologii se oznacuje jako pokles
volumetrické kostni mineralni denzity. U donoSenych novorozencit dochdzi do 6 mésict véku
ke zvétSeni praiméru kosti o 50 %, soucasn¢ klesa kostni mineralni denzita o 30 %, pfestoze
obsah minerali stoupne o 58 %. Tloustka kompaktni kosti se zméni jen minimalné (schéma
1) (7). Ve stejném case kost rychle roste 1 do délky, coz mé destabiliza¢ni efekt a kost je
nucena k novotvorbé na periostdlnim okraji. V prvnich mésicich Zivota tedy dochazi
k redistribuci kostni tkdné z endostdlniho okraje k periostdlnimu s menSimi naroky na

mnozstvi kalcia, které ma byt vstiebano z nutri¢nich zdrojt (4, 7).

Schéma 1 Normalni zmény kosti pfi postnatidlnim riistu u donoSeného novorozence

(ptevzato z Rauch a kol. 2001) (7)
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Total density: B45 mg/cm? 592 mg/cm? (-30%)
Mineral content:  47.8 mg 75.3 mg (+58%)
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PfedCasnym porodem dochéazi k ukonceni vlivu estrogeni mnohem dfive nez u
donosenych novorozencii. Vysledkem je ¢asnéjsi start postnatalnich zmén v kostech nezralych
novorozencl. Soucasné je nutné mit na mysli, Ze tito velmi a extrémné¢ nezrali novorozenci
ztratili moznost velmi vyhodné fetdlni akrece minerdlu pii mechanostatem fizeném
nitrodéloznim nartstu kostni sily a délky. Dochézi tedy ke kostnim zménam zcela odliSnym
od vyvoje kosti donosen¢ho novorozence. Mechanické zatizeni kosti je podstatné nizsi,
jednak pfi niz§im svalovém tonu nezralého novorozence a pii mnohem snazsich pohybech
v extrauterinnim svété. Jelikoz systém mechanostatu neni pfedCasnym porodem narusen,
v terminu porodu maji pivodné nedonoseni novorozenci oproti donoSenym kratsi kosti s vetsi
dfefiovou dutinou a niz$i kostni denzitou. Tyto zmény v literatufe oznacované jako

,osteopenie pfi nezralosti” jsou pouze vyjadrenim fyziologické postnatalni adaptace (4).

3.2 Role Kkalciotropnich hormoniti pri vyvoji kosti u plodu a novorozence

Chrupav¢ity zaklad kosti vznikly béhem embryonalniho obdobi je v pribéhu dalsiho
vyvoje resorbovan a nahrazovan kosti. Tato enchondralni osifikace pokracuje aZ do uzavéru
rastovych §térbin v puberté. Rist a mineralizace skeletu jsou zavislé na adekvatni dodévce
minerall. Ve tietim trimestru gravidity dochazi k ptesunu 80 % vapniku a fosforu uréenych
k mineralizaci fetdlniho skeletu (1). B€hem nitrodélozniho vyvoje plodu zajistuje adekvatni
dodavku kalcia (Ca), fosforu (P) a magnézia (Mg) placenta a to aktivnim transportem.
Postnatalné jsou novorozenci zcela zavisli na absorpci minerall ze stieva. Sérova hodnota Ca,
P u fétu signifikantné ptevysSuje normy pro dospélé jedince i hodnoty u matky (8). Tento stav
»fetalni hyperkalcémie* je udrZzovan 1 v situacich vedoucich k nedostatku Ca v téle matky
(tézka deficience vitaminu D, hypoparathyre6za). Tyto vysoké sérové koncentrace vapniku
jsou potiebné k facilitaci mineralizace skeletu. Pfi poklesu sérového kalcia na nebo pod

matei'ské hodnoty dochazi k signifikantni redukci kostniho mineralového obsahu (BMC) (8).

V pribéhu fetdlniho a neonatilniho vyvoje hraji pfi vyvoji a mineralizaci skeletu
kalciotropni hormony odliSnou ulohu (3). Pro féty savcii, véetné lidského je typicka nizka
sérova hladina parathormonu, kalcitriolu, fibroblastového ristového faktoru 23 a vysoké
hladiny parathormon-related peptidu a kalcitoninu. Na rozdil od kalcitriolu, kalcidiol
pfechazi volné pres placentu a v terminu porodu dosahuje pfiblizn€ 75-100 % koncentrace

mateiskych hodnot (3). Velmi nizkéd koncentrace kalcitriolu je zptsobena zpétnovazebnym
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utlumem aktivity 1- alfa-hydroxylazy v ledvinach fétu zdivodu hyperkalcémie,

hyperfosfatémie a nizké hladiny PTH (3).

3.2.1 Role parathormon-related peptidu ( PTHrP)

VétSina znalosti stran vyznamu PTHrP pro vyvoj fetdlniho skeletu vychazi
z animdlnich studii. PTHrP hraje kli¢ovou roli ve stimulaci placentarniho pfesunu kalcia a
nasledné v udrzovani zvyseni sérové hodnoty Ca u fétu (8). Chybéni PTHrP (tzv. PTHrP null
fetus) vede u plodu k poklesu sérové hladiny vapniku na troven matetskou. Hladina PTH ve
snaze kompenzovat pokles kalcémie stoupa trojndsobn¢. U PTHrP null féth se déle rozviji
hyperfosfatémie, z ¢ehoz lze usuzovat, ze PTHrP brani nadmérné elevaci fosfatémie (8, 9).
Hlavnim zdrojem PTHrP je placenta, déale je téz produkovan perichondralnimi buitkami a
proliferujicimi chondrocyty, zatimco receptor je exprimovan na pre-hypertrofickych
chondrocytech a osteoblastech. Hlavni ulohou PTHrP v chrupavéitém zakladu kosti je
opozd’'ovat terminalni diferenciaci pre-hypertrofickych chondrocytii a stimulovat kostni
formaci cestou osteoblastii (schéma 2) (8). V ptipad¢ chybéni PTHrP (PTHrP null fetus)

startuje kostni formace dfive a vysledkem je chondrodysplazie s kratkymi koncetinami (8).

3.2.2 Role parathormonu

Parathormon je syntetizovan v pfistitnych téliskach plodu a béhem celého téhotenstvi
je fetdlni sérova hladina velmi nizka. Pfesto bylo na animalnich modelech prokazano, Ze jeho
ztrata vede k tézké fetalni hypokalcémii (i pod hodnoty mateiské kalcémie), hyperfosfatémii a
hypomagnezémii. Sérové hodnoty PTHrP nereaguji na tyto minerdlové zmény zpiisobené
deficienci PTH. PTH se také podili na transportu vapniku a dalSich minerali v placentg,
nicméné jeho efekt je podstatné slabsi nez u PTHrP. PTH reguluje mineralizaci fetdlniho

skeletu 1 nepfimo a to udrzovanim stabilni kalcémie, fosfatémie a magnezémie (8).
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Schéma 2 Role PTH, PTHrP a Kkalcitriolu béhem fetalniho a novorozeneckého

obdobi

Béhem fetalniho vyvoje je placenta hlavnim zdrojem mineralii. PTHrP a PTH jsou
produkovany v placenté za ucelem stimulace transportu vapniku do plodu. PTHrP a PTH
spolupracuji na udrzeni vysoké hladiny vapniku a fosforu v krvi, které jsou potrebné pro
mineralizaci fetdalniho skeletu. Strevni absorpce vapniku neni pro plod relevantni, ale stava se
hlavnim zdrojem mineralu pro novorozence. Po narozeni se vapnik vstiebdva pasivne, ale
proces se brzy stava aktivnim, kalcitriol dependentnim. Ve fetalni skeletu je PTHrP
produkovan proliferujicimi chondrocyty a perichondralnimi bunkami (Sipky), kde zpozduje
terminalni diferenciaci pre-hypertrofickych chondrocytii. PTHrP je také produkovan v pre-
osteoblastech a osteoblastech, kde stimuluje tvorbu kosti (piilkruhové Sipky). Zda se, zZe
kalcitriol neni nutny pro regulaci hladiny vapniku v krvi, tvorby endochondralni kosti nebo

mineralizace skeletu u plodu (3).
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3.2.3 Role kalcitoninu

Pro fetalni kostni metabolismus se jevi kalcitonin jako nedilezity. V animalnich
modelech bylo prokézano, ze v ptipad¢ vypnuti genti pro kalcitonin maji plody zcela normalni

transport Ca pfes placentu, sérové mineraly a enchondralni kostni vyvoj.

3.2.4 Role vitaminu D

U vitamin D té€Zce deficitnich krys, a-1-hydroxyldza null prasat a Vdr null mysi byla
intrauterinn¢ normalni sérova hladina kalcia, fosforu a PTH a tak tomu bylo az do porodu.
Tyto ndlezy potvrzuji i pozorovani u déti. Novorozenci s deficienci 1- alfa-hydroxylazy
(vitamin D dependentni kiivice, typ I) nebo s chybénim receptoru pro vitamin D (vitamin D
dependentni kiivice, typ II) maji pfi porodu zcela normdlné¢ vyvinuty skelet. Nékolik
klinickych randomizovanych studii nenaslo souvislost mezi suplementaci vitaminem D
matkdm v prubéhu gravidity a hladinou S-Ca, S-P, antropometrickym meéfenim a
radiologickymi znamkami rachitidy u novorozenct (3, 8). Javaid a spol. (10) nenasli asociaci
mezi hladinou vitaminu D u gravidnich Zen a antropometrickym méfenim novorozencl pfi
narozeni a u déti ve véku 9 mésicli. Nicméné ve staii 9 let byla hodnota BMC niz§i ve skupiné
déti, jejichz matky mély pti porodu hladinu 25(OH)D pod 27 nmol/l a to v porovnani s détmi
matek, které¢ mély hladinu 25(OH)D nad 50 nmol/l. Tato data dévaji prostor pro teorii, ze
expozice vitaminu D béhem fetalniho vyvoje programuje dosaZzeni vrcholové kostni hmoty
v détstvi. Soucasné poznatky nasvédcuji, ze vitamin D, kalcitriol nebo jeho receptor nejsou

potieba k normalni fetalni kalciové homeostaze, vyvoji a mineralizaci fetalniho skeletu.

3.3 Kalcium-fosfatovy metabolismus u novorozence

Po pteruseni pupecniho provazce a prvnich nddeSich dochazi k rychlym zménam
regulace metabolismu minerali. Placentdrni vyména minerald je nadhle ztracena a dychani
vede ke vzestupu pH krve. Tyto zmény vyvolavaji pokles celkového i ionizovaného vapniku
v séru. Stievo se stdva hlavnim zdrojem minerald, ledviny zacinaji reabsorbovat mineraly a

kostni metabolismus se stdva diillezitym pro udrZeni stabilnich hodnot mineralt v séru.
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3.3.1 Regulace kalcium fosfdatové homeostazy

Historicky bylo na kalcium fosfatovou homeostazu pohlizeno z perspektivy osy PTH-
1,25(0OH),D. V reakci na hypokalcémii pristitnd téliska zvysuji produkci a sekreci PTH, ktery
v distalnich tubulech snizuje exkreci kalcia a v proximalnich tubulech inhibuje reabsorpci
fosfatu a v neposledni fadé¢ PTH stimuluje produkei 1,25(0OH),D. Kalcitriol zvySuje aktivni
vstiebavani vapniku a fosforu v tenkém sttevé. PTH ma4 také ptimy vliv na kosti cestou PTH
receptorii na osteoblastech, coz vede ke zvySenému vyplavovani kalcia a fosforu z kosti.
Piimy vliv PTH na kosti a ledviny, v souc¢innosti s kalcitriolem, vede k normalizaci sérového
kalcia. Fosfaturicky efekt PTH kompenzuje vitaminem D zprostfedkované vstfebavani
fosforu v gastrointestindlnim traktu a PTH zprostiedkované vyplaveni P z kosti, ¢imz je

zajisténa ochrana pred hyperfosfatémiie (schéma 3) (11).

Relativné neddvno byla identifikovana nova hormonalni kaskéda zahrnujici FGF23 a
Klotho, kterd reguluje pfedev§im fosfatémii, homeostazu vitaminu D a mineralizaci kosti
(11). FGF23 je 32 kDa protein s N-terminalni oblasti, obsahujici FGF-homologickou doménu.
Clenové podrodiny FGF piisobi jako hormony/systémové faktory kvili jejich schopnosti
interagovat s FGF receptorem (FGFR) v pfitomnosti ¢lenid rodiny proteini Klotho. FGF23 se
vaze na Klotho (KL), ktery koduje membranovy protein typu I podobny beta-glykosidaze,
ktery je nezbytnym kofaktorem pro vazbu FGF23 na FGFR. FGF23 je hormon dominantné
produkovany osteocyty a osteoblasty, ktery pisobi na vzdalené tkan¢ a reguluje dodavku
fosforu do kosti. K jeho hlavnimu u¢inku dochazi v ledvinach, kde FGF23 snizuje expresi ko-
transportérti fosfore¢nanu sodného 2a a 2¢ (NaPi2a a NaPi2c) v proximalnich tubulech, ¢imz
zvysuje vylucovani fosforu do moci. Po vazbé FGF23 na komplex Klotho:FGFR1 také
inhibuje rendlni expresi 1-a-hydroxylazy (Cyp27bl) a zvySuje expresi 24-hydroxylazy
(Cyp24al), které¢ spolecné snizuji cirkulujici koncentraci kalcitriolu (11-13). Ve stievech
FGF23 redukuje reabsorpci fosforu nepiimo prostfednictvim jeho U€inku na sniZeni hladiny
kalcitriolu v séru a pfimo inhibici exprese NaPi2b (13). Vyslednym efektem je sniZeni
sérového fosforu. FGF23 také plisobi na pfistitna téliska a inhibuje PTH, coz piispiva ke
snizeni kalcitriolu v séru. Vysoky sérovy fosfor a kalcitriol jsou silné podnéty pro syntézu a

uvoliiovani FGF23, zatimco PTH stimuluje uvoliiovani FGF23 jen minimalné. Receptor pro
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detekci hladiny fosforu je pravdépodobné exprimovan osteoblasty a osteocyty (schéma 3) (11-

13).
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Schéma 3 Regulace kalcium fosfatové homeostazy

(A) Osa PTH/1,25(OH),D; (B) Osa FGF23/Klotho. Prevzato z (11).

3.3.2 Role FGF23/Klotho v regulaci fosfatové homeostazy u fétu/novorozence

Na zéklad¢ animalnich studii je FGF23 ptitomny ve fetdlni cirkulaci v hladinach
kolisajicich od nizkych po fyziologické pro dospélé. Absence Klotho nebo FGF23 nenarusuje
metabolismus fetalniho fosforu ani nadbytek FGF23 vyznamné neovliviiuje metabolismus
fetalniho fosforu (12). Poruchy signalizace FGF23 za¢nou vyznamné ovliviiovat homeostazu
fosforu az po narozeni. Nedostatek FGF23 vede k hyperfosfatémii, extraskeletalni kalcifikaci
a k ¢asnému umrti. Nadbytek FGF23 zpiisobuje hypofosfatémii (manifestace jiz 12 hodin po
narozeni) vedouci k naslednému rozvoji kiivice ¢i osteomalacie. Zatimco ztrata Klotho nebo
FGF23 se neprojevi dfive nez 5 az 7 dnll po narozeni. Na zdklad¢ animdlnich studii Ize
predpokladat, ze déti s abnormalitami signalizace FGF23 budou pii narozeni bez zjevnych
odchylek, poruchy metabolismu fosforu se za¢nou objevovat béhem dnd, tydni nebo mésicti.

Existuje velmi omezené mnozstvi studii zabyvajicich se FGF23 u novorozencii. Byly
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nalezeny vice nez dvojnasobn¢ zvysené hladiny FGF23 oproti dospélym normam. Biologicky

vyznam zvySené hladiny FGF23 u novorozenct je dosud nejasny (14, 15).

3.3.3 Sérové mineradly a kalciotropni hormony u novorozence

Sérum a ionizovany vépnik klesaji o 20-30 % b&hem prvnich 12 az 24 hodin po
narozeni. V jedné studii priméerny ionizovany vapnik klesl z 1.45 mmol /1 v pupecnikové krvi
na 1.20 mmol / 1 do 24 hodin po narozeni (16). Pokles vapniku miize byt vétsi po elektivnim
cisaiském fezu nez u vagindlniho porodu, coZ naznacuje, Ze vaginalni porod je dalSim
spoustéCem zmeény regulace mineralni homeostazy. Sérovy vapnik klesd vice u novorozencii
krmenych umélym mlékem, protoze na fosfor bohatsi formule vice zvysuji sérovou hladinu
fosforu a tim dochazi k vétSimu vychytavani kalcia z ob€hu. Nezralost sama o sobé vede
hmotnosti pod 1500g) je ohrozeno hypokalcémii, kterd je ale obvykle asymptomaticka.
V reakci na pokles sérové kalcémie stoupa u donoSenych i nedonoSenych sérovy PTH
z pivodné velmi nizkych hladin v pupeénikové krvi. PTH stimuluje a-1-hydroxylazu k tvorbé
kalcitriolu, ktery také po narozeni stoupa. Bylo prokazano, Ze u novorozenct narozenych po
28. tydnu gestace je tato aktivace vitaminu D plné funkéni béhem 24 hodin. Po dosaZeni
minimdlni hladiny za 24-48 hodin S-Ca béhem nékolika dalSich dnl stoupd na normalni
hodnoty pro détsky vék. Béhem prvnich 24-48 hodin soucasné¢ s poklesem koncentraci
vapniku kompenzacné stoupa sérovy fosfor, aby nasledné¢ dosédhl normalnich hodnot pro
novorozence (1.8-2.6 mmol/l). Tyto zmény koncentraci vapniku a fosforu odpovidaji

piechodnému, fyziologickému hypoparatyreoidismu u novorozence (8, 16-18).

3.3.4 Vstrebavani Ca a P ze sti‘eva u novorozence

Intestinalni absorpce kalcia je u novorozencl (zejména téch nezralych) zajiSténa
pasivni diftzi v distalni ¢asti tenkého stfeva a je facilitovana pfitomnosti laktézy v matefském
mléce. V pribchu Ctyf tydnl se v souvislosti s maturaci stievni sliznice zvySuje vstiebavani
vitaminu D, zvysSuje se exprese receptorti pro kalcitriol a asociovanych Ca transportnich
proteini (Calbindin D9K, D28K) a postupné se dominantnim mechanismem pro absorpci

vapniku ze stfeva stava aktivni transport fizeny kalcitrolem (3, 16, 17). Tato vyvojové
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programovana maturace stfeva novorozence vysvétluje, pro¢ nezrali novorozenci zpocatku

nereaguji na kalcitriol, ale jsou piechodné zavisli na pasivni absorpci kalcia.

3.3.5 Ledviny u novorozence

Dalo by se ocekavat, ze prenatalné vysoka hladina vapniku a nizky PTH v krvi plodu
povedou ke zvySenému vylucovani vapniku do moci pii narozeni, nicméné neni tomu tak. To
je pravdépodobné zptisobeno nizkym pratokem krve ledvinami a nizkou glomerularni filtraci
a relativné nizkou expresi ,,vitamin D* receptoru (Vdr) a ,calcium-sensing™ receptoru
(CaSR). Po prvnim tydnu Zivota se vylu¢ovani vapniku moci postupné zvySuje i1 pfes nizsi
sérovou hodnotu kalcia a vyssi PTH. K této zmén¢ pfispiva zvyseni pritoku krve ledvinami,
glomerularni filtrace (GFR) a exprese Vdr a CaSR. Vylucovani fosforu je pfi narozeni také
nizké a nasledné se zvySuje. K nizkému vylucovani fosforu ptispiva ne¢kolik vySe uvedenych
faktort: nizky PTH, nizky pritok krve ledvinami a GFR. Progresivni, vyvojovy vzestup
fosfaturické odpovédi na PTH byl prokazan u donosSenych i predCasné¢ narozenych déti.
Narust kalcitriolu po porodu je zptisoben ,,upregulaci*

vzestupem PTH (16).

renalni a-1-hydroxylazy, stimulované

3.4 Metabolické kostni onemocnéni nezralych novorozenci

V poslednich letech je v souvislosti se zlepSovanim péfe o novorozence s velmi a
extrémné nizkou porodni hmotnosti vénovéna zvysend pozornost dlouhodobym nasledkiim
nezralosti. Mezi né€ lze zatadit 1 pfipadnou redukci definitivni té€lesné vySky a nedosaZeni
dostate¢né vrcholové kostni hmoty s moznym vlivem na vznik casné osteopordzy v
dospelosti. Diivodem téchto problémi je vyznamné snizeni kostni minerdlni denzity (BMD) v
prvnich mésicich Zivota, v literatufe variabilné oznacované jako metabolické kostni
onemocnéni (MBD — metabolic bone disease), osteopenie, osteomalacie ¢i rachitida pfi
nezralosti. Optimalni pfistup s cilem prevence rozvoje MBD je stale zahalen fadou
kontroverzi. Tato kapitola nabizi souhrnné aktualni informace o terminologii kostni patologie,
incidenci, nasledcich, diagnostice a 1€cbé metabolického kostniho onemocnéni nezralych

novorozencu.
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3.4.1 Terminologie kostni patologie

Fyziologicky proces kostni mineralizace (tvorba hydroxyapatitu) probihd ve dvou
krocich: 1) skupina osteoblasti vytvoii depozita organické kostni matrix (osteoid) na povrchu
jiz mineralizované kosti; 2) s odstupem nékolika dnit dochazi k zabudovani minerala (vépnik,
fosfor a dal$i) do tohoto nové syntetizovaného osteoidu (mineralizace). U nedonoSenych
novorozencl je nutné pocitat s moznym narusenim obou téchto pochodi, tj. jak s tvorbou
organické kostni matrix, tak s poruchou vlastni mineralizace. Tim se dostdvame
k nejcastéjSim patologickym stavim skeletu nezralych novorozencli - osteopenii a

osteomalacii (6).

Osteomalacie je porucha fyziologického procesu mineralizace, tj. inkorporace mineralti do
nové vytvofené kostni matrix (6). To vede k akumulaci nemineralizovaného osteoidu s
~meknutim* kosti, coz se mize u novorozence klinicky prezentovat jako dolichocefalické
oplosténi lebky. Na prostém rentgenovém snimku zapésti Casto diagnostikujeme ,,vymyty*
vzhled kosti. Pokud porucha mineralizace postihuje i ristové chrupavky, pak mluvime o
rachitidé, pro kterou je typickd neostrd/nepravidelna hranice mezi ristovou chrupavkou a
metafyzou na rentgenové vySetfeni zapésti (obrazek ¢. 1). Po dobu otevienych ristovych
chrupavek se oba stavy (osteomalacie a rachitida) vyskytuji soucasné. Etiologicky se na
rozvoji osteomalacie/rachitidy podili zejména nedostatecny ptisun vapniku, fosforu potazmo

vitaminu D (1, 6).
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Obrazek 1  Rentgenové vySetieni zapésti

Typicky obraz ,,vymyté kosti* a neostrou/nepravidelnou hranici mezi riistovou chrupavkou a

poharkovité deformovanou metafyzou (oznaceno Sipkou) jako znamky osteomalacie/rachitidy

(19)

Osteopenie je podle Raucha (6) snizené mnozstvi kostni tkan€, coz na strukturalni
urovni znamena sniZzenou tloustku kompaktni kosti a snizenou tloustku nebo pocet tramcii
spongidzni kosti. Osteopenie je u nezralych novorozenct zpusobena nedostatecnou depozici
¢i zvySenou resorpci osteoidu, pfiCemz na rozdil od osteomalacie je mineralizace zbylého
osteoidu normalni. Diivodem osteopenie miZzou byt zdvazna systémova onemocnéni, vedlejsi

efekt 1ekt ¢i nedostatek mechanické stimulace (1, 6).

Na zaklad¢ definice osteomalacie a osteopenie je ziejmé, Ze v etiologii kostniho
onemocnéni nedonosenych novorozenct se ve vet§ing pripadt uplatiiuji oba tyto patologické
procesy, které nelze odli§it ani zobrazovacim vySettenim (6). Osteopenie,

osteomalacie/rachitida, osteopatie nedonoSenych jsou ndzvy zavadéjici, nepostihujici
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komplexnost problematiky. Déle je chybou interpretovat rentgenovy popis rachitidy u
nezralych novorozenct jako vitamin D deficitni rachitidu. Z téchto divodi se metabolické
kostni onemocnéni jevi jako nejvhodnéjsi oznaceni pro onemocnéni postihujici rychle
rostouci kosti nedonoSenych novorozenct. Z vyse uvedeného vyplyva, Ze v patofyziologii
MBD se kombinuji tyto pfi¢iny - ztrata fetadlni akrece vapniku a fosforu, ¢asnéjsi zacatek
prestavby kosti, nedostateCny pfisun minerali (osteomalacie/rachitida) a porucha formace

kostni matrix (osteopenie) (20).

3.4.2 Vliv predcasného porodu na kostni metabolismus

Détstvi a adolescence predstavuje obdobi tvorby vrcholu kostni hmoty (PBM — peak
bone mass), ¢ehoz je dosazeno na konci druhé a pocatku treti zivotni dekady. Kostni sila je ze
70 % urcovana kostni mineralni denzitou (BMD — bone mineral density) a z 30 % pak kostni
kvalitou. Na kostni kvalité se podili architektura, mineralizace, kostni obrat ¢i nahromadéna
posSkozeni (mikrofraktury) (1). V klinické praxi nemame v soucasné dob¢ k dispozici pfistroj,
ktery by umél zméfit kostni pevnost, proto ji odhadujeme pomoci BMD, kterou méfime kostni
denzitometrii. Fyziologicka hodnota BMD je u kazdého dospélého jedince uréena rovnovahou
mezi dosazenym vrcholem kostni hmoty a ztratou kostni hmoty vlivem starnuti. U jedincii, u
kterych v pribéhu détstvi a adolescence nedosdhne kostni hmota patfi¢nych vrcholovych

hodnot, miiZze dojit k naruSeni této rovnovahy a tim k rozvoji osteoporozy mnohem dtive (1).

Pokrok v intenzivni pé¢i o novorozence vedl v poslednich 20 letech k vyraznému
zlepSeni prezivani nezralych novorozencli. Nicméné u novorozencil s extrémné nizkou
porodni hmotnosti pod 1000g (ELBW — extreme low birth weight) je nadale potfeba pocitat
s vyznamnou incidenci ¢asné a pozdni morbidity (21). Do poptedi zdjmu neonatologli se
dostaly mimo jiné i nutricni poZadavky. Cilem vyZivy nezralych novorozencl je pfibliZit
dodavku Zivin k intrauterinnimu piijmu zdravého fétu. Spravné slozeni vyzivy je také dilezité
pro spravny vyvoj a mineralizaci skeletu. Nezrali novorozenci, zejména ti, ktefi se narodi pred
28. gestatnim tydnem, jsou ohrozeni niz§i BMD, protoze nejvétsi Cast kostni mineralizace
fetalniho skeletu se odehrava ve tretim trimestru té¢hotenstvi s maximem kratce pied vlastnim
porodem. Postnatalné vlivem c¢asnéji zahajené prestavby skeletu, relativné rychlému ristu

kosti a nizké retenci mineralli (ve srovnani s intrauterinni) dochéazi k dalsi signifikantni
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redukci kostni denzity. Vysledkem téchto postnatadlnich zmén u nedonosenych déti je

metabolické kostni onemocnéni se vS§emi moznymi disledky (22).

Vétsina studii popisujici incidenci MBD pii nezralosti byla provedena v 80. a 90.
letech minulého stoleti a tykala se novorozenct velmi nizké porodni hmotnosti pod 1500g
(VLBW — very low birth weight). Tato ,,historickd* incidence MBD se pohybovala v rozmezi
30-50 % (23, 24). Dle nedavnych retrospektivnich studii je incidence MBD u novorozencl
s porodni hmotnosti mezi 1000 — 1500 g do 10 %. Naproti tomu pro novorozence s porodni
hmotnosti pod 1000g se incidence MBD pohybuje kolem 30 %. Pro novorozence s porodni
hmotnosti pod 600g je incidence az 55% (24, 25). Je tfeba mit na paméti, Ze vzhledem
k absenci Siroce akceptovanych diagnostickych kritérii je pfesnd incidence MBD stile
diskutabilni. VySe zminéné studie vyuzivaly k diagnostice prosté rentgenové vysetieni, o
kterém je znamo, Ze je zatizeno chybou subjektivniho vniméni a k zachyceni znamek MBD je
potfeba minimalné 20 — 40 % demineralizace skeletu (23, 24, 26). Z téchto divodl je mozno

realné uvazovat o incidenci jeSté vyssi.

Pro¢ se vlastné MBD u nezralych novorozencli zabyvat? Existuji kratkodobé a
dlouhodobé¢ nasledky a jaky je jejich dopad na dalsi vyvoj ditéte? Odpovédéet na tyto otazky
neni na zaklad¢ soucasnych poznatkti snadné. Mezi kratkodobé nasledky fadime zlomeniny
kosti. Koncem minulého stoleti se incidence fraktur pohybovala mezi 10-30 % (23, 27). Dle
nékterych autort (22, 23) se Cetnost fraktur snizila, coz podporuje i prace Viswanathana (24)
se zjiSténou incidenci zlomenin 12,2 % u skupiny ELBW novorozencti. Nejcastéji se jednalo
o ndhodn¢ zjisténé zlomeniny zZeber (az 70 %) pfi rentgenovém vySetfeni z jiné indikace,
v mensim zastoupeni pak fraktury humeru (20 %) nebo femuru (10 %, obrazek ¢. 2) (24).
Obvykle se zlomeniny objevuji od 10. — 12. tydne Zivota a jejich vyskyt klesd do Sestého
mésice nekorigovaného veku. Do piimé souvislosti jsou davany tyto rizikové faktory: totalni
parenteralni vyziva déle nez Ctyii tydny, cholestdza, t€z§i formy bronchopulmonalni
dysplézie, 1écba kortikosteroidy ¢i furosemidem déle nez dva tydny (24, 27). V soucasné dob¢
nejsou znamy dlouhodobé nasledky fraktur vzniklé v tomto véku (23). Souvislost mezi MBD,

dolichocefalii a myopii byla pfedmétem zkoumani, ale nebyla potvrzena (23, 28).

26



Obrazek 2 Fraktura pravého femuru jako ndsledek metabolického kostniho

onemocnéni pri negralosti

K rozvaze nad dlouhodobymi nasledky MBD u novorozencii je k dispozici jen
omezené mnozstvi klinickych studii. Z n¢kolika praci vyplyva, ze u plivodné nezralych
novorozencl dochazi pti srovnani s donoSenymi k normalizaci kostni denzity v rozmezi 6
meésict az 2 let (29-31). Logicky se tedy nabizi odpoveéd’, Ze MBD u nezralych novorozencti
nema vliv na dals§i vyvoj skeletu. Nicméné dalsi sledovani piivodné nezralych novorozenct

v

ukazuje signifikantni tendenci k niz§i télesné vySce a obvykle i redukci kostni denzity.
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Bowden u 8 letych ptivodné nezralych novorozenct prokazal vysku o 4,9 cm nizsi, nez méla
kontrolni skupina plivodné donoSenych novorozenct. Vyznamny rozdil v parametrech
denzitometrie nebyl prokdzan (32). Ke stejnému zjisténi dosp€l i Smith (33). V jiné studii
byla u 20 novorozencii pod 1500g také prokazana signifikantni redukce télesné vysky, ale 1
kostni denzity a to mezi 5. — 9. rokem ve srovnani s populacnimi daty (34). U vice nez 200
novorozencl s porodni hmotnosti pod 1850g narozenych v Anglii v letech 1982-1985 byla ve
20 letech veéku prokazana niz$i télesnd vySka a snizend kostni denzita bederni patefe. U
hypotrofickych novorozencti s porodni hmotnosti pod 1250g byly tyto zmény jesté vyraznéjsi

(35).

Souhrnné lze fici, ze 1 pfes vyznamny pokrok intenzivni novorozenecké péce
v poslednich 20 letech, jak po strance vyzivy (napf. strategie parenteralni vyzivy, Casna
enteralni vyziva, umélé mlééné formule pro nedonoSené novorozence, fortifikace matetského
mléka, atd.), tak ve smyslu zlepSeni managementu ventilaéni podpory a bronchopulmondlni
dysplazie, se incidence MBD nezménila. Doslo ale k pfesunu onemocnéni na novorozence
MBD se snizuje, piesto je zde ale vice nez 10% riziko této Casné komplikace (24). Rozdily ve
skeletu piivodné nezralych novorozenct oproti zdravé populaci pozorované ve Skolnim véku
nebo u mladych dospélych (redukce finalni télesné vysky, event. snizeni kostni denzity) by
mohly predstavovat vyznamny rizikovy faktor k rozvoji ¢asné osteopordzy. Pokud by tomu
tak bylo, pak by se jednalo o zavaZnou dlouhodobou morbiditu. K rozklicovani této

problematiky jsou zapotiebi dal$i dlouhodobé studie.

3.4.3 Rizikové faktory MBD

Etiologie metabolického kostniho onemocnéni u nezralych novorozenci je
multifaktoridlni, nejvyznamnéjSim rizikovym faktorem je nedostate¢nd nutrice, nelze ale

opomijet 1 vlivy prostfedi a vlivy biomechanické.

Existuje cela fada rizikovych faktort, které jsou davany do spojeni s rozvojem MBD

(Tabulka 1).
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Tabulka 1 Metabolické kostni onemocnéni pii nezralosti - rizikové faktory (19).

Prenatalni

- Preeklampsie
- Chorioamnioitida, placentarni infekce
- Intrauterinni ristova restrikce
Postnatalni
- Nizké gestacni stari
- Velmi a extrémné nizka porodni hmotnost
- Poruchy vyzivy
o opozdéné dosazeni plného enteralniho pfijmu
o dlouhodoba parenteralni vyziva
o deficience vitaminu D
- Hlinikem kontaminované roztoky parenteralni vyZivy
- Léky (kortikosteroidy, furosemid, kofein, syntophyllin, heparin, phenobarbital)
- Neonatalni morbidita
o bronchopulmonalni dysplazie
o nekrotizujici enterokolitida, vrozené vady stieva vedouci
k resekci/enterostomii
o cholestaza
o opakované infekce
- Nedostatek mechanické stimulace/imobilita
o dlouhodobd potieba sedace, relaxace
o mozkové patologie

VétSina jich je svyzivou piimo nebo nepfimo spojena. V poslednim trimestru
téhotenstvi dochazi k retenci 2/3 kalcia a fosforu ve fetalnim skeletu. Zasadni roli v tomto
procesu hraje placenta, tudiz pfi poruSe jeji funkce napft. pii preeklampsii nebo zanétu lze
pfedpokladat alteraci retence mineralti do kosti. Tomu odpovida zvySend incidence MBD u
hypotrofickych novorozenct (23). PfedCasnym porodem jsou déti velmi a extrémné nizké
porodni hmotnosti ochuzeny o vyhodnou intrauterinni akreci mineralli a postnatalné jsou
velmi néachylné na nedostate¢ny piijem kalcia a fosforu, coZ je klicovy faktor vedouci
k redukci kostni mineralizace a k rozvoji MBD. Problémy se zajiSténim dostate¢ného piijmu
potfebnych zivin a mineralt u nezralych novorozencii nesouvisi jen s vlastni nezralosti, ale
vliv zde mé také neonatalni morbidita, ktera se zasadni merou podili na délce parenteralni
vyzivy (PN) a pfidruzené¢ medikamentézni 1é¢bé. Dodavka vapniku a fosforu v PN je
omezend z duvodu Spatné rozpustnosti mineralit v pouzivanych roztocich. Dal§im problémem
PN je vysoky obsah hliniku v roztocich PN (zejména kalciové a fosfatové roztoky,
aminokyseliny, albumin). Akumulace hliniku vede k poruse tvorby kostni matrix a

mineralizace kosti (1). Léky, které nejvice zvySuji riziko neadekvatni kostni mineralizace,
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shrnuje tabulka ¢. 1. Kortikosteroidy inhibuji funkci osteoblastti, dale redukuji stfevni
absorpci a tubularni reabsorpci kalcia (vede ke kalciurii se zvySenym rizikem nefrokalcinozy).
Furosemid a dalsi klickova diuretika zvySuji rendlni ztraty Ca a tim vedou k jeho negativni
bilanci (thiazidova diuretika maji opacny efekt). Aminophylliny (kofein, syntophyllin) téz
vedou ke zvySenym ztratam Ca do moci, nicméné¢ vyznamnost je oproti steroidim a
furosemidu podstatné nizsi. Dlouhodobé podavani heparinu je asociovano s poklesem kostni
denzity. Heparin snizuje aktivitu osteoblastil, vede k abnormalnimu metabolismu vitaminu D
a k sekundarni hyperparathyredze. A konecn¢, dlouhodobé uzivani phenobarbitalu (a/nebo

phenytoinu) urychluje degradaci vitaminu D, coZ mlZe vést k nedostate¢nému vstiebavani Ca

(D).

Fyzicka aktivita hraje kli¢ovou roli pfi mineralizaci kosti. Vyvoj skeletu je ur€ovan
funkénimi pozadavky, coz znamena, Ze kostni sila/pevnost (urCovana ze 70 % kostni
denzitou) roste pouze v pifipad¢é zvySujicich se narokli na udrZeni kostni stability. Nejvétsi
naroky na udrzeni kostni stability kladou svalové kontrakce, na coz kost reaguje posilenim
mineralizace s cilem zvySeni kostni sily (1, 4-6). Nedostatek fyzické aktivity vlivem
dlouhodobé¢ sedace, relaxace ¢i z diivodu poskozeni mozku vede ke zvySené kostni resorpci a

je dobfe popsany rizikovy faktor pro rozvoj MBD (22, 36).

3.4.4 Diagnostika MBD

K rozvoji metabolického kostnitho onemocnéni nezralych novorozencii dochdzi
typicky mezi 6. — 12. postnatalnim tydnem (1) (37). Diagnostika MBD je stejn¢ jako u jiného
onemocnéni zaloZzena na anamnéze s identifikaci rizikovych pacientl, klinickém stavu,
zobrazovacich vySetfenich a pravidelném sledovani biochemickych markert. Mezi déti
s nejvysSim rizikem patii ELBW a VLBW novorozenci s komplikovanym prib&éhem -
opakovan¢ infekce, dlouhodobé ventilatni obtize a vyznamna resekce stieva s eventualni
enterostomii nebo syndromem kratkého stfeva (viz také tabulka ¢. 1.). Klinicky pribéh je
obvykle asymptomaticky. Pravdépodobné nejcastéj$i manifestaci rozvoje MBD je ndlez
osteomalacie/rachitidy skeletu na rentgenovém snimku provedeném z jiné indikace. Méné

Casto je prvnim piiznakem az fraktura Zeber a/nebo dlouhych kosti.
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3.4.4.1 Zobrazovaci vySetieni

Rentgenové vySetfeni je nejrozsifencjsi a nejbéznéji uzivanou zobrazovaci metodou
k objektivizaci stavu skeletu v pfipad¢ podezieni na MBD. Neni ale pfinosné pro ¢asnou
diagnostiku MBD, navic je zatizeno subjektivni chybou. Viditelné zmény, jako zvySena
prusvitnost kosti pii rentgenovém vySetieni (,,vymyté“ kosti) nebo rachitick¢é zmény
rustovych Stérbin, 1ze detekovat az pii 20 - 40% sniZeni mineralizace kosti (Obrazek €. 1) (23,

24, 26).

Kostni denzitometrie méti kostni denzitu a ta vyjadfuje mnozstvi minerald v kosti
(BMC — bone mineral content) ve sledovaném useku (v g/cm?) nebo objemu kosti (v g/cm?).
Nejrozsitenéjs§im systémem denzitometrie je dvoufotonova rentgenova absorpéni fotometrie
(DXA), ktera je vsoucasné dobé povazovéana za zlaty standard pro vySetieni dospélych.
Radia¢ni davka je i pro novorozence zanedbatelnd (37). Vysledky denzitometrického
vySetteni se vyjadiuji jako T- nebo Z-skore. T-skore udava pocet odchylek vysledku vysetfeni
od tabulkové hodnoty kostni minerdlni denzity mladych zdravych jedinct stejného pohlavi
(normativni data). Z-skore vyjadiuje totéz, ale porovnava vysledek vysetifeni s primérnymi
hodnotami u zdravych osob stejného pohlavi i véku. Skore + 1 aZ -1 smérodatnd odchylka se
povazuje za normalni. Vétsi odchylky vypovidaji o rlizném stupni fidnuti kosti. DXA je
povaZovana za neinvazivni, bezpecné a velmi citlivé vySetieni kostni denzity 1 u donosenych
a nedonoSenych novorozenctli (22). Vyznamnym problémem je velmi omezend moZnost tyto
vysledky porovnéavat s normativnimi daty pro vypocet T- nebo Z-skore, tj. posoudit odchylku
od zdravé populace novorozenci. Se zavedenim specialniho neonatdlniho softwaru,
obsahujiciho primérné hodnoty zdravych donosenych novorozenct, se tato moznost nabizi
pro donoSené novorozence. I piesto, Ze existuji historickd normativni data celotélové
denzitometrie pro nezralé novorozence (38), lze tato data pouzit jen obtiZzn¢ pro srovnani
s vysledky nezralych novorozencl ziskanymi na jinych pfistrojich s rozdilnym softwarem.
Navic z divodu Spatné dostupnosti pfistroje a omezené moznosti transportu nezralého
novorozence na vySetfeni je velmi nepravdépodobné zavedeni rutinniho vySetieni
denzitometrie v klinické praxi, jeji nezastupitelné misto zdstdva prozatim v oblasti

neonatologického klinického vyzkumu.
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3.4.4.2 Biochemické markery kostniho metabolismu

3.4.4.2.1 Kalcium

Vysetfovani sérového kalcia je neptinosné k diagnostice MBD. Divodem je precizni
hormonalni regulace zajistujici stabilni kalcémii i za cenu vyznamné demineralizace kosti (22,

23).

3.4.4.2.2 Fosfor

Pokles sérové hladiny fosforu pod 1.8 mmol/l, tj. pod hodnotu rendlniho prahu pro
fosfor, je u nedonoSenych novorozencii mozné naopak povazovat za znamku fosfatového
deficitu a soucasn¢ je vyznamné asociovan s vysokym rizikem rozvoje MBD. Vysetfeni ma

dobrou specificitu (95 %), ale velmi nizkou senzitivitu (50 %) (22, 39).

3.4.4.2.3 Alkalicka fosfatdaza (ALP)

Mezi markery kostni formace fadime sérovy osteokalcin, procollagen type I N-
termindlni propeptid (PINP) a sérovou hladinu alkalické fosfatazy (1). Pro osteokalcin a PINP
jsou k dispozici referenéni meze pro pediatrickou populaci (40). V soucasné dobé vSak
neexistuji data podporujici vyuzitelnost téchto parametri k diagnostice MBD pii nezralosti.
Tkanoveé nespecifickd alkalickd fosfatdza existuje ve vice isoformach — kostni, jaterni a
ledvinné. U novorozencl ptedstavuje kostni isoforma 90 % celkové ALP (26, 36). Kostni
ALP je bohaté obsazena ve fosfolipidové stén¢ vesikuly, ktera vznikd z membrany
osteoblastu. Zde plisobi jako transferaza pro fosfaty. Kalcium vstupuje do vesikuly diftzi.
Vznika hydroxyapatitovy krystal, ktery se po protrzeni stény vesikuly spoji s kolagenem I a
tim se vytvaii v osteoidu nidus pro dalsi krystalizaci. Ta pokraCuje pouze v ptitomnosti
dostatecného mnozstvi Ca a P. Jedna se tedy o marker kostni formace a mineralizace. Elevace
ALP reflektuje zvySeny obrat a ruptury vesikul jako snahu osteoblasti podpofit kostni
mineralizaci. K tomu dochazi jak pfi kostni formaci (normdlni rast, ale i hojeni MBD), tak 1

pii nedostatku substratu k tvorbé hydroxyapatitu (26). Pti cholestaze také dochazi k elevaci

32



celkové ALP, ale vySetfeni bilirubinu a jaternich enzymii nam vcelku presn¢ odlisi cholestazu
s poskozenim hepatocytu od zvyseni kostni isoformy ALP. Na zaklad¢ nékolika studii bylo
prokézano, ze vySetieni kostni ALP nepiindsi zlepSeni senzitivity (73 %) ¢i specificity (73-80
%) pro MBD pii nezralosti ve srovnani s analyzou celkové ALP, které je finan¢né podstatné
méné nakladné (39, 41). Situace se dale komplikuje pfi deficitu zinku ¢i malnutrici, kdy mtize
byt naopak hladina ALP nepfiméfené nizka. S timto problémem se muzeme setkat u
novorozencl po resekci stfeva a/nebo s enterostomii vyzadujicimi dlouhodobou parenteralni

VyZivu.

ALP je dostupny a bézné uzivany parametr kostniho metabolismu v neonatologii,
nicméné je to test s velmi limitovanou uzite¢nosti. Hung zjistil, Ze hodnota ALP nad 12 pkat/l
(700 TU/M) ve 3. tydnu zivota ma velmi nizkou senzitivitu a specificitu (73 %) pro rozvoj
MBD v dal§im postnatalnim priabéhu (41). Casteéné lze ALP vyuzit v panelu s daldimi
markery, zejména fosforem. Maria Christina Backstrom prokéazala, Ze spojeni ALP a P
poskytuje 100% senzitivitu ale pouze 70% specificitu pro snizenou kostni denzitu (39).
Nebyla prokdzana souvislost mezi ALP a hladinou vitaminu D u novorozenct velmi nizké
porodni hmotnosti. Vysoké hladiny ALP nekoreluji s hladinami kalcitrolu a vysoké davky
vitaminu D nemaji efekt na hladinu ALP (26). Dalsi studie neprokézaly zddnou souvislost
mezi ALP a rentgenovymi znamkami demineralizace kosti ¢i kostni denzitou na
denzitometrii. Z toho vyplyva, Ze ALP nereflektuje mineralni zdsoby pacienta, nelze podle
zadné jeji hodnoty tidit suplementaci Ca a P. ALP méfend v pribéhu hospitalizace nebo pfti

propusténi nemtze spolehlivé predikovat pfitomnost nebo tizi MBD (25, 26, 42).

3.4.4.2.4 Odpady kalcia a fosforu do moci

Renalni naloz Ca vychazi z rozdilu mezi stfevni absorpci a kostni retenci. Mékko-
tkanova retence je povazovana za zanedbatelnou. Rendlni exkrece vapniku hraje minimalni
roli v homeostdze vapniku. Hlavni faktory ovliviiyjici odpady Ca do moc¢i u nezralych
novorozencll jsou nedostatek fosforu, nedostatecny piijem/vstiebani vapniku a léky
(furosemid, kortikosteroidy, kofein, aminophyllin ). Absorpce fosfath ve stfevé je velmi
efektivni a neregulovana. Ledviny maji klicovou tlohu v udrzovani sérové hladiny fosforu
cestou jeho exkrece (regulovano PTH a FGF23 (11, 43). Tubularni reabsorpce je aktivni a

saturabilni proces. K fosfaturii dochéazi pii ptekroceni renalniho prahu pro fosfor, tim by u
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VLBW novorozenci méla byt sérova hladina P 1,8 mmol/l. Pti poklesu pod tuto hodnotu
v séru je vSechen P zmoci vstieban. Maximalni sérovd hodnota P, nad kterou je 100%
saturovana reabsorpce je 2.45 mmol/l (43). U extrémné nezralych novorozenci (23. - 25.
gestacni tyden) je rendlni prah pro fosfor jesté snizen. I pii fosfatémii kolem 1 mmol/l byla
zjisténa pozitivni exkrece P v prvnich 5. tydnech Zivota, pozd¢ji rendlni prah stoupa k

sérové hodnoté 1.8 mmol/l (44).

K posouzeni adekvatniho piijmu minerdlti potiebnych k tvorbé hydroxyapatitu lze
vyuzit stanoveni prostych mocovych koncentraci Ca a P nebo jejich kreatininové indexy,
které zohlediiuji zahusténi moce. Dal$i moznosti je vypocet tubularni reabsorpce fosfatii
(TRP) podle vzorce: 1- (U-P (mmol/l) x S- krea (mmol/l) / (U — krea (mmol/l) x S- P
(mmol/l)) x 100 (45). Tubularni reabsorpce nad 95 % je povazovéana za znamku nedostatku P
v organismu. TRP ma vsak n€kolik nevyhod. Za prvé je to relativné slozity vypocet s nutnosti
znalosti sérové hodnoty kreatininu, kterd je u nedonoSenych novorozenct casto nulovd a
znemoznuje vlastni vypocet TRP. Za druhé ndm TRP neposkytuje zadnou informaci o stavu
zasob kalcia. A za tfeti mlize byt ovlivnéna sekundarni hyperparathyredzou pii depleci Ca 24
- hodinové sbéry moce jsou v neonatologii nepraktické. Jako nejlépe korelujici s 24 -
hodinovym sbérem se ukazal byt 6 -hodinovy no¢ni sbér moce (46). Limitaci vySetfeni
odpadii Ca a P do moci stale ziistdva absence jednoznaénych referencnich mezi pro nezralé
novorozence. Sledovanim odpadli Ca a P do moci s cilem stanoveni jejich meznich hodnot u
nezralych novorozencli se v minulosti zabyvaly dvé studie. Frank Pohland zjistil, Ze u
novorozenct, kteti méli vice nez 1.2 mmol/l Ca a 0.4 mmol/l P v alesponi 50 % vzorkli moce,
byla zjiSténa kostni minerdlni akrece srovnatelnd s intrauterinni (47). Studie vychazela z
ptedpokladu lehce pozitivnich odpadi Ca a P do mo¢i, kdy lze ocekavat dostatecné sérové
hladiny mineralt k dobré kostni mineralni akreci. Je nutné upozornit, Ze se jedna o studii
zroku 1994, ktera nevzala v tivahu morbiditu a medikaci u sledovanych novorozenct. Je
mozné spekulovat, Ze doporuované odpady Ca a P do moci a lepsi kostni akreci mély jen
»zdravejsi déti. Vysledkem Aladangadyho sledovani Ca/krea a P/krea indexi v moci od
ctvrtého postnatalniho tydne u 186 nezralych novorozenct (24. - 34. gestacni tyden) byl navrh
referenCnich mezi pro tyto parametry (10. a 90. percentil pro Ca/krea 0.5 a 3; 10. a 90.
percentil pro P/krea 4 a 25) (48). Cilem studie nebylo prokazat benefit udrzovani indext v
daném rozmezi, €ili zda zlepSuji kostni mineralni akreci. Spravnost referen¢nich mezi Ca/krea
a P/krea indext se opirala o nepfimé hodnoceni dobré kondice kosti nezralych novorozencu

na zakladé sérologickych kostnich markera (Ca, P, ALP).
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Souhrnné Ize fici, ze mocové odpady Ca a P také nelze vyuzit jako spolehlivy marker
pro diagnostiku MBD. Zda se vsak, ze by jejich zmény mohly piedchazet odchylkam v
sérovych parametrech (49). Pokud by se dal§im vyzkumem podafilo stanovit referen¢ni meze
cilené na zlepSeni kostni mineralni akrece a odpovidaly by dnesnim vyzivovym zvyklostem,

pak by jejich pfinosnost vyznamné stoupla.

3.4.4.2.5 Vitamin D

V priibéhu vyvoje lidského jedince se situace méni. Zatimco soucinnost PTH a PTHrP
je prenatdlné nezbytna pro normdlni vyvoj a optimdlni mineralizaci fetdlniho skeletu, tak
pfitomnost vitaminu D neni pro spravny vyvoj fetalni skeletu vyzadovéana. Navzdory
deficienci vitaminu D u matky nebyl prokdzan vliv na pupecnikové hodnoty kalcia, fosforu,
morfologii skeletu ¢i obsah mineralii v kosti u donoSené¢ho novorozence (8, 50). Postnatalni
ulohou aktivovaného vitaminu D je zajiSténi absorpce Ca a v mensi mife i P ze stfeva. Zda se,
ze hydroxylace vitaminu D na kalcitriol je funkéni od prvniho dne Zivota 1 u nezralych
novorozencl (18). Urcitd data nicméné naznacuji, Ze vstiebavani Ca ze stieva je u velmi
nezralych novorozenct v prvnim mésici Zivota zajiSténa zejména pasivni difiizi. Soucasné se
v pribéhu ¢tyt tydnil, v souvislosti s maturaci stfevni sliznice, zvySuje vstfebavani vitaminu D
a také exprese receptorl pro kalcitriol a asociovanych Ca transportnich proteini (Calbindin
D9K, D28K). Postupné se dominantnim mechanismem pro absorpci kalcia ze stfeva stava
aktivni transport fizeny kalcitrolem (8, 17, 51). Nejlepsi marker k hodnoceni stavu zasob
vitaminu D je 25-hydroxyvitamin D (250HD) (52, 53). Hypovitaminéza D patii také do
rizikovych faktorii rozvoje metabolického kostniho onemocnéni pfi nezralosti, cestou
sekundarni hyperparatyredzy vede k resorpci Ca z kosti. Nezrali novorozenci jsou diky casté
insuficienci vitaminu D u matek nachylni k hypovitaminéze D se vSemi u donoSenych
novorozencll popsanymi negativnimi dopady. PfestoZze vitamin D hraje vyznamnou roli
v kalcium-fosfatovém metabolismu, stanovovani jeho sérové hladiny v ramci diagnostiky
MBD neni soucésti zakladniho panelu vySetfovani (36, 53), protoze prozatim neexistuji zadna
klinicka data, kterd by to podporovala. Zvysena suplementace vitaminu D snizuje vyskyt jeho
insuficience, nebyl ale prokazéan vliv na BMC ¢i BMD (54, 55). Doporuceni obvykle zmifiuji
opatrnost u novorozencu s rizikem malabsorpce (cholestdza, resekce stfeva), kde je vhodné

sérovou hladinu vitaminu D vySetfit. Jako bezpecnd je povazovana sérova hladina 250HD
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nad 50 nmol/l pro vSechny pediatrické pacienty (3, 53, 56). Nelze vSak opomenout fakt, ze
prozatim nebyl u nezralych novorozenct prokazan jakykoliv benefit udrzovani sérové hladiny

250HD nad 50 nmol/I.

3.4.4.2.6 Parathormon

Pristitna téliska jsou velmi citlivd na vykyvy ionizovaného kalcia. V ptipadé
nedostatku vapniku v organismu dochéazi ke zvySenému vyplavovani PTH. Parathormon
stimuluje proliferaci a diferenciaci osteoklastl a tim vede k dal$imu vyplavovani minerala jiz

z demineralizované kosti nezralych novorozencu.

V  posledni dobé nckteré studie poukdzaly na vztah mezi sekundarni
hyperparatyredzou a metabolickym onemocnénim kosti pted¢asné narozenych déti, zejména v
kategorii novorozenct s nejnizs§i hmotnosti a s mnohocetnou morbiditou (57-59). Az 80 %
novorozencl s extrémné nizkou porodni hmotnosti s rentgenovymi pfiznaky MBD mélo
hladiny PTH vyssi neZ referen¢ni hodnoty pro dospélé (58). Zda se, Ze se sérova hladina PTH
> 4.5 pmol/l v terminu porodu u plivodné€ nezralych novorozenct by mohla predikovat snizeni
BMC (senzitivita 40 % a specificita 88 %) (60). Elevace PTH by mohla byt citlivym
indikatorem nedostatku vapniku 1 u pred¢asné narozenych déti. Dlouhodobé zvySeni hladiny
PTH ptimo indukuje resorpci kosti a sniZzuje obsah minerald v kostech, coZz miize vést ke
zlomeninam. Pfitomnost hyperparatyredzy muize byt tedy kli¢ovym ukazatelem zdvaznosti
osteopatie predcasné narozenych déti. Na zaklad¢ prospektivni studie zahrnujici 79 piredcasné
narozenych novorozencti s porodni hmotnosti niz§i nez 1250 g, Carolina Moreira (61)
predpokladala, Ze PTH miiZe byt asnym markerem MBD s lepsi specificitou nez alkalicka
fosfatdza. Dle soucasnych poznatkli neni jasné, zda jsou referen¢ni hodnoty PTH pro
pied¢asné¢ narozené novorozence shodné nebo odlisné od téch, které se pouzivaji u
donoSenych novorozenci nebo dospélych (57-59, 62). Vzhledem k tomu, Ze referencni
hodnoty nejsou znamy, lze spekulovat o tom, ze zvySené hladiny PTH u pifedcasné
narozenych novorozencli jsou vysledkem jejich adaptacnich postnatdlnich procest.
K zodpovézeni téchto otazek je zapotiebi dalSich studii s cilem stanoveni fyziologickych mezi
PTH pro nedonoSené¢ novorozence a odhaleni skute¢né incidence sekundarni

hyperparatyredzy v souvislosti s rozvojem MBD.
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3.4.5 Lécba metabolického kostniho onemocnéni nezralych novorozencti

Zakladem tspésné l1écby MBD a tim snizeni rizika moznych nasledki tohoto
onemocnéni je diislednd prevence nedostatetné dodavky substratli pro mineralizaci kosti.
Podstatou prevence/lécby MBD je ¢asna optimalni nabidka véapniku, fosforu a vitaminu D

cestou parenteralni i enterdlni vyzivy.

3.4.5.1 Parenteralni vyziva

V parenteralni vyzivé jsou kalcium a fosfor pfimo dostupné pro metabolismus, ale
limitujicim faktorem je precipitace Ca a P v roztoku neboli $patna rozpustnost kalciovych a
fosfatovych soli. Lepsi rozpustnost téchto soli a tim vyssi retenci Ca a P do kosti zajiStuje —
molarni pomér Ca:P 1-1.3:1 (hmotnostni pomér 1.3-1.7:1), uziti organickych soli (kalcium
glukonat, kalcium chlorat nebo glycerol fosfat sodny). Nevyhodou velmi oblibeného Ca
glukonatu je vys$si kontaminace hlinikem. Obsah Ca do 60 mg/100 ml a P do 47 mg/100 ml
roztoku parenteralni vyZivy je spojen se stabilni kostni a minerdlovou homeostazou (retence
Ca a P pfes 90%), bez zvySeného rizika hyperkalciurie. VéEtSina v soucasnosti uzivanych
roztokl parenterdlni vyZivy nam dovoli dosdhnout pfiblizné 60-70 % fyziologickych
intrauterinnich potieb Ca a P (90 mg/kg/den respektive 70 mg/kg/den, tj. do maximalni davky
2.25 mmol/kg/den) (1, 22, 63). Studie na poli parenterdlni vyZivy jasné prokazaly, ze
deficience vitaminu D je pfi totalni parenterdlni vyzivé u novorozencti vzacna a neni divodem
rozvoje MBD. Dodavka 160-400 IU/kg/den v lipidovych emulzich je dostate¢nd (napf.
Vitalipid obsahuje 40 IU/ml) (1). Doporuc¢ené davky minerald a vitaminu D pro parenteralni

vyzivu nezralych novorozencii shrnuje tabulka 2.
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Tabulka 2 Doporucené diavky minerali a vitaminu D pro parenteralni vyZivu nezralych
novorozencil.

(1 mmol = 40 mg Ca, 1 mmol = 31 mg P)

Ca P Vitamin D Ca/P pomér
60-90 mg/kg/den 47-70 mg/kg/den 1,3:1-1.7:1 (mg:m

e e 160-400 IU/kg/den gme)
1.5-2.25 mmol/kg/den  1.5-2.25 mmol/kg/d 1:1 —1.3-1 (mmol:mmol)

Voln¢ prevzato z (1).

3.4.5.2 Enteralni vyziva

Adekvatni enterdlni vyziva s optimalnim obsahem a pomérem kalcia a fosforu pro
tvorbu hydroxyapatitu mé kli¢ovou ulohu v prevenci MBD nezralych novorozenci.
Z gastrointestindlniho traktu se vstiebava pfiblizné 50-60 % kalcia a 80-90 % fosforu (1, 22,
53). Bilan¢ni metabolické studie u nezralych novorozencii, krmenych fortifikovanym
zenskym mlékem nebo formuli pro nedonoSené novorozence, prokazaly, Ze maximalni mozna
retence kalcia a fosforu je 60-90 mg/kg/den, respektive 50-75 mg/kg/d. I kdyz tyto hodnoty
jsou niz8i neZ zjisténa intrauterinni akrece, zda se, Ze jsou dostate¢né k prevenci rozvoje
MBD. Na zdklad¢ informaci o vstfebatelnosti a retenci kalcia a fosforu byla vytvofena
stavajici doporuceni (tabulka 3). V zamoti ptikladaji vétsi vyznam pasivni difuzi Ca a P pies
sttevni sténu (1, 53), kdezto v Evropé pfevlada nazor nezastupitelnosti aktivniho vitamin D
dependentniho transportu vapniku a castecné i1 fosforu ze stfeva (51). To se odrazi
v oficidlnich doporu€enich, Americkd akademie pro pediatrii doporucuje maximalizovat
dodavku Ca a P (az 220mg/kg/den Ca; 140mg/kg/den P), kdezto evropska spole¢nost pro
détskou gastroenterologii a vyzivu navrhuje niz§i davky minerali (140 mg/kg/den Ca; 90
mg/kg/den P), ale dvojnasobné vyssi davku vitaminu D (1000 IU/den versus 400 [U/den) (51,
53).
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Tabulka 3 Doporucené davky mineralii a vitaminu D pro enteralni vyZivu nezralych

novorozencu.

Itani, Tsang 2006 ESPGHAN 2010 AAP 2013
Ca (mg/kg/den) 120-200 120-140 150-220
P (mg/kg/den) 70-120 65-90 75-140
Vitamin D (IU/den) 150-400 800-1000 200-400

Voln¢ ptevzato z (1).

3.5 VitaminD

Vitaminy skupiny D jsou pfedev§im endogenni produkty savéich organismi a
n¢kterych rostlin resp. hub, z nichz jsou syntetizovany vlastni u¢inné latky povahy steroidnich
hormont, které se i¢astni celé fady klicovych metabolickych dé&ji prakticky v kazdé jaderné
buiice, at’ uz na endokrinni ¢i subcelularni urovni. Vitamin D tak pfedstavuje nesmirné

zajimavou a pleiotropné pusobici molekulu (64).

3.5.1 Metabolismus vitaminu D

Pod pojmem vitamin D rozumime dva ve vod¢ nerozpustné sekosteroidy —
ergokalciferol (vitamin D2) a cholekalciferol (vitamin D3). Vitamin D2 je rostlinného
pivodu. U novorozenct je vyuzivan zejména jako zdroj vitaminu D pro roztoky parenteralni
vyzivy (napt. Vitalipid N Infant, Fresenius Kabi AB, Uppsala, Sweden). Vitamin D3 je
naopak zivoc¢iSného ptivodu. Je tedy v malém mnoZzstvi soucasti matetského mléka (20
LLU/100 ml) a zejména je vyuzivan pro vyrobu piipravkid pro enterdlni suplementaci
(Vigantol gtt./drops/, Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Vitamin D2 a D3 se vzdjemn¢ lisi
strukturou postranniho fetézce, fyziologické ui€inky obou latek na lidsky organismus se podle
pievazujicich teorii vyznamné nelisi, 1 kdyz zatim neni Gplna jednota v nazorech na ptisobeni
téchto jednotlivych latek. Koncentraci aktivniho vitaminu v séru vSak vice ovliviiuje

cholekalciferol (64).
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V kuzi ptitomny 7-dehydrocholesterol je konvertovan piisobenim UV zafeni na 7-
dehydrocholekalciferol (provitamin D3). Rychlou termickou izomeraci je déale syntetizovan
vlastni vitamin D3, cholekalciferol. U&innost pronikani svétla je pod kontrolou kozniho
pigmentu, dalSim pisobenim UVB zafeni se méni provitamin D3 i vitamin D3 na inaktivni
fotoprodukty. Produkce vitaminu D v kiiZi jakozto hlavniho zdroje pro lidsky organismus se u

nezralych novorozencl neuplatiuje.

Cholekalciferol se za normélnich podminek z vice nez 50 % uklada do tukové tkang,
ktera se tak stava fyziologicky vyznamnou zasobarnou vitaminu D. Plsobenim enzymu 25-
hydroxyldzy (mikrozomalni enzym ze skupiny cytochromu P450 — CYP27A1) se podle
potieb organismu konvertuje u €lov€ka prevazné v jatrech na 25-OH vitamin D3, coz je
pocatecni krok aktivace vitaminu D. K dal$imu metabolickému procesu dochazi v ledvinach,
kde plisobenim enzymu 1-alfa-hydroxylazy (CYP27B1) se konvertuje 25-OH vitaminu D3 na
hlavni metabolit 1-alfa,25(OH), vitamin D3. Podobné je aktivovan i vitamin D2. Syntéza
1,25(0OH),D je ptisné regulovana negativni zpétnou vazbou: vysoké hladiny 1,25(OH),D a
FGF23 inhibuji CYP27B1 a indukuji cytochrom P45024A1 (CYP24A1), ktery transformuje
1,25(OH),D do neaktivni formy 24,25(OH)D (65). Biologicka role 24,25(OH),D zistava stale
kontroverzni. Souc¢asné dogma piedpokladd, Zze 24-hydroxylace je prvnim krokem na cesté k
inaktivaci vitaminu D, at' uz je substratem 25(OH)D nebo aktivni forma vitaminu D.
Katabolicka uloha CYP24A1 byla posilena nalezem ztratové mutace CYP24Al, pii které
dochazi k rozvoji hyperkalcémie. Rada ditkazii viak naznacuje, ze 24,25(0H),D miZe mit
jedinecné biologické ucCinky souvisejici s mineralizaci kosti nebo chrupavky, opravou
zlomenin kosti nebo potlatenim uvolfiovani parathormonu. Toto druhé piisobeni je zvlaste
relevantni u populace pfed¢asné narozenych, u nichZ je vysoké riziko metabolického kostniho

onemocnéni (66).

Metabolismus 25(OH)D je pomérné pomaly s méné té€snou zpétnovazebnou regulaci.
Proto se hladina 25(OH)D v séru zvySuje umérné s pfijmem, a je tak dobrym ukazatelem
nutri¢niho stavu organismu a zasob vitaminu D v téle, nezavisle na hladindch 1,25(OH),D.
Zatimco dominantnim aktivatorem 1-alfa-hydroxyldzy je parathormon, nejvyraznéjSimi
inhibitory jsou jiz vytvofeny 1,25(OH),D a FGF23. Kalcitriol je silnym inhibitorem 1-alfa-
hydroxyldzy, protoze miize potlacit transaktivaci parathormonem (64). Vitamin D a jeho
hydroxylované metabolity jsou lipofilni latky malo rozpustné ve vodé¢. Pfiblizn€ 60-90 %
kalciferolu z potravy je vstiebavano v tenkém stfeve, prevazné v jeho proximalnim useku,

mechanismem podobnym vstiebavani cholesterolu a jinych, v tucich rozpustnych steroli.
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Absorpce je pozitivné ovlivnéna zlu¢ovymi kyselinami, s nimiz vitamin D tvoii komplexy. V
plazm¢ jsou lipofilni molekuly vitaminu pfendseny k cilovym tkdnim transportnimi
bilkovinami. Systémové fizeni homeostazy vitaminu D je komplexni déj, ktery je kontrolovan
hlavnimi a vedlej§imi mechanismy. Jednim z hlavnich mechanismii krom¢ autoregulace
1,25(0OH),D jsou sérové hladiny PTH, ktery zvysuje koncentraci sekosteroidu v séru i tim, ze
zpomaluje jeho degradaci. Soucasné snizuje aktivitu 24-hydroxyldzy, takze klesa podil
neaktivniho metabolitu. Nemén¢ vyznamnym mechanismem je i neptimy stimula¢ni vliv PTH
zprostiedkovany poklesem hladin anorganického fosfatu. Kalcium, jako dals$i z hlavnich
regulator hladin 1,25(OH),D, tlumi aktivitu I-alfa-hydroxyldzy pifimo, ale i nepfimo
prostfednictvim PTH. Vzestup kalcémie produkei 1,25(OH),D snizuje. Mechanismus
regula¢niho uc¢inku fosfatu je zprostiedkovan FGF23, pokles sérové hladiny fosfatu zvySuje
aktivitu 1-alfa-hydroxyldzy. I kdyz vliv fosfatu neni zavisly na PTH, je podstatné slabsi v
porovnani sucinkem PTH. Aktivita 1-alfa-hydroxyldzy je modulovéna také stavem
acidobazické rovnovahy a hladinami nékterych hormonti (inzulin, somatotropin, IGF-I,

prolaktin, kalcitonin a pohlavni hormony) (64).

3.5.2 Vitamin D a imunitni systém

Aktivni metabolit vitaminu D je pfedev§im produktem jedné specializované buiky v
ledvinach a jeho piisobeni je vzdalené od mista produkce cestou vazby na Vdr, coz je jaderny
transkripéni faktor (67). Kalcitriol miize byt syntetizovan i v ostatnich tkanich (napf.
lymfatickd tkan, kiize, pankreas, prostata, mléc¢na zlaza, placenta) (64). Déle je kromé ledvin
l1-alfa-hydroxyldza (CYP27B1) exprimovana imunitnimi buiikami. Tyto buniky majici
autokrinni a / nebo parakrinni ucinky produkuji 1,25(OH),D ve vysoké koncentraci do okoli.
Regulace syntézy CYP27B1 v imunitnich bunkach se 1i$i od signali regulujicich produkci
ledvin 1,25(OH),D. Zanétlivé signaly, jako je lipopolysacharid a cytokiny, indukuji v
monocytech a makrofazich produkci CYP27B1 (65). Predpoklada se, ze takto syntetizovany

kalcitriol je zodpovédny za imunomodulaci.
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3.5.2.1 Vitamin D a vrozeny imunitni systém

Vrozeny imunitni systém je prvni obranou proti infekci. Jeho rychld reakce je
nezbytnd v boji proti patogenim. Kazdy systém téla, véetné imunitniho, podléha zménam pfti
pfechodu z chranéného nitrodélozniho prostfedi do nesmirné odlisSného prostfedi vnéjsiho
svéta. V duasledku nefunkéni ziskané imunity je novorozenec vétSinou zavisly na vrozené
imunit¢ jako ochran¢ pred patogeny béhem tohoto piechodu. Toll-like receptory (TLR)
rozpoznavaji cizi antigeny od vlastnich a nasledné iniciuji imunitni odpovéd’. TLR se zacinaji
vyvijet v enterocytech tenkého stfeva jiz od 18. — 21. tydne téhotenstvi (68), zatimco
intrapulmonalni zanétlivd odpovéd’ neni u fetdlniho mySiho modelu detekovatelna do 14. —
15. dne gestace, coz odpovida ptiblizné 30 tydnim tehotenstvi u lidi (69). Také TLR4 na
monocytech jsou u pfed¢asné narozenych déti exprimované v nizkém poctu (67). Vrozeny
imunitni systém neni u pfedc¢asné narozenych déti s velmi nizkou porodni hmotnosti zcela
funkéni a v Case teprve dozrava. RozliSuje patogeny od vlastnich bunék a rezidentnich
mikrobti (mikrobiom) identifikaci PAMPs (patogen associated molecular patterns;
molekularni vzorce spojené s patogenem) pomoci PRRs (patterns recognition receptors;
receptory rozpoznavajici vzorce). Nejlépe poznané PRRs jsou TLRs (Toll-like receptors).
Jakmile je patogen identifikovan, mlize s nim imunitni systém nalozit celou fadou zpisobu
véetné fagocytdzy, opsonizace nebo prezentace patogenu buitkdm ziskané¢ho imunitniho
systému. Monocyty, makrofagy a epitelialni buniky v reakci na zanétlivé cytokiny a aktivaci
TLR produkuji diky obsahu CYP271B intracelularné kalcitriol s navazujicim intrakrinnim
efektem. ZvySend intracelularni hladina kalcitriolu ve vySe zminénych bunikach imunitniho
systému vede k produkci antimikrobidlnich peptidi (Defensin 2, Cathelicidin). Cathelicidin
zpusobuje poskozeni lipoproteinovych membran mikrobl. Vede také k transkripci gent
Beclin-1 a Atg5 souvisejicich s fagocytézou makrofagi. Kromé piimé antimikrobidlni
aktivity se cathelicidin podili na dalSich imunitnich funkcich, jako je chemotaxe, uvoliovani
cytokinli, zanétliva reakce, vaskuldrni permeabilita a reparace (65, 67). Receptory pro
kalcitriol maji 1 dal$i buiiky vrozeného imunitniho systému. U neutrofilti vitamin D zlepSuje
motilitu a sniZuje produkci leukotrienu B4, ktery hraje dilezitou roli v chemotaxi a
oxidativnim vzplanuti (67). Souhrnné lze fici, Ze vitamin D je schopen modulovat vrozeny
imunitni systém, rovnéz zvysuje fagocytarni schopnost imunitnich bunék a posiluje funkci
mechanické bariéry epitelovych bunck a to zejména ve stieve (Schéma 4). Vzhledem k roli

vitaminu D v obrané¢ organismu proti patogenim, u pacientil postizenych akutnimi nebo
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chronickymi infekcemi musi byt =zajiSténa dostatecnd davka vitaminu D. Schopnost
imunitnich bun¢k hydroxylovat 25(OH)D na jeho aktivni formu 1,25(OH),D naznacuje, Ze u
pacientl s infekcemi je podavani vitaminu D lepsi nez pouziti ptipravkl s hydroxylovanymi
metabolity, aby se umoznila autokrinni / parakrinni funkce 1,25(OH),D bez piekonani

hydroxylace a systému zpétné vazby (65).

Po pojmem mikrobiom se rozumi vSechny komenzalni, symbiotické a patogenni
mikroorganismy zijici v riznych ¢astech lidského téla. Mikrobiom a hostitel maji né€kolik
vztahtll a pro vyvoj, zrani a spravnou funkci imunitniho systému je nutnd dokonald rovnovaha
mezi mikrobiomem a hostitelem. Nékolik ¢lankt naznacuje, Ze vitamin D je jednim z aktérii
komplexniho vztahu mezi mikrobiomem Zijicim ve stfevech (GM) a modulaci imunitniho
systému. Vitamin D je zodpovédny za slozeni mikrobiomu, bariérovou funkci stievniho
epitelu a za modulaci imunitniho systému stieva, takze nizké hladiny mohou byt spojeny s
vetsi propustnosti stiev a nasledné s GM-indukovanou metabolickou endotoxemii, ktera

vyvolava zanét nizkého stupné (65).

Chemotaxis
Autophagy
Phagolysosomal
fusion

Monocyte

Macraphage
acrophag Increases

physical barrier
function

Cathelicidin

Induces antimicrobial
peptides

/ | Calcitriol

Defensin 82

x

A

Reduces
inflammation

Schéma 4 Efekt vitaminu D na vrozeny imunitni systétm a stfevni mikrobiom

Zkratky: EC (enteral cell, strevni buitky); GM (gut microbiota, strevni mikrobiom). Prevzato z

(65).
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3.5.2.2 Vitamin D a ziskany imunitni systém

Adaptivni imunitni systém neboli ziskany imunitni systém je druhou obranou proti
infekci. Jeho tlohou je specificky bojovat proti patogeniim, je aktivovan expozici patogentim
a na rozdil od vrozeného imunitniho systému je diky imunologické paméti schopen
odpovidajicim zptisobem zvysit svoji imunitni odpovéd’. Adaptivni imunitni systém se sklada
z T a B lymfocytt a je také zodpoveédny za autoimunitni reakci. T, B lymfocyty a dendritické
buitkky také exprimuji CYP27A1 a CYP27B1 spolu s Vdr. Jsou proto citlivé na
imunomodulac¢ni ucinky vitaminu D. Vdr je exprimovan pouze v aktivovanych T a B
lymfocytech (65, 67). V experimentdlnich modelech byl prokazdn imunomodulac¢ni vliv
kalcitriolu na nékolika trovnich. Za prvé ,down-reguluje imunitni odpovéd
zprosttedkovanou Thl lymfocyty, ¢imz inhibuje produkei prozanétlivych cytokind. Za druhé
zvySuje imunitni odpovéd’ zprostfedkovanou Th2 lymfocyty . A za tfeti ma schopnost
suprimovat Th17 aktivitu a podpofit regulacni T lymfocyty (Tregs). Th17 lymfocyty
produkuji IL-17 a jsou spojovany s patogenezi nékterych autoimunitnich chorob. Celkovy
ucinek vitaminu D na diferenciaci Th lymfocyti mize byt také zprosttedkovan jeho ¢inkem
na dendritické buniky, jednd se o buiiky prezentujici antigen (APC), které jsou odpoveédné za
Modulace APC je rozhodujici pro iniciaci a udrZeni adaptivni imunitni odpovédi a vlastni
tolerance. In vitro diferenciace dendritickych bunék v pfitomnosti 1,25(OH),D indukuje
»tolerantni stav‘* charakterizovany nizkymi hladinami zanétlivych cytokint, jako je IL-12 a
bun¢k a indukci apoptoézy v autoreaktivnich T lymfocytech (65, 67) (Schéma 5). Souhrnné
vzato, k prokdzani skute¢né ulohy vitaminu D v modulaci ziskaného imunitniho systému u
lidi nejsou aktudlni znalosti dostatecné. Terapeutické pouziti vitaminu D a jeho metaboliti u
pacientli s cilem modulovat ziskany imunitni systém nemd prozatim dostateCnou literarni

oporu (65).
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Schéma 5 Efekt vitaminu D na ziskany imunitni systém

Zkratky: APC, antigen predkladajici bunky, IFN, interferon, IL, interleukin; Thl, T pomocné
lymfocyty 1; Th2, T pomocné lymfoty 2; Thi7, T pomocné lymfocyty 17; TNF, tumor necrosis
factor, Treg, T regulacni lymfocyty. Prevzato z (635).
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3.5.3 Hodnoceni zasob vitaminu D

Cirkulujici 25(OH)D je nejlepSim indikatorem stavu vitaminu D v organismu (56).
Ackoli neexistuje globalni shoda o optimalnich hladinach 25(OH)D v séru, u mnoha autorti je
sérova koncentrace <50 nmol/l povazovana za deficitni a sérova koncentrace <25 nmol/l pak
za te€zky deficit vitaminu D pro celou détskou populaci (70-74). Hladina kalcidiolu vétsi nez
50 nmol/l je jednoznacné spojovana s prevenci rachitidy v détském veéku, onemocnéni
zpusobeného zavaznou nutri¢ni deprivaci (51, 70) . S rostoucim povédomim o dalSich vlivech
vitaminu D na imunitni systém, respiracni systém, alergické a atopické onemocnéni, byla
navrzena optimalni hladina 25(OH)D > 75 nmol/l (51, 75, 76). Nicméné optimalni hladina
vitaminu D pro novorozence zlstava nadale neznama a aplikace norem pro dospélé na
novorozence je zpochybnitelna (72). K dispozici mdme pouze omezené udaje o klinické
diilezitosti optimélni hladiny vitaminu D v séru (> 50 nebo 75 nmol/l), zejména u predcasné
narozenych novorozencl a stile existuje mnoho kontroverzi. Nalezeni optimalni hladiny
vitaminu D pro pfedCasné narozené déti v asném novorozeneckém obdobi vyzaduje dalsi

vyzkum.

Relativné nedavno zacal byt pro stanovovani vitaminu D pouZivan systém tandemové
hmotnostni spektrometrie s kapalinovou chromatografii (LC — MS / MS). Zejména pro své
rychlejsi, specifictéjsi a citlivéjsi hodnoceni si systém ziskal Siroké uplatnéni (77). Z diivodu
jejich snadného pouziti v klinické praxi stale prevazuje pouZiti velice rozsifenych imunoeseji
a to enzymatickd imunoesej (EIA) a radio imunoesej (RIA). Gallo prokazal, Ze ve srovnani s
LC — MS / MS maji oba imunologické testy Spatné Bland-Altmanovy meze shody pro
sérovou hladinu 25(OH)D (RIA: meze shody —27 az +13%; EIA: —12 az 41%). Vysledky
sérovych hladin vitaminu D pomoci obou imunotesti byly velmi odlisné. Divodem je
pravdépodobné interference protilatek s jinymi metabolity vitaminu D jako je 24,25(OH),D
nebo C-3 epimery 25(OH)D [C3-epi-25(OH)D]. Na zakladé téchto tidajii se u novorozencii a
kojencti do 6 tydnii doporucuje LC-MS / MS ke stanovovani hodnot vitaminu D (77).
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3.5.3.1 C3 epimery vitaminu D

Jak kalcidiol, tak kalcitriol mohou byt nevratné metabolizovany fadou oxidaci
postranniho fetézce, které vedou k jejich inaktivaci (viz kapitola metabolismus vitaminu D).
Krom¢ toho bylo relativné neddvno objeveno, Ze vitamin D3 mulze byt alternativné
metabolizovan cestou epimerizace C-3, ktera je paralelou ke standardni metabolické cesté
(78). Tento proces byl poprvé popsan v neonatalnich lidskych keratinocytech. Pfi epimerizaci
C-3 je hydroxylova skupina v poloze C-3 A-kruhu pievedena z alfa na beta orientaci. Studie
in vitro 1 in vivo podporuji, ze vSechny meziprodukty metabolismu vitaminu D mohou byt
epimerizovany a ze tyto epimery mohou byt dale metabolizovany stejnymi enzymy
odpovédnymi za hydroxylacni a oxidacni reakce jako ve standardni cesté, ¢cimz se produkuje
C3-epi-25(0OH)D, C3-epi- 1,25(0OH),D a C3-epi-24,25(0OH),D (79). Ackoliv dosud nebyl
identifikovan enzym odpovédny za epimerizaci, aktivita se zdd byt jednosmérnd a nezavisla
na pfitomnosti hydroxylovych skupin v polohdch C-1 nebo C-25. Je také nezéavisly na
enzymech cytochromu P450 (CYP24, CYP27A1 a CYP27B1). Zda se, ze epimerizace je
béZnym mechanismem vsech hlavnich metabolitl vitaminu D. Vyskytuje se 1 v extrarendlnich
tkanich a pouziva enzymy odlisné od klasickych jaternich enzymovych systémt zapojenych

do metabolismu vitaminu D (78).

Biologicka data naznacuji, ze C3-epi kalcitriol poskytuje nékteré, ale ne vSechny
fyziologické vlastnosti kalcitriolu. Studie in vitro a in vivo potvrdily, ze C3-epi-25(OH)D
muze byt metabolizovan na 1,25 - formu. C3-epi-25(OH)D a C3-epi-1, 25(OH),D se vdZou na
vitamin D vazajici protein (DBP) z 36-46 % a na receptor vitaminu D z 2-3 % ve srovnani s
ptisluSnymi 25(OH)D a 1,25(0OH),D. Je zajimavé, Ze C3-epi-1,25(OH),D je schopen potlacit
sekreci parathormonu a indukovat syntézu fosfolipida v plicnich alveolarnich buiikach typu II
v hladinéch ptiblizné rovnych neepimerni formé. Vzhledem k tomu, Ze k této aktivit¢ dochazi
navzdory neekvivalentni vazbé Vdr, predpoklada se, ze C3-epi-kalcitriol ma vyssi

metabolickou stabilitu ve srovnani s kalcitriolem (78).

Na zakladé klinickych studii byla prokazana ptitomnost C3-epi-25(OH)D v kojenecké,
pediatrické 1 dospé€lé populaci. Pfi analyze 9 studii bylo odhaleno, ze primérna hladina C3
epimeru 25(OH)D byla u kojencl do jednoho roku 18.2 nmol/l (coz délalo 21.4 %
z celkového kalcidiolu), v pediatrické populaci (1-18 let) a u dospélych byla primérna
hodnota 2.5, respektive 4.3 nmol/l (5.9, respektive 6.1 % z celkového kalcidiolu) (78).
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C3-epi-25(0OH)D je pritomen u nekterych téhotnych Zen a donoSenych novorozenci, ale
nezdd se, ze by byl ulinné pfenasen transplacentarn¢ (80, 81). U téhotnych Zen bez
suplementace byly hladiny C3 epimerii v matefském séru pfed porodem a v pupecnikové krvi
velmi nizké [1.8, respektive 0 % C3-epi- 25(OH)D z 25(OH)D]. Naopak ve skupiné¢ matek
s pravidelnou suplementaci vitaminem D doSlo k vzestupu C3 epimert jak v séru pied
porodem [6.3 % C3-epi-25(OH)D z 25(OH)D], tak i v pupecnikové krvi [10.5 % C3-epi-
25(0OH)D z 25(0OH)D] (80). V jiné studii byl v pupecnikové krvi donoSenych novorozencti C3
epimer 25(OH)D =z celkového kalcidiolu taktéz do 10 %, u matek byla suplementace
vitaminem D zaznamendna ve 40 % (81). Transplacentarni ptfenos C3 epimerd od matky je
funk¢ni, ale jednozna¢né nehraje hlavni roli. Vysoké koncentrace C3 epimeri v détstvi jsou
pravdépodobné zplsobeny postnatalni tvorbou nez fetdlnimi zasobami (66, 79, 80). I kdyz
zistavd mechanismus vzniku C3 epimerti neznamy, je plné funkéni i u nezralych
novorozencl. Ve skupin€ 32 novorozencu s velmi nizkou porodni hmotnosti bylo zastoupeni
C3-epi- 25(OH)D 6.5-8.0 % =z celkového 25(0OH)D. Postnatalné béhem 4-8 tydnd pii
suplementaci vitaminem D (400-8001U/denn¢) doslo k rychlému vzestupu hladin C3 epimeru
kalcidiolu na 30-45 % z celkového kalcidiolu (66). Sérové vysledky 24,25(OH),D ukazuji, ze
absolutni koncentrace tohoto metabolitu roste v ¢ase velmi pozvolna. To mé za nasledek vyssi
25(0OH)D: 24,25 (OH),D pomér (ratio 20-40) neZ rozmezi pozorované u dospélych (ratio 5-
20). To naznacuje, ze cytochrom CYP24A1l po narozeni dozrdva pomaleji, ¢imZ dochazi

k pomalejsi degradaci 1,25(OH),D (66).

3.5.4 Sérové hodnoty vitaminu D u téhotnych Zen a novorozencti a jejich souvislost

s morbiditou

V poslednich letech se objevila fada studii poukazujicich na deficitni (pod 50 nmol/l)
az té€zce deficitni (pod 25 nmol/l) hladiny 25(OH)D u t¢hotnych Zen a jejich donoSenych 1
nedonosenych novorozenct (55, 82-85). Soucasné¢ bylo zjisténo, ze tyto hladiny spolu
koreluji. Hladina 25(OH)D u donoseného novorozence obvykle dosahuje 70-100 % hladiny
matky (3, 84). Globalni prevalence sérové hladiny 25(OH)D < 50 nmol/l se u téhotnych zen
pohybuje kolem 50 % a u novorozencii kolem 75 %. Tézka deficience vitaminu D (< 25

mmol/l) byla zachycena u ptiblizné 20 % té¢hotnych Zen a 30 % novorozencii (72).
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Ptestoze hlavni funkci vitaminu D je jeho uloha v metabolismu kosti, v poslednich
letech pfitahuji pozornost i jeho dalsi biologické ucinky, zejména ty imunomodulacni.
Klinicky vyzkum na poli vitaminu D byl eskalovan objevem, Ze mnoho typt lidskych bunék
nese receptor pro vitamin D a ten muze hrat roli v regulaci bunécéné proliferace a diferenciace
(74). Hypovitaminéza D u matek béhem té¢hotenstvi a naslednd nedostateCna hladina v
pupecnikové krvi novorozenci je spojovana s moznym rozvojem ndsledujicich chorob:
diabetes mellitus 1. typu v détském véku (86), alergie (87), vyssi riziko infekci hornich a
dolnich cest dychacich, bronchiolitidy zpiisobené respiracnim syncytidlnim virem (RSV),
opakujici se piskéani, bronchidlni astma ve véku 6 let (67, 88, 89), neurokognitivni vyvojové
poruchy (poruchy fec¢i, poruchy autistického spektra v casném détstvi) (90-92) a snizena
kostni hmota u déti a mladych dospélych s naslednym rizikem vzniku ¢asné osteoporozy (10,
93). Existuji presvédcive dikazy, Ze nizkd hladina vitaminu D vede u novorozenct k poruse
funkce imunitniho systému (94-97). Mechanismus, kterym vitamin D ovliviiuje imunitu, je
slozity proces rozebrany v samostatné kapitole (viz 3.5.2). Novorozenci s velmi nizkou
porodni hmotnosti jsou taktéz vyznamné ohrozeni nizkou sérovou hladinou vitaminu D
z diivodu vysoké prevalence deficience vitaminu D v t&hotenstvi, nedostatecné expozice
slune¢nimu zareni b&hem hospitalizace, minimalniho mnoZzstvi tukové tkané (v niz jsou
vitamin D a jeho metabolity skladovany) a diky problémim s dosazenim adekvatni enteralni
vyzivy (53). Na zikladé¢ nckolika studii se zd4, Zze vhodnad koncentrace vitaminu D je
prospésna pro prenatdlni vyvoj plic. Nedostatek vitaminu D je davan do souvislosti s vyS$im
rizikem syndromu dechové tisné (RDS) a bronchopulmondlni dysplédzie (BPD) (98-101).
Nezrali novorozenci jsou vzhledem k €asté hypovitamindze D u matek nachylni k rozvoji
deficitu vitaminu D. Dopad nizkych hladin vitaminu D na €asnou a pozdni morbiditu

nezralych novorozencl by mél byt pfedmétem dalSich studii.

Kombinace celosvétové prokazané vysoké prevalence deficience vitaminu D a
asociace nizkych hladin vitaminu D s fadou onemocnéni prezentujicich se od utlého véku by
méla vést k zamysleni nad adekvatnosti soucasné pouzivanych norem pro hodnoceni zasob
vitaminu D a stim souvisejictho doporuceni pro suplementaci vitaminem D, jak pro
novorozence a déti, tak pro téhotné Zeny. Cilem dal$ich studii by mélo byt zodpovézeni téchto

otazek.
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4 Cile diserta¢ni prace

1) Cile pilotni studie:

Odhadnout fyziologické hladiny parathormonu u novorozencii velmi nizké porodni

hmotnosti bez zdvazné morbidity a posoudit vztah mezi PTH a 25(OH)D, celkovym

sérovym vapnikem, sérovym fosforem a alkalickou fosfatazou.

2) Cile prospektivni observacni kohortové studie:

a)

b)

Zhodnotit stav vitaminu D u matek a jejich novorozencii s velmi nizkou
porodni hmotnosti pfi narozeni a pii propusténi z nemocnice pii soucasném
obecné doporucovaném davkovéani vitaminu D Evropskou spolecnosti pro
détskou gastroenterologii, hepatologii a vyzivu.

Porovnat laboratorni parametry kostnitho metabolismu a sledované
charakteristiky ¢asné nemocnosti ve skupin€ novorozencli velmi nizké porodni
hmotnosti s hladinami 25(OH)D v pupecnikové krvi < 25 nmol/l ve srovnani
se skupinou novorozencti velmi nizké porodni hmotnosti s hladinami 25(OH)D
v pupecnikové krvi > 25 nmol/l.

Zhodnotit, zda je vitamin D v pupecnikové krvi rizikovy faktor pro syndrom

dechové tisn€ u pred¢asné narozenych déti.
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5 Metody a soubor nemocnych

5.1 Parathormon - referencni meze u novorozencii velmi nizké porodni
hmotnosti a souvislost s dalSimi ukazateli kostniho metabolismu - pilotni

studie

5.1.1 Soubor pacientii

Klinické studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové
(referencni  ¢islo 2013010 S11P). Jednalo se o prospektivni observaéni studii v
Perinatologickém centru Fakultni nemocnice Hradec Kralové, kterd zahrnovala novorozence s
porodni hmotnosti 1000 az 1500 g narozenych ve 27. az 31. gestatnim tydnu, v obdobi od
listopadu 2013 do zati 2014. Rodic¢e podepsali informovany souhlas pted zafazenim jejich
dité¢te do studie. Do studie byli zahrnuti pfedcasn¢ narozeni novorozenci bez jiné zavazné
novorozenecké komorbidity. Vylucovacimi kritérii byly vrozené vyvojové vady, intrauterinni
rustova restrikce, intraventrikularni krvaceni stupné III a IV dle Volpeho klasifikace (102),
periventrikularni leukomalacie, bronchopulmonalni dysplazie stfedniho a tézkého stupné dle
Jobeho klasifikace (103), nekrotizujici enterokolitida klasifikovana dle Bellovy stupnice

(104), sepse s multiorganovou dysfunkci a novorozenci, kteti zemieli béhem hospitalizace.

5.1.2. Protokol studie

Vzorky krve byly ziskavany pfednostné z pupecniho provazce pii narozeni. Pouze v
pfipadé nedostupnosti pupecnikové krve byla pfi pfijmu na novorozeneckou jednotku
intenzivni péce odebrana krev pfimo novorozenci. Krev byla analyzovana na hladiny PTH a
25(OH)D. PTH, 25(0OH)D, S-Ca, S-P a ALP byly méfeny jedenkrat tydné az do 36. tydne
téhotenstvi. Odbéry krve byly provadény mezi 7. a 8. hodinou ranni. Krev byla odebrana do
standardni zkumavky a centrifugovana nejpozdéji do 30 minut. Po oddéleni séra byly
okamzité stanoveny hladiny S-Ca, S-P, ALP a PTH. Druh4 ¢ést séra byla ihned zmrazena na
teplotu -80 °C a skladovéana do definitivni analyzy 25(OH)D. S-Ca, S-P a ALP byly mé&feny
systémem Cobas 8000, Roche, Basilej, Svycarsko.

Parathormon byl analyzovan chemoluminiscenénim testem na Liaison XL (DiaSorin
Deutschland GmBH, Dietzenbach, Némecko) uréenym pro kvantitativni stanoveni 1-84 PTH

s vylou¢enim zktiZzené reakce s 7-84 PTH fragmentem obsazenym v lidském séru. Jedna se o
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jednu ze dvou imunoanalyz tfeti generace. Referencni rozmezi pro dospélé je 1 - 7 pmol/l.

Varia¢ni koeficient je 5,3 % (105). Vzorky séra nebyly pied analyzou nikdy rozmrazeny.

25(OH)D byl stanoven pomoci izotopové dilucni kapalinové chromatografie -
tandemové hmotnostni spektrometrie ID-LC MS/MS. Tento test kvantitativné méfil oba
hlavni metabolity vitaminu D - 25(OH)D2 a 25(OH)D3, nezavisle na sob¢, stejné¢ jako C3
epimery téchto metabolitii. ID-LC MS/MS je referencni metoda, ale LC MS/MS s pouzitim
standardniho referen¢niho materidlu SRM972 pro vnitini kontrolu kvality od National
Institute of Standards and Technology (NIST) umoznuje laboratofim také kontrolovat, zda je
jejich metoda zatiZena interferenci s C3 epimery. Citlivost LC MS/MS metody a separace epi
25(0OH)D3 C3 epimert z metabolit 25(OH)D2 a 25(0OH)D3 je velmi dulezita pro vzorky od
déti do 1 roku véku, aby se predeslo nadhodnoceni cirkulujiciho 25(OH)D (106). Pro ucely
této studie jsme definovali celkovy 25(OH)D jako soucet 25(OH)D2 a 25(OH)D2 bez C3
epimert 25(OH)D2,3.

Parenteralni a enteralni vyziva sledovanych novorozenct byla vedena podle nutri¢niho
protokolu, ktery byl sestaven dle aktualnich vyZzivovych doporuceni pro piedcasné narozené
novorozence (1, 51, 53). V parenterdlni vyzivé byl pfivod Ca a P postupné zvySovan z 1
mmol/kg/den béhem prvniho dne na 2.25 mmol/kg/den béhem nasledujicich 4 - 5 dnd.
Enteralni vyZiva byla zahdjena 30 ml mléka/kg/den a navySovéana o 30 ml mléka/kg/den. Déti
byly zZiveny fortifikovanym matefskym mlékem (Nestlé FM85) nebo specialni formuli pro
nezralé novorozence (Nutrilon Nenatal, Nestl¢ PreBeba). Cilové mnozstvi mléka bylo 175 -
185 ml/kg/den s odpovidajicim dennim piijmem vapniku 190-210 mg/kg/den a fosforu 105-
140 mg/kg/den. Suplementace Ca a P byla zahajena na zéklad¢€ nutri¢niho protokolu pouze u
novorozencl s hypofosfatemii pod 1.8 mmol/l prokazané ve dvou po sobé nasledujicich
vzorcich krve. Snizeni sérového fosforu pod 1.8 mmol/l je zplsobeno bud prostym
nedostatkem fosforu nebo nasledkem nedostatku vapniku mechanismem sekundarni
hyperparathyre6zy. Z tohoto divodu byla suplementace realizovana formou Ca/P kapsli
obsahujicich 52 mg Ca a 26 mg P pfi denni davce 2 kapsle/kg, ale ne diive nez ve 3. nebo 4.
tydnu Zivota. Ugelem bylo nabidnout ditéti optimalni pomér Ca:P (2:1) a nezasahovat piilis

rychle do adaptacniho postnatalniho obdobi trvajiciho dva az tfi tydny.

Enterélni a parenteralni aplikace vitaminu D v§em novorozenciim zafazenym do studie
byla v souladu s doporuc¢enim Evropské spolecnosti pro détskou gastroenterologii, hepatologii

a vyzivu (51). Po narozeni byla dodévka vitaminu D zajiSténa parenteralni vyzivou
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obsahujici vitamin D2 (Vitalipid N Infant, Fresenius Kabi AB, Uppsala, Svédsko). Po
dosazeni enterdlniho piijmu mléka nad 150 ml/kg/den byla zahdjena suplementace 500 IU
vitaminu D3 (Vigantol gtt./kapky/, Merck KGaA, Darmstadt, Némecko). Pii cilové déavce
fortifikovaného mateiského mléka nebo formule pro nedonosené 175 - 185 ml/kg/den byl

celkovy denni piijem vitaminu D mezi 800 - 1000 IU.

5.1.3. Statistické hodnoceni

Pro zhodnoceni demografickych a klinickych charakteristik pfedasné narozenych
novorozencu byla pouzity metody deskriptivni statistiky. VSechny hodnoty minerald v séru a
moci, ALP, PTH a 25(OH)D jsou vyjadifeny jako median a mezikvartilové rozmezi (IQR). K
posouzeni vztahu mezi PTH a dal$imi laboratornimi parametry kostniho metabolismu byl

pouzit Spearmantv korelacni test. Hladina vyznamnosti byla stanovena na o = 0.05.

5.1.4. Cile pilotni studie
Odhadnout fyziologické hladiny parathormonu (PTH) u novorozencli velmi nizké
porodni hmotnosti bez zdvazné morbidity a posoudit vztah mezi PTH a 25(OH)D, celkovym

sérovym vapnikem (S -Ca), sérovym fosforem (S- P) a alkalickou fosfatazou (ALP).

5.2 Prospektivni observacni kohortova studie

5.2.1. Cile prospektivni observacni studie

Primérnim cilem bylo zhodnotit stav vitaminu D u matek a jejich novorozenct s velmi
nizkou porodni hmotnosti pfi narozeni a pfi propusténi z nemocnice pii soucasném obecné
doporuc¢ovaném davkovani vitaminu D Evropskou spole¢nosti pro détskou gastroenterologii,

hepatologii a vyZivu.

Sekunddrnim cilem bylo porovnat laboratorni parametry kostniho metabolismu a
sledované charakteristiky ¢asné nemocnosti ve skupiné¢ novorozencii velmi nizké porodni
hmotnosti s hladinami 25(OH)D v pupecnikové krvi < 25 nmol/l ve srovnani se skupinou
novorozencl velmi nizké porodni hmotnosti s hladinami 25(OH)D v pupeénikové krvi > 25

nmol/l.

Tercialnim cilem bylo posoudit, zda je vitamin D v pupecnikové krvi rizikovym

faktorem pro syndrom dechové tisn¢ u predcasné narozenych déti.
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5.2.2. Soubor pacientii

Studie byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové (referencni
¢islo 201510 S14P). Studie probihala v perinatologickém centru Fakultni nemocnice Hradec
Kralové a zahrnovala vSechny novorozence s porodni hmotnosti do 1500 g pfijaté na jednotku
intenzivni a resuscita¢ni péce pro novorozence v obdobi od ledna 2015 do prosince 2016. Od
vSech t¢hotnych Zen pfed hrozicim pfedCasnym porodem byl ziskdn informovany pisemny
souhlas a poté rodi¢e podepsali informovany souhlas pfed zarazenim novorozence do studie.
Informace o prenatalni suplementaci vitaminu D matkdm pfedCasné narozenych novorozenct

zafazenych do studie nejsou k dispozici.

5.2.2.1. Stav vitaminu D u matek a jejich novorozencii s velmi nizkou porodni
hmotnosti pri narozeni (pupecnikova krev) a pri propusténi z nemocnice pri
soucasném obecné doporucovaném davkovani vitaminu D.

Kritéria pro vylouceni ze studie byla: neposkytnuti informovaného souhlasu se studii;
chybéjici vysetfeni vitaminu D v matefském séru pfed porodem nebo chybéjici vySetfeni
vitaminu D z pupecni krve; novorozenci, kteti zemfeli kratce po narozeni anebo méli vrozené

vyvojové vady.

5.2.2.2. Laboratorni parametry kostniho metabolismu a sledované
charakteristiky ¢asné morbidity ve skupiné novorozencii velmi nizké porodni
hmotnosti. Vitamin D jako rizikovy faktor pro syndrom dechové tisné u predcasné
narozenych déti.

Kritéria pro vylouceni ze studie byla: neposkytnuti informovaného souhlasu se studii;
chybéjici vySetteni vitaminu D z pupecni krve; intrauterinni riistova restrikce plodu; vrozené

vyvojové vady novorozence.

5.2.3. Protokol studie

Tehotnym zendm byly vzorky zilni krve odebrany kratce pfed porodem. Déle byly
provedeny odbéry krve z pupecniho provazce, u novorozenct byly realizovany odbéry zilni
krve ve stafi 28 dni a pfi propusténi z nemocnice. Vzorky matefského séra a pupecnikové
krve byly analyzovany pouze na sérové hladiny 25(OH)D. Parathormon, 25(OH)D, S-Ca, S-
P, alkalicka fosfatdza, vapnik v moci a fosfor v moci vyjadiené jako pomér ke kreatininu
v mo¢i byly méfeny u novorozencti ve staii 28 dni a pii propusténi z nemocnice. Odbéry krve

byly provadény mezi 7. a 8. hodinou ranni. Krev byla odebrana do standardni zkumavky a
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centrifugovana nejpozde€ji do 30 minut. Po odd€leni séra byly okamzité stanoveny hladiny S-
Ca, S-P, ALP a PTH. Druha cast séra byla ihned zmrazena na teplotu -80 °C a skladovana do
definitivni analyzy 25(OH)D. Pied odbéry krve byly sesbirdny vzorky moce v intervalu Sesti
hodin. Bylo prokazano, Ze vysledky odpadi minerali do moci za 6 hodin vysoce koreluji
s jejich celkovou denni exkreci (46). S-Ca, S-P, ALP, U-Ca, U-P a U-kreatinin byly méteny
systtmem Cobas 8000, Roche, Basilej, Svycarsko. Parathormon byl analyzovan
chemoluminiscenénim testem na Liaison XL (DiaSorin Deutschland GmBH, Dietzenbach,
Némecko) uréenym pro kvantitativni stanoveni 1-84 PTH s vyloucenim zktizené reakce s 7-
84 PTH fragmentem obsazenym v lidském séru. Jedna se o jednu ze dvou imunoanalyz tteti
generace. Referencni rozmezi pro dospélé je 1 - 7 pmol/l. Varia¢ni koeficient je 5,3% (105).

Vzorky séra pied stanovovanim PTH nebyly nikdy zmrazeny.

25(OH)D byl stanoven pomoci izotopové dilu¢ni kapalinové chromatografie -
tandemové hmotnostni spektrometrie ID-LC MS/MS. Tento test kvantitativné méfil oba
hlavni metabolity vitaminu D - 25(OH)D2 a 25(OH)D3, nezavisle na sobg, stejné jako C3
epimery téchto metabolitt. ID-LC MS/MS je referencni metoda, ale LC MS/MS s pouzitim
standardniho referen¢niho materidlu SRM972 pro vnitini kontrolu kvality od National
Institute of Standards and Technology (NIST) umoziuje laboratofim také kontrolovat, zda je
jejich metoda zatiZena interferenci s C3 epimery. Citlivost LC MS/MS metody a separace epi
25(0OH)D3 C3 epimert z metaboliti 25(OH)D2 a 25(OH)D3 je velmi dilezit4 pro vzorky od
déti do 1 roku véku, aby se predeslo nadhodnoceni cirkulujiciho 25(OH)D (106). Pro tcely
této studie jsme definovali celkovy 25(OH)D jako soucet 25(OH)D2 a 25(OH)D3 bez C3
epimert 25(OH)D2,3.

Parenteralni a enteralni vyziva sledovanych novorozencii byla vedena podle nutri¢niho
protokolu, ktery byl sestaven dle aktualnich vyzivovych doporuceni pro piedcasné narozené
novorozence (1, 51, 53). V parenteralni vyzivé byl ptivod Ca a P postupné zvySovan z 1
mmol/kg/den béhem prvniho dne na 2.25 mmol/kg/den béhem nasledujicich 4 - 5 dnt.
Enteralni vyZiva byla zahdjena 30 ml mléka/kg/den a navySovdna o 30 ml mléka/kg/den. Déti
byly ziveny fortifikovanym matefskym mlékem (Nestlé FM85) nebo specidlni formuli pro
nezralé novorozence (Nutrilon Nenatal, Nestlé PreBeba). Cilové mnozstvi mléka bylo 175 -
185 ml/kg/den s odpovidajicim dennim piijmem vapniku 190-210 mg/kg/den a fosforu 105-
140 mg/kg/den. Enteralni a parenteralni aplikace vitaminu D v§em novorozenciim zarazenym
do studie byla v souladu s doporu¢enim Evropské spolecnosti pro détskou gastroenterologii,

hepatologii a vyzivu (51). Po narozeni byla dodavka vitaminu D zajiSt€na parenteralni
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vyzivou obsahujici vitamin D2 (Vitalipid N Infant, Fresenius Kabi AB, Uppsala, Svédsko).
Po dosazeni enteralniho ptijmu mléka nad 150 ml/kg/den byla zahdjena suplementace 500 [U
vitaminu D3 (Vigantol gtt./kapky/, Merck KGaA, Darmstadt, Némecko). Pii cilové déavce
fortifikovaného mateiského mléka nebo formule pro nedonosené 175 - 185 ml/kg/den byl

celkovy denni pfijem vitaminu D mezi 800 - 1000 IU.

Ackoli neexistuje globalni shoda o optimalnich hladinach 25(OH)D v séru, u mnoha
autorud je sérova koncentrace <50 nmol/l povazovana za deficientni a sérova koncentrace <25
nmol/l pak za tézkou deficienci vitamin D pro celou détskou populaci (70-74). Novorozenci
spliiujici indikacni kritéria byli rozdéleni podle sérové hladiny 25(OH)D na dvé skupiny: na
skupinu A s hladinou 25(OH)D < 25 nmol a skupinu B s hladinou 25(OH)D > 25 nmol/l.

5.2.4. Sledované laboratorni a klinické charakteristiky

Laboratorni meéfeni zahrnovala hladiny vépniku, fosforu, alkalické fosfatizy a
parathormonu v séru a kreatininové indexy véapniku a fosforu v moci. Mezi klinické
charakteristiky byly zafazeny: intubace na porodnim sale, skore APGAR <3 v 1. a 5. minut¢,
syndrom dechové tisné (RDS; diagnostika se zakldda na pfitomnosti dechové tisné a
typickych radiologickych ndlezii na rentgenovém snimku hrudniku), podéni surfaktantu,
bronchopulmonalni dysplazie (BPD, > stfedni stupen; definice BPD podle Jobeho a
Bancalariho (103)), pouziti kortikosteroidti (hydrocortison) pro BPD, medikament6zné¢ 1é¢ena
oteviena tepenna ducej (patent ductus arteriosus, PDA), pneumothorax, nekrotizujici
enterokolitida (NEC; definovano pomoci Bellovych kritérii (104)), spontanni stfevni
perforace (SIP), intraventrikuldrni krvéaceni (stupen II-IV, definovano podle Volpeho
klasifikace (102)), cysticka periventrikuldrni leukomalacie (PVL), ¢asnd a pozdni sepse
(kultivaéné prokazana nebo klinicky suspektni sepse 1é¢ena antibiotiky po dobu nejméné 5
dntll), retinopatie nedonoSenych novorozencii vSech stupiii, délka hospitalizace, hmotnost,
vySka a obvod hlavy pii propusténi, pocet dnli ventilaéni podpory do propusténi (neinvazivni
pozitivni pietlakovd ventilace a uméla plicni ventilace), denzitometrie bederni patefe pii
propusténi a mortalita. Kostni mineralizace byla hodnocena pfed propusténim pomoci kostni
denzitometrie s pouzitim komercné dostupného piistroje DXA (Hologic Discovery A,
vyrobce, Hologic Inc., 250 Campus Drive, Marlborough, MA 01752 USA) v rezimu AP
Spine, protokol Infant Spine Analysis (APEX pro Windows 7 verze 4.5.3.2); Hologic).
Cilovou oblasti byla denzitometrie bederni patete (L1-L4). VSechna vySetteni provedl jeden
technik. Kostni minerdlni denzita (BMD, g/cm2) byla kalkulovéna jako podil obsahu
mineralnich latek (BMC, g) na plochu kosti (BA, cm?2).
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5.2.5. Statistické hodnoceni

Data byla analyzovéana pomoci statistického softwaru NCSS 11 (2016) (NCSS, LLC.
Kaysville, Utah, USA, ncss.com/software/ncss). Kvalitativni data jsou prezentovana jako Cisla
a procenta, zatimco kvantitativni data jsou uvaddéna jako median s mezikvartilovym rozmezim
(IQR). Pro kvalitativni udaje bylo meziskupinové srovnani provedeno pomoci testu chi-
kvadrat nebo Fisherova exaktniho testu. Pro kvantitativni daje bylo meziskupinové
porovndni vypocteno pomoci Mann-Whitneyho nebo Kolmogorov-Smirnovova testu.
Srovnéani mezi vice nez dvéma skupinami bylo vypocteno pomoci Kruskall-Wallis ANOVA s
post-hoc Dunnovym testem. Ke stanoveni korelace mezi dvéma kvantitativnimi parametry ve
stejné skupiné byly pouZity Spearmanovy korelacni koeficienty. Nakonec byla pouzita
logicka regresni analyza k posouzeni rizikovych faktort RDS. Hladina vyznamnosti byla

stanovena na o = 0.05.

6 Vysledky

6.1 Parathormon - referen¢ni meze u novorozenci velmi nizké porodni
hmotnosti a souvislost s dalsimi ukazateli kostniho metabolismu - pilotni

studie

V obdobi od listopadu 2013 do zati 2014 bylo hospitalizovano 45 novorozencli s porodni
hmotnosti 1000 g az 1500 g. 20 z nich splnilo vstupni kritéria pro tuto pilotni studii. Ostatni
byli vylouceni, nejCastéji z divodu zavazné morbidity (schéma 6 - vyvojovy diagram studijni
skupiny). Median (IQR) gesta¢niho tydne byl 29.2 (28.1-30.1) a porodni hmotnost byla 1255
g (1150-1365 g). 65 % (13) sledované skupiny tvofili chlapci a 35 % (7) divky. Parenteralni
vyziva byla podavéana po dobu 6 dnt (IQR 5-8,5) a béhem nasledujiciho hospitalizaéniho
pobytu byla enteralni vyziva 13 déti zajiSténa fortifikovanym matetskym mlékem, u 6 déti
kombinaci fortifikovaného matetského mléka a formule pro nedonosené a pouze formuli pro
nedonosené u 1 novorozence. Pouze 3 novorozenci potiebovali dodate¢nou suplementaci Ca a
P od 2. mésice zivota. 80 % déti trpélo syndromem dechové tisné a median (IQR) trvani

podpory dychani byl 22 (2-37) dnti. Vzhledem k metodice studie nedoslo u zadného
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novorozence k rozvoji zévazné novorozenecké komorbidity. Demografické a klinické

charakteristiky jsou shrnuty v tabulce 4.

Schéma 6 Vyvojovy diagram souboru pacienti

45 novorozenct s porodni
hmotnosti 1000-1500 g bylo
prijato na JIRP pro novorozence

20 novorozenctd splfiovalo 25 nespliiovalo vstupni kritéria pilotni
vstupni kritéria pilotni studie studie z téchto divodu:
*  nitrodéloZni ristova restrikce plodu
(16x)
* nitrokomorové krvaceni IV. stupné
(1x)

*  periventrikuldrni leukomalacie (1x)

*  sepse se syndromem
multiorganového selhani (1x)

* nekrotizujici enterokolitida (1x)

* neposkytnuti informovaného
souhlasu (5x)
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Tabulka4 Demografické a klinické charakteristiky

Charakteristiky Hodnoty

Porodni hmotnost, g, median (IQR) 1255 (1150 — 1365)
Gestacni tyden, median (IQR) 29.2 (28.1-30.3)
Kompletni indukce plicni zralosti, pocet (%) 12 (60)
Muzské pohlavi, pocet (%) 13 (65)
Syndrom dechové tisné, pocet (%) 16 (80)
nCPAP, dny, median (IQR) 22 (2-37)
Uméla plicni ventilace, dny, median (IQR) 0 (0-0)
Enteralni vyZiva - fortifikované materské mléko, pocet (%) 13 (65)
Enteralni vyZiva — Formule pro nedonoSené déti, pocet (%) 6 (30)
Parenteralni vyZiva — dny, median (IQR) 6 (5-8.5)
Bronchopulmonalni dysplazie (mirna forma), pocet (%) 10 (50)

Bronchopulmonalni dysplazie (stfedni/téZka forma), pocet 0 (0)

(%)

Pneumothorax 0(0)
Casna sepse novorozence, pocet (%) 0 (0)
Pozdni sepse novorozence, pocet (%) 4 (20)
Nekrotizujici enterokolitida 0 (0)
Nitrokomorové krvaceni stupei L., pocet (%) 7 (35)
Nitrokomorové krvaceni stupern II. a III., pocet (%) 0 (0)
Periventrikularni leukomalacie, pocet (%) 0(0)
Retinopatie nedonoSenych stupei 1., pocet (%) 1(5)
Retinopatie nedonosenych stupen II-V., pocet (%) 0(0)

6.1.1. Parathormon

Hladina PTH v pupecénikové krvi (n = 10) byla velmi nizk4 (median; IQR): 0.9 (0.6 - 1.6)
pmol/l. U ostatnich novorozencli, u nichz nebyla k dispozici pupecnikova krev, byl PTH

méfen v séru béhem prvnich 24 hodin Zivota (n = 7) a jeho hladina byla zcela odlisna
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(median; IQR): 7.4 (4.8 - 11.9) pmol/l. Ve vSech vzorcich vysSetfovanych od prvniho
postnatalniho tydne (n = 134) byl median (IQR) sérovych hodnot PTH 4.1 (2.6 - 6.7) pmol/I.
Hladiny PTH vySetfované v tydennich intervalech jsou shrnuty v tabulce 5. Fyziologické
rozmezi hladin PTH u pfedCasné narozenych novorozencti bylo odhadnuto jako 1.6 - 9.3
pmol/l. Bylo vypocteno jako 10. percentil (dolni mez) a 90. percentil (horni limit) vSech

métenych hladin PTH od prvniho tydne zivota (n = 134).

Tabulka5  Sérové hodnoty PTH a vitaminu D v priibéhu studie

PTH Celkovy 25(OH)D; 3 bez C3 epimeru
Tyden Zivota

(pmol/l) (nmol/1)
0 0.9 (0.6 —1.8) 20.1 (18.6 —25.4)
Pupecnikova krev* (n=10) (n=12)
0 7.4(4.8-11.9) 45.7 (25.0-54.2)
Krev novorozence™* (n=7) (n=238)
1 (n=20) 3.7(2.9-6.5) 40.6 (30.9 — 54.7)
2 (n=20) 543.5-7.2) 51.1 (38.0-57.2)
3 (n=20) 3.53.0-5.4) 55.6 (41.6 — 60.0)
4 (n=20) 4.53.3-6.6) 54.9 (42.6 - 57.7)
5 (n=20) 443.1-64) 53.6 (45.1 -61.1)
6 (n=18) 2.9(2.3-6.0) 52.1(49.9-68.5)
7Tm=11) 56(1.5-7.4) 50.3(41.8—61.7)
8 (n=218) 43(1.4-7.8) 53.2(37.1 - 69.0)
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Legenda:
Median (IQR); PTH — parathormon; 25(OH)D,,; - 25-hydroxy vitamin D, 3
* pupecnikova krev (2x neuspésné stanoveni PTH)

** odber krve novorozenci v prvnich 24 hodindach (Ix neuspésné stanoveni PTH)

6.1.2. Vztah mezi parathormonem a ostatnimi markery kostniho metabolismu

Stanovené hladiny S-Ca, S-P a ALP jsou shrnuty v tabulce 6. Nebyla zjisténa zadna
statisticky vyznamna korelace mezi PTH a S-Ca nebo S-P. Podobné nebyl potvrzen Zadny
vztah mezi hladinami PTH a ALP, s vyjimkou 56. dne Zivota (p = 0.03; Rho = 0.76; n = 8).
Median (IQR) hladiny vitaminu D [25(OH)D] ve vzorcich pupeénikové krve (n = 12) byl 20.1
(18.6 — 25.4) nmol/l a v séru novorozenct vysetienych v prvnich 24 hodinach po narozeni byl
45.7 (25.0 — 54.2) nmol/l (Tabulka 5). Pouze 25 % novorozencl v nasi kohorté¢ mé¢lo hladinu
25(OH)D v pupecnikové krvi vyssi nez doporucenych 50 nmol/l. 75 % novorozenct bylo
vitamin D deficitnich (tj. pod 50 nmol/l) a vice nez polovina déti méla tézky deficit vitaminu
D (. pod 25 nmol/l). Od druhého postnatalniho tydne primeérnd hladina 25(OH)D mirné
prekrocila doporucovanych 50 nmol/l. Piesto byl ve 36. gestatnim tydnu zjistén deficit
vitaminu D (tj. pod 50 nmol/l) u 30 % nezralych novorozencii zafazenych v nasi studii,
median (IQR) 58.1 (44.1 — 70.5) nmol/l. V prvnich 4 postnatalnich tydnech nebyla zachycena
signifikantni korelace mezi PTH a vitaminem D [25(OH)D]. Situace se ale zménila od 2.
mésice Zivota (graf 1), kdy byla prokdzana vyznamna korelace mezi PTH a 25(OH)D (Rho =
-0.71, p =<0.0001; n = 55). S klesajici hladinou vitaminu D rostla sérova hladina PTH.
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Tabulka 6

alkalické fosfatazy (ALP) v priibéhu studie

Hodnoty celkového sérového

kalcia (S-Ca), sérového fosforu

(S-P) a

S-Ca Phosphorus ALP
Tyden Zivota

mmol/l mmol/l ukat/l
: 2.3 (2.2-2.5) 2.1 (1.8-2.5) 5.7 (4.9-6.6)
(n=20) 3(2.2-2. 1 (1.8-2. .7 (4.9-6.
? 2.3(2.2-2.5) 2.2(2.0-2.4) 5.3 (5.0-6.2)
(n=20) 3(2.2-2. 2 (2.0-2. .3 (5.0-6.
; 2.5(2.4-2.5) 2.2(2.1-2.3) 5.7 (5.1-6.9)
(n=20) S5(2.4-2. 2 (2.1-2. 7 (5.1-6.
: 2.5(2.4-2.5) 2.1(1.9-2.1) 5.9 (4.6-7.0)
(n=20) S5(2.4-2. 1 (1.9-2. .9 (4.6-7.
: 2.4 (2.3-2.5) 2.1(2.0-2.2) 5.8(4.9-6.4)
(n=20) 4 (2.3-2. .1(2.0-2. .8 (4.9-6.
6

2.4(2.3-25) 2.0(1.9-2.2) 5.9 (5.0-6.5)
(n=18)
7

24(23-24) 2.0 (1.8-2.1) 5.5(5.3-6.6)
(n=11)
8

24(23-24) 1.9 (1.7-2.0) 6.5 (5.8-7.9)
(n=8)

Legenda:

Median, IQR. Median celkového S-Ca se nemeénil od 1. tydne Zivota az do 36. gestacniho
tydne (2.3 mmol / | [IOR 2.2-2.5]). Median hodnot S-P mél klesajici tendenci od 1. tydne
Zivota (2.1 mmol /1 [IQR 1.8-2.5]) smérem k 8. tydnu zivota (1.9 mmol /I [IQR 1.7 az 2.0])
Median hodnot ALP byl behem studie stabilni a jeho hodnota se pohybovala kolem 6 ukat/l.
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Graf 1 Korelace mezi parathormonem a 25-hydroxyvitaminem D
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Legenda:

Na bodovém grafu jsou zndzornéna mereni 25(0H)D (osa x) ve vztahu k hodnotam PTH (osa
v) od 5. postnatalniho tydne. Statisticky vyznamnou korelaci mezi hladinou parathormonu
(PTH) a hladinou 25-hydroxyvitaminu D (25 (OH) D) je mozné prokazat od druhého mésice s
korelacnim koeficientem pro 25(OH)D Rho = - 0.71 (p = <0.0001, n = 55). U novorozencii

predcasné narozenych je klesajici hladina vitaminu D doprovdzena zvySenim PTH.

6.2 Vysledky prospektivni observacni kohortové studie

6.2.1. Stav vitaminu D u matek a jejich novorozencii s velmi nizkou porodni
hmotnosti pri narozeni (pupecnikovda krev) a pri propusténi z nemocnice pri

soucasném obecné doporucovaném davkovdni vitaminu D.

Od ledna 2015 do prosince 2016 bylo na novorozeneckou jednotku intenzivni a
resuscitacni péce prijato celkem 183 novorozenctli s porodni hmotnosti pod 1500 g. 94 z nich

splnilo vstupni kritéria pro tuto studii. Ostatni byli vylouceni. 13 novorozencti nedokoncilo
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studii (chybé&jici vzorek krve pii propusténi), nejcastéji kviili umrti béhem pobytu v nemocnici
(schéma 7 - vyvojovy diagram studijni skupiny). Median (IQR) gesta¢niho tydne pfi narozeni
byl 29 (27-30) a porodni hmotnost byla 1160 (850-1316) gramti. 56.4 % (53) studijni skupiny
byli chlapci a 43.6 % (41) divky. Demografické charakteristiky podle gestacniho tydne jsou
shrnuty v tabulce 7. VSechny téhotné Zeny byly kavkazského ptivodu. Obecné charakteristiky
matek jsou shrnuty v tabulce 8. Stfedni hodnota (IQR) vitaminu D [25(OH)D] vzorka
matetského séra pfed porodem byla 32 (22 - 53) nmol / 1. Stfedni hladina (IQR) vitaminu D
[25(OH)D] ve vzorcich pupe¢nikové krve byla 21 (14 - 36) nmol / 1. Pouze 10.5 % (n = 9)
téhotnych Zen a 2.1 % (n = 2) vzorkl pupecnikové krve v nasi kohorté mélo hladinu 25(OH)D
nad 75 nmol / 1. 72.1 % (n = 62) vzorkli matetfského séra a 91.5 % (n = 86) vzorkl
pupecnikové krve bylo vitamin D deficietni (pod 50 nmol / 1) a 56.4 % (n = 53) vzorkl krve z
pupecniku bylo téZce deficitni (pod 25 nmol / 1). Pfi propusténi (primérné v 37. gestatnim
tydnu) byly hladiny 25(OH)D pod 75 / 50 nmol/l zjistény u 91.4 % (n = 74) respektive 59.3 %
(n = 48) predcasné narozenych novorozenci. U 7.4 % (n = 6) piedcasné narozenych déti mélo
pti propusténi 25(OH)D pod 25 nmol / 1. Hladiny 25-hydroxyvitaminu D v séru podle GT
jsou shrnuty v tabulce 7. Hladiny 25(OH)D v matefské i pupecnikové krvi vykazovaly
sezonni kolisani (Tabulka 8). Byla zjisténa vyznamna korelace mezi vitaminem D [25(OH)D]
ve vzorcich matefského séra a vzorcich pupecnikové krve (Rho = 0.83, p <0.0001; n = 94)

(Graf 2).
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Schéma 7 Vyvojovy diagram souboru pacienti

183 nezralych novorozenct s
porodni hmotnosti pod 1500 g bylo
pfijato na JIP pro novorozence

89 novorozencl bylo vyloueno ze studie z nasledujicich

ddvodi:

. chybéni vwysledku 25{0H)D z matefského séra pfed
porodem nebo z pupecnikové krve (n=58)

- neposkytnuti informovaného souhlasu (n = 14)

h 4

. porod mimo perinatologické centrum (n = 8)
. umrti (n=7)

. vrozena wvyvojova vada (n = 2}

v
94 nezralych novorozenct splnilo
vstupnikritéria studie(porodni

hmotnost pod 1500 g, vySetfeny vitamin D
u matky pfed porodem a z pupeénikové

krve)
13 novorozenclh nemélo wyietfeny vitamin D pfed
propusténim z nemocnice z téchto divodd:
>+ dmrti(n=7)
. ostatni (n = 4}
A 4

81 novorozenct dokondilo studii
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Tabulka 7

Demografické charakteristiky novorozenci a hodnoty sérového 25-hydroxyvitaminu D

Charakteristiky Vsichni novorozenci | Narozeni < 28 GT (n = 33) Narozeni > 28 GT (n=61)
(n=94)

Gestacni tyden, median (IQR) 29 (27-30) 26 (25-27) 30(29-31)

Porodni hmotnost, g, median (IQR) 1160 (850-1316) 820 (700-930) 1280 (1140-1350)

Muiské pohlavi,pocet (%) 53 (56.4) 21 (63.6) 32 (52.5)

25(OH)D u matek pfed porodem, median (IQR), nmol/I 32 (22-53) 40 (26-70) 31 (21-43)

Matky s 25(0OH)D < 75 nmol/l, n (%) 77 (89.5) 24 (74.4) 53 (96.4)

Matky s 25(0OH)D < 50 nmol/l, n (%) 62 (72.1) 17 (54.8) 45 (81.8)

Matky s 25(0OH)D < 25 nmol/l, n (%) 32(37.2) 7 (22.6) 25 (45.5)

25(0OH)D z pupec¢nikové krve, median (IQR), nmol/I 21 (14-36) 29 (17-48) 17 (14-31)

Pupecnikovad krev s 25(0OH)D < 75 nmol/I, n (%) 92 (97.9) 31(93.9) 61 (100)

Pupecnikovd krev s 25(0OH)D < 50 nmol/l, n (%) 86 (91.5) 28 (84.8) 58 (95.1)

Pupecnikovd krev s 25(0OH)D < 25 nmol/l, n (%) 53 (56.4) 15 (45.5) 38 (62.3)

Pocet déti pfi propusténi z nemocnice 81 24 57

Gestacni stari pfi propusténi, primér (SD) 37 (2.8) 38 (1.71) 37 (1.75)

25(OH)D u déti pfi propusténi, median (IQR), nmol/I 46 (37-60) 58 (38-72) 44 (37-55)

Déti s 25(0OH)D < 75 nmol/l, n (%) 74 (91.4) 19 (79.2) 55 (96.5)

Déti s 25(0OH)D < 50 nmol/l, n (%) 48 (59.3) 11 (45.8) 37 (64.9)

Déti s 25(0OH)D < 25 nmol/l, n (%) 6(7.4) 3(12.5) 3(5.3)

Zkratky: GT, gestacni tyden; 25(OH)D, 25-hydroxyvitamin D
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Tabulka 8  Obecné charakteristiky matek ve studii a sezonni zmény vitaminu D

Charakteristiky n=86
<25 13 (15.1%)
. 26-30 33 (37.4%)
Vek (roky) 3135 20 (23.3%)
>35 20 (23.3%)
) Primipara 61 (70.9%)
Parita Multipara 25 (29.1%)
Tahotenstyi Jednocetné 71 (82.6%) 25(OH)D; median (1QR); nmol/l | 25(0OH)D < 50 nmol/I|
Dvojcata 15 (17.4%) Matky Pupecnik Matky Pupecnik
Prosinec-Unor 27 (31.4%) 24 (19-39) 17 (13-27) 25(92.6%) | 28(100%)
.. . BFezen-Kvéten 21 (24.4%) 24 (22-32) 16 (12-21) 21(100%) | 25 (100%)
Roéni obdobi ~
erven-Srpen 6% - - .5% 1%
¢ S 16 (18.6%) 67 (33-91) 47 (29-53) 6(37.5%) | 11(61.1%)
afi-Listopa 6% - - .5% T%
ZaFi-Li d 22 (25.6%) 52 (29-62) 30 (16-44) 10 (45.5%) | 22 (95.7%)
Legenda:

Celkove bylo do studie zarazeno 86 matek. Veékové rozlozeni odpovidalo soucasnym trendum. Pocet prvorodicek previadal, stejné jako
jednocetné téhotenstvi. Z 15 dvojcat osm deti nesplnilo kritéria pro zarazeni do studie. Pocet porodii v jednotlivych rocnich obdobich byl
srovnatelny. Sérové hodnoty vitaminu D v materské i pupecnikové krvi vykazovaly sezonni zmény. V disledku toho se vyskyt deficitu vitaminu D

lisil podle rocniho obdobi.
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Graf 2 Korelace mezi matefskym sérovym 25(OH)D pii porodu a hodnotou

sérového 25(OH)D u novorozenci pii narozeni
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Legenda:

Bodovy graf znazornuje zjisténi hodnoty materského 25(OH)D pred porodem (osa x) ve
vztahu k hodnotam 25(OH)D v pupecnikové krvi (osa y). Byla nalezena statisticky vyznamnad
korelace mezi obema hladinami (Rho = 0.83; p = <0.0001; n = 94).
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6.2.2. Laboratorni parametry kostniho metabolismu a sledované charakteristiky
C¢asné morbidity ve skupiné novorozencti velmi nizké porodni hmotnosti. Vitamin D

jako rizikovy faktor pro syndrom dechové tisné u predc¢asné narozenych déti.

Od ledna 2015 do prosince 2016 bylo na novorozeneckou jednotku intenzivni a
resuscitacni péce piijato 183 novorozenct s porodni hmotnosti pod 1500 g. 81 z nich splnilo
vstupni kritéria pro tuto studii a bylo rozdéleno do skupin podle hladiny vitaminu D v
pupecnikové krvi [skupina A (n =36): 25(OH)D < 25 nmol / | a skupina B (n = 45): 25(OH)D
> 25 nmol / 1. 12 novorozencl nedokoncilo studii (chybéjici vzorky krve pii propusténi),
nejcastéji kvuli umrti béhem pobytu v nemocnici (Schéma 8 - vyvojovy diagram studijni
skupiny). Median (IQR) vitaminu D [25(OH)D] vSech dostupnych vzorkti matetského séra
pted porodem (n = 59; nedostupnych bylo 22 vzorki) byl 38 (24 - 66) nmol / 1. Median (IQR)
25(OH)D vzorkii matefského séra novorozencii zahrnutych do skupiny A (n = 32) a skupiny
B (n = 27) byl 24 (18-36), respektive 67 (52-89) nmol/l. Median (IQR) gesta¢niho tydne
vSech novorozencii zafazenych do studie byl 29 (27-30) tydni a median (IQR) porodni
hmotnosti byl 1190 (930-1340) g. Median (IQR) hladiny 25(OH)D v pupecnikové krvi byl 29
(17-48) nmol / 1. Pfi narozeni melo 81.5 % novorozenct hladinu 25(OH)D <50 nmol / 1 a 44.4
% m¢élo hladinu <25 nmol / 1. VSechny déti byly kavkazského ptivodu. 59.3 % (48) ze studijni
skupiny byli chlapci a 40.7 % (33) byly divky (Tabulka 9).

S pouZitim mezni hodnoty 25(OH)D 25 nmol / | byly zafazeni novorozenci rozdéleni
do dvou skupin, skupina A 25(OH)D < 25 nmol / | a skupina B: 25(OH)D > 25 nmol / 1.
Nésledné byly obé skupiny porovndvany mezi sebou v laboratornich a klinickych
parametrech (Tabulka 9 a 10). U Zadného z nasledujicich laboratornich nalezli a klinickych
charakteristik nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil: intubace na porodnim sale, Apgar
skore < 3, RDS, podani surfaktantu, bronchulmondlni dysplazie steroidy pro BPD,
farmakologicky lé€eny PDA, pneumothorax , nekrotizujici enterokolitida, spontanni stfevni
perforace, intraventrikularni krvaceni IIL.-IV.stupné, PVL, ¢asna sepse novorozence pozdni
sepse novorozence, retinopatie nedonoSenych novorozencii , délka hospitalizace, hmotnost,
vyska a obvod hlavy pii propusténi, pocet dnti umélé plicni ventilace, pocet dnii neinvazivni
dechové podpory do propusténi, umrti do propusténi, obsah a hustota minerali v kostech
(BMC a BMD) pfi propusténi. Median (IQR) gestacniho tydne novorozenct ve skupiné A byl
29 (28-30) tydnt versus 28 (26-29) tydnii ve skupiné B (signifikantni rozdil) a median (IQR)
porodni hmotnosti byl 1270 (1075-1385) g ve skupin€ A versus 1110 (840-1330) g ve skupiné
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B (nesignifikantni rozdil). Byl nalezen signifikantni rozdil v medidnu Ca/kreatininového
indexu. Ve stari 28 dnti méli novorozenci ve skupiné A: 25 (OH) D <25 nmol / 1 niz$i hladinu
vapniku v moci (p = 0.0272). Ostatni demografické charakteristiky a laboratorni vysledky
(prenatalni steroidy, zptisob porodu, gestac¢ni tyden pii propusténi, hladina 25(OH)D pfi
propusténi, sérovy vapnik, sérovy fosfor, alkalickd fosfataza, PTH a fosfor/kreatininovy
index) byly srovnatelné u obou skupin novorozenci (Tabulka 9). Byla zachycena tendence k
vysSimu riziku RDS, pouziti kortikosteroidi z divodu BPD a ROP ve skupiné s 25(OH)D >
25 nmol / 1, nicméné tento rozdil nenabyl statistické vyznamnosti. Logisticka regresni analyza
prokézala, ze hladina vitaminu D z pupecnikové krvev nasi kohorté nevede k vy$simu nebo
niz§imu riziku RDS a gestacni tyden je jedinym nezavislym rizikovym faktorem pro RDS (p
=0.0124), odds ratio (OR): 0.554, 95% CI (0.35—-0.88). S kazdym poklesem gesta¢niho stafi o
jeden tyden se zvySuje pravdépodobnost RDS o 45 % (Tabulka 11).
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Schéma 8

Vyvojovy diagram souboru pacientii

183 novorozenctl s porodni hmotnosti pod 1500 g bylo pfijato na 1IP pro novorozence v obdobi mezi lednem

2015 and prosincem 2016

W

4

102 novorozencd bylo wyloufeno ze studie z
nasledujicich divodi:

chybéjici vyEetfeni vitaminu D v pupeénikové krvi
(n=32)

nitrod&loni riistova restrikce plodu (n = 46)
neposkytnuti informovaného souhlasu (n = 14)
porod mimo perinatologické centrum (n = 8)

vrozené vyvojove vady (n = 2)

81 nezralych novorozencl spinilo vstupni kritéria do studie
{porodni hmotnost pod 1500 g, wySetfeny vitamin D z pupetnikové krve
a pfiméfeny nitrodélozni rist)

/\

25(0OH)D z pupetnikové krve <25 nmol/l

25({0H)D z pupetnikové krve > 25 nmol/l

n=36 n=45
12 novorozencd nemélovySetfeny vitamin D
pfed propusténim z téchto ddvoda:
. amrti (n=7)
. chybéjiciodbérkrve (n=5)
A 4 4

n=31

Vysetfeny 25(0OH)D pfi propusténi

VyZetreny 25(0OH)D pfi propusténi

n=38
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Tabulka 9

Porovnani demografickych a laboratornich nalezii mezi skupinami

Charakteristiky Vsichni novorozenci Skupina A (< 25 nmol/l) Skupina B (> 25 nmol/l) | P -hodnoty
(n=81) (n=36) (n=45)
Gestacni stari v tydnech, median (IQR) 29 (27-30) 29 (28-30) 28 (26-29) 0.0484
Porodni hmotnost, g, median (IQR) 1190 (930-1340) 1270 (1075-1385) 1110 (840-1330) 0.0747
Muzské pohlavi, n (%) 48 (59.3) 19 (52.8) 29 (64.4) 0.288
Prenatalni steroidy (indukce plicni zralosti)
- Kompletni, n (%) 48 (59) 20 (56) 28 (62)
- Nekompletni, n (%) 31 (38) 14 (39) 17 (38) 0.318
- Za&dna, n (%) 2(2) 2 (6) 0(0)
Zpusob porodu
- Vaginalni, n (%) 41 (51) 18 (50) 23 (51) 0.921
- Cisafsky fez, n (%) 40 (49) 18 (50) 22 (49) '
25(OH)D u matek pred porodem, median (IQR), nmol/I 38 (24-66) 24 (18-36) 67 (52-89)
25(OH)D z pupec¢nikové krve, median (IQR), nmol/I 29 (17-48) 16 (12-18) 46 (32-53)
- 25(0OH)D < 50 nmol/l, n (%) 66 (81.5) 36 (100) 30 (66.7)
Pocet déti pfi propusténi, n 69 31 38
Gestacni tyden pfi propusténi, priimér (SD) 37 (2,5) 36.7 (2.3) 37.2(2.5) 0,357
25(OH)D u déti pfi propusténi, median (IQR), nmol/I 48 (37-63) 48 (37-62) 48 (37-65) 0.937
- Détis 25(0H)D < 75 nmol/l, n (%) 62 (89.1) 28(90.3) 34 (89.5) 1.000
- Déti s 25(0H)D < 50 nmol/l, n (%) 38 (55.1) 17 (54.8) 21 (55.3) 1.000
- Détis 25(0H)D < 25 nmol/l, n (%) 6(8.7) 2 (6.5) 4 (10.5) 0.688
Kalcium, median (1QR), mmol/|
-  Den?28 2.4 (2.4-2.5) 2.5(2.4-2.5) 2.4 (2.4-2.5) 0.992
- Pfi propusténi 2.4 (2.3-2.5) 2.4 (2.3-2.4) 2.4 (2.3-2.5) 0.488
Fosfor, median (1QR), mmol/|
- Den28 2.1(1.9-2.2) 2.1(1.9-2.2) 2.1(2.0-2.2) 0.878
- PFi propuéténi 2.0(1.9-2.0) 2.0(1.9-2.1) 2.0(1.9-2.0) 0.875
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Alkalicka fosfataza, median (IQR), pkat/I

- Den28 6.8 (4.8-7.2) 5.8 (4.9-6.9) 6.5 (4.6-7.3) 0.497

- PFi proputéni 6.6 (5.6-7.8) 6.5 (5.1-8.0) 6.6 (5.7-7.8) 0.732
PTH, median (IQR), pmol/I

- Den28 4.0 (2.7-5.6) 4.0 (3.0-5.7) 3.9 (2.0-5.6) 0.285

- Pfi propudténi 2.6 (1.6-4.6) 2.8 (2.0-4.8) 2.3(1.3-3.9) 0.253
Kalcium/kreatininovy index, median (IQR)

- Den28 1.5(0.8-2.7) 1.2 (0.7-2.0) 2.2 (1.1-3.1) 0.0272

- Pfi proputéni 1.8 (0.7-3.0) 1.7 (0.6-3.0) 1.8 (1.1-2.8) 0.517
Fosfor/kreatininovy index, median (IQR)

- Den28 5.6 (2.9-8.4) 5.8 (2.6-8.3) 5.5(3.3-8.3) 0.670

- Pfipropusténi 0.9 (0.0-4.9) 0.0 (0.0-3.0) 1.5 (0.0-5.3) 0.196

Zkratky: 25(OH)D, 25-hydroxyvitamin D; PTH, parathormon. P-hodnoty tucné oznacuji statistickou vyznamnost (p <0.05).
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Tabulka 10 Porovnani skupiny A a B podle klinickych charakteristik

Charakteristiky Skupina A (< 25 nmol/I) Skupina B (> 25 nmol/I) P-hodnoty
(n=36) (n=45)

Intubace na porodnim sale, n (%) 2 (6) 7 (16) 0.286
Apgar skore <3
V 1. minuté, n (%) 2 (6) 5(11) 0.454
V 5. minuté, n (%) 1(3) 0 (0) 0.444
Syndrom dechové tisné (RDS), n (%) 27 (75) 41 (91) 0.0687
Podani surfaktantu, n (%) 12 (33) 21 (47) 0.225
Broncho-pulmonalni dysplasie (BPD, 2 stfedné tézka), n (%) 2 (6) 3(7) 1.000
Steroidy (hydrocortison) pro BPD, n (%) 2 (6) 10(22) 0.0568
PDA - farmakologicky lé¢ena, n (%) 3(8) 4(9) 1.000
Pneumotorax, n (%) 1(3) 2 (4) 1.000
Nekrotizujici enterokolitida (vSechny stadia NEC), n (%) 1(3) 6 (13) 0.125
Spontanni stifevni perforace (SIP), n (%) 1(3) 1(2) 1.000
Nitrokomorové krvaceni (stupef 1I-1V), n (%) 3(8) 8 (18) 0.330
Cysticka periventrikularni leukomalacie (PVL), n (%) 0(0) 0(0) 1.000
Casna sepse novorozence (<72h)

- hemokultura pozitivni, n (%) 2 (6) 3(7) 1.000

- klinicky suspektni (hemokultura negativni), n (%) 1(3) 0(0) 0.444
Pozdni sepse novorozence

- hemokultura pozitivni, n (%) 6(17) 5(11) 0.526

- klinicky suspektni (hemokultura negativni), n (%) 1(3) 3(7) 0.625
Retinopatie nedonosenych (vSechny stadia ROP), n (%) 3(8) 11 (24) 0.0774
Délka pobytu v nemocnici, median (IQR) 60 (46-71) 59 (44-84) 0.528
Propusténi

- Hmotnost (g), median (IQR) 2760 (2540-2985) 2790 (2470-3090) 1.000

- Vyska (cm), median (IQR) 47 (46-49) 47 (45-49) 0.542

- Obvod hlavy (cm), median (IQR) 34 (33-35) 34 (32-35) 0.822
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Potifeba umélé plicni ventilace, n (%) 11 (30.6) 19 (43.2) 0,246
Poéet dnli na dechové podpoie do propusténi
- nCPAP, median (IQR) 14 (4-43) 33(10-52) 0.171
- IMV, median (IQR) 0(0-1) 0 (0-5) 0.432
Umrti do propusténi, n (%) 2 (6) 7 (16) 0.286
Denzitometrie lumbalni patere pred propusténim, n 32 36
BMLC (g); median (IQR) 1,02 (0,83-1,18) 0,99 (0,76-1,13) 0.291
BMD (g/cmz); median (IQR) 0,13 (0,11-0,13) 0,12 (0,10-0,13) 0.198

Zkratky: nCPAP, nasalni kontinudlni pozitivni pretlak; IMV, uméla plicni ventilace; P-hodnoty tucné oznacuji statistickou vyznamnost (p <0.05)
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Tabulka 11 Logisticka regresni analyza rizikovych faktori RDS

95% Cl for OR

B SE Wald Significance Odds ratio (OR)  Lower Upper
Gestacni tyden -0.59 0.26 -2.5 0.0124 0.554 0.349 0.88
Vitamin D 0.0428 0.0242 1.768 0.0771 1.044 0.995 1.094
z pupecnikové krve
(nmol/l)
Legenda:

Logisticka regresni analyza potvrzuje, ze rizikovym faktorem pro RDS v nasem souboru
pacientii je pouze gestacni stari. Klesajici gestacni stari vede ke zvysenému riziku RDS.

Hladina vitaminu D v pupecnikové krvi nevede k vyssimu nebo nizsimu riziku RDS.

Zkratky: RDS, syndrom respiracni tisné, P-hodnoty tucné oznacuji statistickou vyznamnost (p

<0.05)

7 Diskuse

7.1. Parathormon - referen¢ni meze u novorozencii velmi nizké porodni
hmotnosti a souvislost s dalSimi ukazateli kostniho metabolismu - pilotni

studie

Primarnim cilem této pilotni studie bylo odhadnout fyziologické rozmezi hladin
sérového PTH v souboru 20 pfedCasné narozenych déti s porodni hmotnosti 1000 - 1500 g.
Ve snaze posoudit vyhradné ,,fyziologické™ predcasné narozené novorozence byly do studie
zatazeni pouze novorozenci bez té¢zké morbidity, ktera by mohla vyznamné ovlivnit namétené
hodnoty. Pokud je ndm znamo, jednalo se o prvni studii, kterd se pokusila zjistit fyziologické
hodnoty PTH u novorozencii s velmi nizkou porodni hmotnosti. Z celkového poctu 134
vySetienych hladin PTH bylo vypocteno fyziologické rozmezi pro PTH jako 1.65 — 9.3
pmol/l, které je velmi blizké referencnimu rozmezi pro dospélé (1 - 7 pmol/l). Na zékladé
tohoto zjisténi, jsme dosli k zavéru, ze hodnoty PTH pro dosp€lé mohou byt vyuzity v
populaci pfedCasné narozenych déti. Soucasné se zda, ze vzestup PTH nad vySe uvedené
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rozmezi u predcasn¢ narozenych novorozencl lze povazovat za hyperparatyredozu (107).
Hodnoty PTH meéfené v pupecnikové krvi byly velmi nizké, pod nebo na trovni dolniho
limitu norem pro dospélé, coz odpovida predchozim pozorovanim (16). V reakci na
postnatalni pokles ionizovaného vapniku v séru stoupa hladina PTH s cilem kompenzovat
tento pokles kalcémie. Z ptedchoziho vyzkumu je ziejmé, ze k tomu dochézi v prvnich 24
hodinach zivota. V prib¢hu prvniho tydne Zivota hladiny PTH pak klesaji do referen¢niho

rozmezi pro dospélou populaci (8, 16).

Druhym cilem pilotni studie bylo objasnit vztah mezi PTH a ostatnimi markery
kostniho metabolismu. Statisticky vyznamna se ukéazala byt pouze korelace mezi PTH a
25(OH)D (107). Postnatalni funkci aktivovaného vitaminu D je zajistit absorpci Ca a v
mens$im mnozstvi také P ze stfeva. Zda se, Ze u ptred¢asné narozenych déti je hydroxylace
vitaminu D na kalcitriol funk¢ni od prvniho dne zivota (18). Piedpoklada se, ze vstfebavani
Ca ze stfeva u velmi nezralych novorozencl je b&hem prvniho mésice Zivota zajiSténa
pfedevs§im pasivni difuzi. V souvislosti s dozravanim stfevni sliznice stoupa v prabchu Ctyt
postnatalnich tydnl resorpce vitaminu D a exprese receptori pro kalcitriol a transportnich
proteini asociovanych s véapnikem (Calbindin D9K, D28K). Dominantnim mechanismem
absorpce vapniku ze stfeva se tak postupné stava transport fizeny kalcitriolem (8, 51). Nase
publikované vysledky podporuji tyto pfedpoklady. Prokézali jsme, Ze od druhého mésice
Zivota stoupa sérova hladina PTH v tésné korelaci s klesajici hladinou vitaminu D [25(OH)D]
(107). Vzestup PTH u novorozencii v naSem souboru nelze povazovat za projev sekundarni
hyperparatyredzy, ale spiSe za fyziologické zmény v ramci odhadovaného fyziologického
rozmezi 1.6 — 9.3 pmol/l. Na zaklad€ vySe zminéného lze v ptipad€ dlouhodobého nedostatku
vapniku a/nebo vitaminu D ocekévat rozvoj sekundarni hyperparatyredzy i u nedonosenych

novorozencu.

Limitaci pilotni studie byl maly pocet subjektii a absence objektivni zobrazovaci
metody diagnostikujici MBD. Rentgenové zafeni detekuje zmény pii dosazeni 20 — 40 %
demineralizace (23, 24, 26). Denzitometrie by také nebyla pfinosnd vzhledem k omezené
moznosti porovnani vysledkli se standardnimi udaji pro vypocet T- nebo Z-skore, tj.
vyhodnotit odchylku od zdravé populace piedCasné narozenych novorozencli. Na zakladé
normalnich hodnot vapniku, fosforu a ALP ptfedpokladdme dobry stav skeletu novorozenct
v naSem souboru. Primérné hodnoty celkové kalcémie béhem studie byly zcela normalni a
daleko od limitu, ktery by mohl signalizovat absolutni nedostatek vapniku v organismu.

Pokles fosfatémie pod 1.8 mmol/l, tj. pod rendlni préh fosforu, Ize povazovat za znamku
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nedostatku fosforu a soucasné je vyznamné spojen s vysokym rizikem rozvoje MBD. Jeho
stanoveni ma dobrou specificitu (95 %), ale velmi nizkou sensitivitu (50 %) (22, 39). Median
sérového fosforu v naSem souboru ve vsech sledovanych tydnech byl nad uvedenou hodnotou
1.8 mmol/l. Pozvolny pokles hodnot S-P smérem k 8. postnatdlnimu tydnu na 1.9 (1.7 — 2.0)
mmol/l mize souviset s akceleraci rlistu a zvySenou potiebou fosforu mimo kosti, zejména ve
svalech (22). Ackoli ALP je snadno stanovitelny a bézné pouzivany parametr metabolismu
kosti v neonatologii, ma velmi omezeny vyznam. Hung zjistil, ze hodnota ALP ve 3. tydnu
zivota vyssi nez 12 pkat/l ma velmi nizkou senzitivitu a specificitu (73 %) pro rozvoj MBD v
dal3im postnatalnim praibhu (41). Caste¢né je mozné pouzit méfeni ALP spoleéné s dalsimi
markery, zejména s fosforem. Maria Christina Backstroémova prokazala, ze hladina ALP nad
12 pkat/l spolu s hladinou P pod 1.8 mmol/l ma 100% sensitivitu a 70% specificitu pro
sniZzenou kostni denzitu (39). S ptihlédnutim k velmi nizkym hodnotdm ALP (kolem 6 pkat/l)
v na$i skupiné ,,fyziologickych® novorozenct s velmi nizkou porodni hmotnosti je mozné

riziko rozvoje MBD povazovat za minimalni.

Rada studii z poslednich let prokéazala velmi nizké hladiny 25(OH)D jak u téhotnych
zen, tak u jejich donoSenych ¢1 nedonoSenych novorozenct (55, 82-85). Monangi poukazal na
nedostate¢né hladiny 25(OH)D u 2/3 matek a jejich pfedcasné narozenych novorozenct (83).
Vysledky pilotni studie jsou prakticky identické, 75 % mnaSich novorozenci mélo v
pupecnikové krvi deficitni hladiny 25(OH)D. I pfes 4-8 tydnl trvajici suplementaci
vitaminem D dle aktudlniho doporuc¢eni ESPGHAN pfetrvaval deficit vitaminu D az u 30 %

novorozencl v pilotni studii.

7.2 Diskuze - Prospektivni observacni kohortové studie

7.2.1. Stav vitaminu D u matek a jejich novorozencit s velmi nizkou porodni
hmotnosti pri narozeni (pupecnikovda krev) a pri propusténi z nemocnice pri

soucasném obecné doporucovaném ddavkovdni vitaminu D.

Byla prokdzana velmi vysokd prevalence deficitu vitaminu D (< 50 nmol / 1) u
téhotnych Zen (71.3 %) a v pupecnikové krvi jejich novorozenct s velmi nizkou porodni

hmotnosti (91.5 %) (88). Globalni prevalence hladiny 25(OH)D < 50 nmol / 1 je 54 % u
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téhotnych Zzen a 75 % u novorozenct, zatimco 18 % téhotnych Zen a 29 % novorozencti ma
hladinu vitaminu D < 25 mmol / 1, coz je prahova hodnota svéd¢ici o zvySeném riziku rozvoje
nutriéni kiivice (72). Té€zky deficit vitaminu D byl v nasem souboru nalezen u 36 % téhotnych
zen a 56 % predCasné¢ narozenych novorozencii. Ve srovnani se zbytkem svéta mame
podstatné horsi vysledky. V fad¢ studii je mozné nalézt dvojnasobné hodnoty vitaminu D v
matefské a pupecnikové krvi (75, 82, 83, 108-111). Pouze né€kolik clankli popisuje
srovnatelné vysledky. VéEtsina Zen vSak méla nizké socioekonomické zazemi nebo se jednalo

o stoupenkyné¢ tradi¢niho isldmského stylu (84, 112, 113).

Déale naS vyzkum nalezl silnou korelaci mezi hodnotou 25(OH)D v matetské a
pupecnikové krvi a tim padem jasnou souvislost mezi nedostate¢nymi zdsobami vitaminu D u
zen behem tehotenstvi s deficitem tohoto vitaminu u pied¢asné narozenych novorozenct (88).
Mnoho studii dospélo k podobnym zavérim (84, 109, 110, 112, 113). Byla publikovéna fada
randomizovanych studii na téma suplementace vitaminem D béhem tchotenstvi, nicméné s
protichlidnymi vysledky a zavéry. Svétova zdravotnickd organizace nedoporucuje
suplementaci vitaminem D t€hotnym Zendam (114). Nicmén¢ vyzkum na tomto poli objevil, ze
aplikace jedné depotni davky nebo pravidelné podavani vitaminu D téhotnym zenam zvysuje
25-hydroxyvitamin D v séru a miiZze vést ke sniZeni rizika preeklampsie, nizké porodni
hmotnosti a pfedcasného porodu (115). De-Regil taktéZ upozornil na spojitost suplementace
vitaminem D v téhotenstvi s vétsi té€lesnou délkou a obvodem hlavy u novorozencti po porodu
(115). Systematicka review a metaanalyza 43 studii, které¢ zahrnovaly 8406 ucastniki, ukazala
velmi podobné tdaje jako v predchozi studii, a to Ze prenatalni suplementace vitaminem D je
spojena se zvySenou hladinou 25-hydroxyvitaminu D v matetském séru a pupecnikové krvi,
se zvySenim primérné porodni hmotnosti, se sniZzenim rizika nizké porodni hmotnosti,
s poklesem rizika piskotii a prodlouzenim télesné délky kojencti v jednom roce zZivota (116).
Americka spole¢nost pro endokrinologii doporucuje pro te¢hotné a kojici Zeny davku vitaminu
D alespon 1500-2 000 IU / d, a to s cilem dosazeni hladiny 25(OH)D nad 75 nmol /1 (117).
Pti pouziti standardnich dostupnych multivitaminovych preparati (primémé 400-800 IU
vitaminu D denné) dosahuje pouze 11-21 % te¢hotnych Zen hladinu 25(OH)D nad 75 nmol / L
(109). Nandal a kol. (113) uvedli, ze téméf 70 % téhotnych Zen, které dostdvaly davku
vitaminu D vétsi nez 4 000 IU denné, mélo hladinu vitaminu D v pupecni krvi > 75 mmol / 1,
zatimco u téhotnych Zen bez suplementace to bylo pouze 3.3 %. O'Callaghan (110) navrhl
jako doporucenou davku 30 mikrogramii (1200 IU) vitaminu D denné, kterd by bezpecné

udrzovala sérové hladiny 25(OH)D > 50 nmol / I téméf u vSech te¢hotnych Zen s bilou pleti
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cey

zijicich na severni polokouli. To vede k dosazeni hladiny 25(OH)D v pupecnikové krvi > 25
nmol / 1 u 99 % novorozencti a > 30 nmol / 1 u 95 % novorozenci. Zda se, ze optimalni davka
vitaminu D pro t€hotné zeny je 1 000 - 2 000 IU denné. Nedostatky této studie lze spatiovat v
nedostatecnych informacich o socidlné-ekonomickém stavu matek a nejsou k dispozici zadné

informace o suplementaci vitaminem D béhem tehotenstvi.

Pro ptedCasn¢ narozené déti v naSem souboru jsme pouzili podle ESPGHAN
doporuc¢ovanou davku vitaminu D 800 - 1 000 IU na den (51). To je ve shod¢€ i s recentnim
doporugenym postupem Ceské pediatrické spole¢nosti pro suplementaci déti vitaminem D
(118). Novorozenci byli propusténi do doméci péce prumémé v 37. gestatnim tydnu (v
praméru po 8 tydnech suplementace vitaminem D), ale pfesto téméf 60 % z nich mélo
nedostate¢nou hladinu vitaminu D < 50 nmol / 1. Mnoho studii prokazalo, ze davka 800 - 1
000 IU dokaze uc¢inn€ snizit prevalenci deficitu vitaminu D a vede k vy$§im koncentracim
25(0OH)D do 36. gesta¢niho tydne (75, 108, 111, 119, 120). Je tfeba zminit, Ze hladiny
vitaminu D v matetské a pupecnikové krvi byly ve vSech zminénych studiich dvojnasobné
nez v nasi studii (75, 108, 111, 119, 120). Na zakladé nasich vysledkt jsme dosli k zavéru, ze
v situaci velmi nizké hladiny 25(OH)D v matefské a pupecnikové krvi aktualné doporucovana
davka vitaminu D 800-1000 IU nemusi byt dostatecnd k dosaZeni pozadované hladiny
25(0OH)D > 50 nmol / 1 (88). Cho a kol. taktéz uvedli, Ze davka 800 IU denné mulize efektivné
zvysit hladinu vitaminu D u novorozencii velmi nizké porodni hmotnosti pouze v ptipadé

hladiny 25(OH)D pf#i narozeni > 25 nmol / 1 (121).

7.2.2. Laboratorni parametry kostniho metabolismu a sledované charakteristiky
Casné morbidity ve skupiné novorozencii velmi nizké porodni hmotnosti. Vitamin D

jako rizikovy faktor pro syndrom dechové tisné u pred¢asné narozenych déti.

V na$i prospektivni kohortové studii jsme nezjistili signifikantni rozdil mezi
vybranymi parametry minerdlového a kostniho metabolismu ¢i ¢asnou morbiditou pii
porovnani skupin nezralych novorozenct s hladinou vitamin D < nebo > 25 nmol/l. To lze
vysvétlit dvéma moznymi zpisoby. Bud' hladina vitaminu D < nebo > 25 nmol/l
v pupecnikové krvi nema zadny vliv na sledované parametry, nebo pouzita mezni hodnota 25

nmol / I nema dostate¢nou silu k detekei rozdilu.
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Vlednu 2015 byl publikovan review stran vlivu vitaminu D na vyvoj plic fétu a
novorozence. Na zéklad¢ velmi omezenych humannich dat nebylo mozné udélat zadné
zavery. Laboratorni a animalni vysledky vSak podporuji hypotézu, Ze nedostatek vitaminu D
je Castym, modifikovatelnym rizikovym faktorem pro RDS a BPD (98). V nasledujicich
letech vyslo hned nékolik dalSich studii zabyvajicich se touto problematikou. Onwuneme,
Shah a Joung nenasli Zadnou souvislost mezi stavem vitaminu D a RDS, BPD nebo jinymi
morbiditami nezralych novorozenct. Nicmén¢ Onwuneme nasel souvislost mezi stavem
vitaminu D a akutni respiracni morbiditoudefinovano jako rozdil v délce trvani pozitivni
pretlakové ventilace a nejvyssi potiebné koncentrace kysliku na porodnim sile a
pravdépodobnost potteby umélé plicni ventilace (99, 122, 123). Fettah a kol. uvedli, ze pfi
pouziti mezni hodnoty 37.5 nmol / 1 se doba trvani umélé plicni ventilace mezi skupinami
neliSila (100). V nasi kohorté nebyla prokdzana souvislost hladiny vitaminu D s RDS, BPD
ani s trvanim dechové podpory. Kromé toho jsme zjistili, ze hladina vitaminu D
v pupecnikové krvi nevede k vys§imu nebo nizSimu riziku RDS (odds ratio 1.044; 95%
confidence interval 0.349-0.88; p = 0.0771). N¢kolik recentnich studii vSak naslo mozné
spojeni mezi stavem vitaminu D a vy$§im rizikem RDS nebo BPD. Podle Cetinkaya a kol. je
hladina vitaminu D u matky a pfedCasné narozeného ditéte vyznamnym prediktorem BPD
(124). Hegazy a kol. prokazal, Ze nizky sérovy vitamin D je pfi narozeni nezavislym
rizikovym faktorem pro RDS (odds ratio 0.904; 95% confidence interval 0.822-0.994; p =
0.036) (125). Fettah publikoval praci se zavérem, ze vyssi Uroven 25(OH)D mulze byt
preventivni pro vyvoj RDS (odds ratio 0.6; 95% confidence interval 0.5-0.8; p =0.001) (100).
A kone¢né¢ Yang (101) zjistil, ze u nezralych novorozenct narozenych pied 30. gestacnim
tydnem a / nebo mezi 30. a 34. gestatnim tydnem byla koncentrace vitaminu D vyznamné
nizsi, pokud byl jejich stav komplikovan rozvojem RDS a BPD, nezZ u téch, které nemély
RDS nebo BPD. Prvni gesta¢ni v€k byl vyznamny z hlediska RDS i BPD a druhy byl
vyznamny pouze z hlediska BPD. Autofi piedpokladaji, ze dostatecnd hladina vitaminu D je

prospésna pro plicni zrani.

V nasi studii byla zachycena tendence k vyS§imu riziku RDS, pouZiti kortikosteroida
pro BPD a ROP u novorozenci ve skupiné B, nicméné tento trend nebyl statisticky
vyznamny. Gestacni tyden pfi narozeni ve skupiné B (> 25 nmol / 1) byl statisticky vyznamné
nizsi nez gestatni tyden ve skupiné A (< 25 nmol / 1), coz mlze vysvétlovat relativné vyssi

vyskyt RDS, pouziti kortikosteroidi a ROP v této skupiné. Navic multivariani logisticka
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regresni analyza prokazala, Ze v naSi kohorté je pouze gestacni tyden nezavislym rizikovym

faktorem pro RDS. To znamen4, Ze s klesajicim gestacnim tydnem stoupa riziko RDS.

K transplacentdrnimu ptenosu vapniku a fosforu nikoli vSak vitaminu D dochézi
hlavné ve tietim trimestru t¢hotenstvi (23). Rovnéz bylo publikovano, ze hladiny vitaminu D
v pupecnikové krvi koreluji s matefskou hladinou vitaminu D jak u pfedCasné narozenych
déti, tak 1 u donoSenych novorozencti (18). Studie Atasevena a kol. (126) prokézala, ze stav
vitaminu D nesouvisi s gestacnim vékem [r = 0.039; p = 0.634]. V praci Parka a kol. sérové
koncentrace 25(OH)D jednoznacné nekorelovaly s gestacnim vékem. Nebyly zjiStény Zadné
vyznamné rozdily v koncentracich 25(OH)D ani ve vyskytu tézkého deficitu vitaminu D u
tézce, stiedné nebo lehce nezralych novorozenct (127). Jak jsme jiz diive uvedli my i dalsi,
koncentrace 25(OH)D u plodu a novorozence zavisi na matetské hladiné v prubéhu celého
téhotenstvi a vyznamné s ni koreluji, protoze plod neméd endogenni produkci 25(OH)D a
zavisi na transplacentarnim pienosu (84, 88, 109, 110, 112, 113). Na zaklad¢ téchto zjisténi
jsme dospéli k zavéru, ze ptedcasny porod nevede k vys$Simu riziku nizkych hladin 25(OH)D
a pouze aktudlni hladina 25(OH)D v matetském séru je zodpovédna za hladinu vitaminu D u
novorozence pii porodu. Nase soucasné vysledky tyto zavéry podporuji. Pfed€asné narozeni
novorozenci ve skupin€ s niz8i hladinou vitaminu D méli vySs$i gestaéni vek. Soucasné
hladiny vitaminu D z matetského séra pfed porodem u novorozencii zatazenych do skupiny B
s vys$i hladinou vitaminu D byly vice nez dvojnasobné nez u matetského séra novorozencti

zatazenych do skupiny A s niz§i hladinou vitaminu D.

Neékolik studii uvadélo signifikantné nizs§i hladinu vitaminu D umatek a u jejich
donoSenych ¢i nezralych novorozenct s ¢asnou nebo pozdni sepsi ve srovnani s t€mi, kteti
sepsi neméli (97, 128). Existuje také potencidlni souvislost mezi nedostatkem vitaminu D a
nekrotizujici enterokolitidou u pfed¢asné narozenych déti (129). Tayel a kol. nasli vztah mezi
polymorfismem genu pro Vdr (zejména genotyp Fokl TT) a vy$§im rizikovym faktorem pro

novorozeneckou sepsi a nizsi hladiny vitaminu D (130).

Role vitaminu D v metabolismu vapniku je obecné znama. NaSe data tyto znalosti
podporuji. Novorozenci ve skupin€ s 25(OH)D < 25 nmol / L méli ve véku 28 dnli v moci
niz8i odpady vépniku (p = 0.0272). Rozdil v Ca/krea indexu vymizel do propusténi a to v
dasledku vyrovnani sérovych hladin 25(OH)D mezi skupinami. Pokud jsme se zaméfili na
porovnani stavu mineralizace skeletu mezi skupinami, BMC a BMD lumbalni patefe se

statisticky nelisily (median 0.13 vs. 0.12 g/cmz). Cho a kol. taktéz nenasli signifikantni rozdil
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v kostni denzitometrii lumbalni patefe (BMD primér 0.11 + 0.02 vs. 0.10 + 0.02 g/cm?) mezi
dvéma skupinami nezralych novorozenci rozdélenych podle hladiny pupecnikového vitaminu
D <25 nmol/l vs. > 25 nmol/l (121). U 279 novorozenct s porodni hmotnosti pod 1500g a
ALP pod 8.5 pkat/l pfi propusténi z nemocnice byla provedena denzitometrie lumbalni patere
s naslednou stratifikaci do skupin dle hodnot naméfené BMD: $patné (<10. percentil) <0.068
g/em?, uspokojivé (10. - 25. percentil) 0.068-0.081 g/cm?, dobré (25.-75. percentil) 0.081-
0.112 g/em’® a velmi dobré (>75. percentil) > 0.112 g/cm® (131). Podle tohoto rozd&leni by
novorozenci v nasi kohorté mohli byt zafazeni do kategorie dobré az velmi dobré BMD, i pfes
vysokou prevalenci nizké hladiny vitaminu D v pupecnikové krvi (81.5 %) a pfi propusténi
z nemocnice (55 %). V jiné studii nebyl prokazan vliv davky vitaminu D 400 IU vs. 800 IU
od narozeni do piivodniho terminu porodu na kostni mineralovou denzitu (55). N¢kolik praci
naslo signifikantné nizs$i hodnoty BMD lumbalni patefe u nezralych novorozenct pii srovnani
s kontrolni skupinou donosSenych novorozenci. Ve vSech ptipadech ale doslo k normalizace
BMD u ptuvodné nezralych novorozencti nejpozdéji do 2 let (29-31). V roce 2006 byla
v Lancetu publikovdna studie, kterd nalezla souvislost deficientni hladiny vitaminu D
v pozdnim téhotenstvi s redukci BMC u 9 letych déti pfi srovnéni s kontrolni skupinou déti
matek s normalni hladinou vitaminu D (10). Ztoho je mozZzné vyvozovat zvySené riziko Casné
osteoporozy v dospélosti u déti vitamin D deficientnich matek. Déle je mozné se domnivat, Ze
v naSem souboru nami nezachyceny rozdil v denzitometrii nevylucuje zvySené riziko

osteoporozy v dospélosti ve skupin€ novorozencu s tézce deficini hladinou vitaminu D.

Davkovani vitaminu D u pfedCasné narozenych novorozencli je v soucasnosti
narozené déti davku 200—400 IU vitaminu D denné (53) a ESPGHAN doporucuje 800—1 000
IU (51). Podle nedavné metaanalyzy by méla byt davka vitaminu D 400 IU / den dostate¢na
pro dosazeni hladiny 25(OH)D > 50 nmol / 1, tj. hladiny, kterd je schopna zabranit rozvoji
nutriéni kfivice u vétSiny novorozenct. Ve srovnani s donoSenymi novorozenci potiebuji
pfedCasné narozeni novorozenci vyssi piijem vitaminu D, aby doséhli pozadovanych hladin
25(OH)D (132). Kromé¢ toho jsme jiz diive prokazali, ze u ptedCasn¢ narozenych déti ani
800—1 000 IU / den nestacilo k dosazeni suficientnich hladin vitaminu D (88, 107). Také v
této studii se suplementaci vitaminu D 800 — 1 000 IU/den podle doporu¢eni ESPGHAN u
vSech novorozencli mélo 55 % z nich pfi propusténi z nemocnice hladinu 25(OH)D <50 nmol
/'1. Ve skupiné A (<25 nmol / 1) doSlo od narozeni do propusténi vice nez k dvojnadsobnému

zvySeni hladiny 25(OH)D. Ve skupiné B (> 25 nmol / I) nedoslo od narozeni do propusténi
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prakticky k zaddnému zvySeni hladiny 25(OH)D. Toto zjisténi podporuje potiebu vyssiho
pfijmu vitaminu D u nejvice nezralych novorozencli k dosazeni pozadovanych hladin
25(OH)D> 50 nmol / 1. Potfeba vyssiho davkovani vitaminu D u pfedCasné narozenych déti
muze byt vysvétlena nezralymi funkcemi nékolika organti, jako je stfevo, jatra a ledviny
(132). K dispozici jsou jen omezené znalosti o klinické dalezitosti optimalni hladiny vitaminu
D, a to zejména u pred¢asné narozenych novorozenct, a stale existuje mnoho kontroverzi.
Optimalni davka suplementace vitaminu D pro piedCasné¢ narozené déti v Casném

novorozeneckém obdobi vyzaduje dalsi vyzkum.

8 Zavéry

8.1. Parathormon - referen¢ni meze u novorozenci velmi nizké porodni
hmotnosti a souvislost s dalSimi ukazateli kostniho metabolismu - pilotni

studie

PtfedCasn¢€ narozeni novorozenci, zejména ti s extrémné nizkou porodni hmotnosti,
jsou velmi nachylni k rozvoji MBD. V soucasné dobé neexistuje ,zlaty standard pro
diagnostiku MBD. Relativné nov€ zvazovanym markerem pro diagnostiku MBD
nedonoSenych déti se ukazal byt PTH. Na zéklad¢ vysledkil pilotni studie je odhadované
fyziologické rozmezi PTH (1.65 — 9.3 pmol/l) pro novorozence s velmi nizkou porodni
hmotnosti velmi blizké referencnimu rozmezi pro dospélé (1 — 7 pmol/l). Ztoho lze
vyvozovat, ze referencni meze pro PTH u dospélych lze pouzit také pro hodnoceni hladin
PTH u ptfedcasné narozenych novorozenct. Soucasné se zda, ze zvySeni PTH nad tyto normy
lze povazovat za hyperparatyre6zu i u predCasné narozenych novorozencii. Pti prokazané
korelaci mezi hladinou PTH a vitaminem D je mozné v piipad¢ klinického ¢i laboratorniho
podezieni na MBD ¢i hypovitaminoézu D preferovat stanoveni PTH, i s ohledem na vyznamné
niz8i cenu vySetieni (1/3 nakladi oproti stanoveni 250HD). A v pfipadé hyperparatyredzy
doplnit vySetfeni hladiny vitaminu D. V pilotni skupiné pfedcasné narozenych novorozenct
byl deficit vitaminu D zachycen v 75 % pfi narozeni a v 30 % tésné pied propusSténim z

nemocnice. Ugelem dal3ich studii by jednak mélo byt potvrzeni tohoto trendu na vétsi kohorts
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novorozencu a objasnéni potencialniho vlivu takto nizkych hladin vitaminu D na nemocnost a

umrtnost nezralych novorozenct.

8.2. Prospektivni observacni kohortové studie

8.2.1. Stav vitaminu D u matek a jejich novorozencii s velmi nizkou porodni
hmotnosti pri narozeni (pupecnikova krev) a pri propusténi z nemocnice pri

soucasném obecné doporucovaném davkovdni vitaminu D.

Nase studie prokazala v Ceské republice velmi vysokou prevalenci deficitu vitaminu
D u tehotnych zen a v pupeénikové krvi jejich novorozencli s velmi nizkou porodni
hmotnosti. Aktudlné¢ doporucend davka suplementace vitaminu D 800 IU denné nebyla
schopna do propusténi z nemocnice dosdhnout hladiny vitaminu D nad pozadovanych 50
nebo dokonce 75 nmol / 1, a to kvtli velmi vysoké prevalenci maternalni deficience 25(OH)D.
Vysoce efektivni metodou, jak dosahnout zlepSeni hladin vitaminu D v pupecnikové krvi je
cilend suplementace matek béhem t¢hotenstvi. Zda se, Ze optimalni davka vitaminu D pro
téhotné Zeny by mohla byt 1 000 az 2 000 IU denné. Soucasnad vyzivova doporuceni pro
predc¢asné narozené¢ déti nemusi byt dostatecné efektivni k dosazeni doporucené ciloveé

hladiny vitaminu D > 50 nmol/l, zejména v situaci tézkého deficitu vitaminu D pfti narozeni.

8.2.2. Laboratorni parametry kostniho metabolismu a sledované charakteristiky
Casné morbidity ve skupiné novorozencti velmi nizké porodni hmotnosti. Vitamin D

jako rizikovy faktor pro syndrom dechové tisné u predc¢asné narozenych déti.

V na$i prospektivni kohortové studii jsme nezjistili signifikantni rozdil mezi
vybranymi parametry mineralového a kostniho metabolismu ¢i sledovanymi charakteristikami
¢asné nemocnosti pfi porovnani skupin nezralych novorozencti s hladinou vitamin D < nebo >
25 nmol/l. Hladina vitaminu D v pupeénikové krvi neméla zadnou souvislost s RDS, BPD ani
délkou respiracni podpory. PiedCasny porod nevede ke zvySenému riziku nizkych hladin

25(OH)D. Pfi pouziti mezni hodnoty vitaminu D 25 nmol / | nebyl prokdzan vliv na
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mineralizaci skeletu, BMC a BMD lumbalni patefe se mezi skupinami neliSily. Porovnanim
skupin nezralych novorozenct s hladinou vitamin D < a > 25 nmol/l jsme neprokazali zadny

benefit plynouci z pupecnikové hladiny vitaminu D > 25 nmol/l.

Osobni prinos doktoranda a piivodnost FeSeni

V ramci disertani prace jsem vytvoril design studii a pfipravil vSechny potiebné
dokumenty nutné k zahajeni a zddrnému pribéhu vyzkumu. Déle jsem provadél odbornou
praci zahrnujici zafazeni novorozencl do studie, sledovani a dohled nad pribéhem studie a
zejména sbér dat od vSech pacientli (demografickd data, sledované biochemické, klinické
parametry, morbidita a vysledky denzitometrii). V tésné spolupraci s RNDr. Evou
Cermakovou jsem nasledné statisticky vyhodnotil ziskana data a vysledky predkladdm v této
praci. Zavéry jsem prezentoval jak formou pfednasek na tad¢ odbornych akci, tak cestou

publikaci v impaktovaném casopise.

Podafilo se splnit vSechny vytycené cile disertacni prace. Jedna se o prvni a doposud
jedinou praci, ktera se pokusila odhadnout fyziologické hodnoty PTH u novorozencti s velmi
nizkou porodni hmotnosti. Poznatek stran shody s referencnimi mezemi pro dospélé je
dilezity v kazdodenni praxi pro spravné hodnoceni hyperparatyre6zy v populaci nezralych
novorozencl. Vysledky prace piinaSeji dilezitou informaci o vysoké prevalenci
hypovitaminézy D v téhotenstvi a pupeénikové krvi nezralych novorozencti v Ceské republice
a nedostatecném efektu aktudlné platného a rutinné pouzivaného davkovéani vitaminu D.
Myslim si, ze tato informace mlze mit vliv na budouci nutricni standardy tykajici se
suplementace vitaminem D jak u pfed¢asné narozenych déti, tak i u t¢hotnych Zen. Zvazovana
role vitaminu D u mnoha onemocnéni napii¢ medicinou je v poslednich letech sklofiovana
v fad€ odbornych periodik. Tato prace je jednou z mala, ktera se snaZzila oziejmit roli vitaminu
D voblasti neonatologie. I kdyZ v souboru naSich vorozenci se nepodafilo prokazat
souvislost vlivu tézkého deficitu vitaminu D na kostni metabolismus ¢i sledovanou morbiditu,

stale se jedna o velmi cenné informace pro dalsi, jisté potfebny vyzkum na tomto poli.
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