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Abstrakt:

Uvod: Vysoké kardiovaskularni riziko u pacientd s chronickym onemocnénim ledvin je ¢asteénd
zpusobeno poruchou minerdlové rovnovahy, mikrozdnétem a oxida¢nim stresem. Pacienti s CKD
kumuluji tradi¢ni 1 netradiéni KV rizikové faktory. Mezi netradi¢ni biomarkery spojené¢ s KV
rizikem patii 1 FGF23, matrix-metaloproteinazy a placentarni ristovy faktor. FGF23 je fosfaturicky
hormon a inhibitor syntézy kalcitriolu, je asociovan scévnimi kalcifikacemi. Matrix-
metaloproteinazy ( MMP-2, MMP-9), jsou proteolytické a prozanétlivé enzymy, pfispivajici k
remodelaci myokardu. Placentarni ristovy faktor (PIGF) je proangiogenni cytokin, ktery je ve
zvifecim modelu spojen s hypertrofii levé komory. Hladiny FGF23, MMPs 1 PIGF jsou u CKD

nemocnych zvysené.

Cil: Cilem na$i prace bylo popsat dynamiku zmén vybranych novych biomarkeri KV rizika
(FGF23, MMP-2, MMP-9 a PIGF) v raznych stadiich CKD 1-5 a popsat jejich asociace s tradicnimi
markery KV rizika. Dale jsme zjiStovali, zda existuje vztah mezi témito markery a

echokardiografickymi parametry u nemocnych s CKD stadia 2-4.

Metody: Do prifezové studie jsme zahrnuli 80 nemocnych s CKD stadia 1-5 a 44 zdravych
kontrol. V dalsi, prospektivni studii, byl sledovan vyvoj echokardiografickych parametrti u 62
subjekti s CKD 2-4, po primérnou dobu 3610 mésicti. Hladiny FGF23, MMP-2, MMP-9 a PIGF
byly méfeny metodou ELISA. K detekci nezédvislych korelaci byla pouzita multivariantni regresni

analyza.

Vysledky: V prifezové studii byly hladiny FGF23 a MMP-2 vyssi u CKD nemocnych nez u
kontrol. Byly zjistény nezavislé korelace mezi hladinou FGF23 a MMP-2, mezi FGF23 a
parathormonem, mezi MMP-2 a fosfatémii, inverzni korelace mezi FGF23 a kalcitriolem. FGF23
bylo vyss§i u osob s anamnézou KV onemocnéni. V prospektivni studii byly pocatecni vs. konecné
parametry nasledujici: zvySeni hmotnosti levé komory (LVMI) u 29% vs. 37,1% nemocnych,
diastolickd dysfunkce LK u 74,1% vs. 75,8% nemocnych. Byly zjiStény nasledujici nezdvislé
korelace: LVMI s hladinou PIGF, cholesterolem, BNP, krevnim tlakem a sérovym kreatininem.

EN-RAGE s rozmérem levé sin€ a inverzné s pomérem E/A, jenz je korelatem diastolické funkce.

Zavéry: NaSe data svédci pro asociaci markerti metabolické a kostni choroby se zédnétem a KV
rizikem u nemocnych s CKD. Dalsi vyzkum by mél ukazat, zda jde o kauzalni souvislost a zda

terapeutickd modulace hladin popsanych biomarkerti miize zmirnit KV riziko u této populace.
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Short summary:

Background: High cardiovascular risk in patients with chronic kidney disease is partly due to
mineral dysbalance, microinflammation and oxidative stress. CKD patients accumulate traditional
and non-traditional CV risk factors. FGF23, MMPs and PIGF belong among these non-traditional
biomarkers of CV risk. FGF23 is a phosphaturic hormone and inhibitor of calcitriol synthesis. It is
associated with vascular calcifications. Matrix-metalloproteinases (e.g. MMP-2, MMP-9) are
proteolytic, proinflammatory enzymes, contributing to myocardial remodelation. Placental growth
factor (P1GF) is a proangiogenic cytokine that is associated with LV hypertrophy in animal model.
Plasmatic FGF23, MMPs and PIGF are elevated in CKD.
Aim: We aimed to describe dynamic changes between several novel biomarkers of CV risk
(FGF23, MMP-2, MMP-9 and PIGF) in CKD stages 1-5, to describe their mutual correlations and
possible association with traditional CV risk markers. We studied possible association of laboratory
and echocardiographic parameters in patients with CKD stages 2-4.

Methods: In a cross-sectional study we evaluated 80 patiens with CKD 1-5 and 44 healthy controls.
In a prospective study we evaluated echocardiographic and laboratory parameters in 62 patients
with CKD 2—4 for an average study period of 3610 months. FGF23, MMP-2, MMP-9 and PIGF
serum levels were assessed by ELISA method. Multivariate regression analysis was used to detect
independent correlations.

Results: In a cross-sectional study, plasmatic FGF23 and MMP-2 were higher in CKD patients
versus controls. We detected following independent correlations: plasmatic FGF23 with MMP-2,
plasmatic FGF23 with parathormone and inversely with calcitriol; MMP-2 with phosphate levels.
Plasmatic FGF23 was higher in patients with CV disease history. In the prospective study, basic
versus final measurement showed the following: increased left ventricular mass index (LVMI) in
29% versus 37,1% patients, LV diastolic dysfunction in 74,1% versus 75,8% patients. We detected
the following independent correlations: LVMI was associated with PIGF levels, total cholesterol,
BNP levels, systolic BP and serum creatinine levels. EN-RAGE was associated with left atrial
diameter and inversely with E/A ratio.

Conclusions: Our data show an association of metabolic and bone disease with inflammation and
CV risk in CKD patients. However, no data exist so far to prove causality of these associations.
There is insufficient data about possible positive effect of therapeutic modulation of these

biomarkers on CV risk in CKD population.
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1.UVOD
Pacienti s chronickym onemocnénim ledvin (chronic kidney disease, CKD stadia 1-5), maji

10-20x vyssi riziko kardiovaskularnich (KV) chorob oproti bézné populaci. Toto riziko je
zpusobeno kumulaci tradi¢nich a netradi¢nich (CKD specifickych) rizikovych faktord. Prevalence
CKD stoupé a patofyziologické souvislosti onemocnéni srdce a ledvin jsou intenzivné studovany.
s CKD, jsou: hypertenze, hyperreaktivita systému renin-angiotensin-aldosteron (RAAS), anémie,
retence vody a sodiku, endotelialni dysfunkce, dysbalance mineralti a vitaminu D, mikrozanét a
oxidacni stres (3). Zaroven probihé intenzivni vyzkum biomarkert, které by mohly propojovat CKD
a KV onemocnéni. Mezi tyto biomarkery patii také placentarni ristovy faktor (PIGF), extraceluldrni
nov¢ identifikovany RAGE-vazebny protein (EN-RAGE), matrix-metaloproteinazy, fibroblastovy
rustovy faktor 23 (FGF23), vitamin D a parathormon (PTH). Typickymi KV komplikacemi CKD
nemocnych jsou: cévni kalcifikace, akcelerovana ateroskler6za, hypertrofie levé komory (HLK),

myokardialni fibr6za a nahla smrt (8).

1.1. Chronické onemocnéni ledvin (CKD)

Chronickym onemocnénim ledvin (CKD) rozumime abnormalni strukturu nebo
funkci ledvin, pfitomnou alespoit po dobu 3 mésicii, majici zdravotni disledky. CKD znamena
pritomnost renalniho poskozeni, mezi jehoz projevy patii albuminurie, abnormality mocového
sedimentu, sérovych elektrolyt, urey a kreatininu, abnormality detekované histologicky,
zobrazovacimi metodami, snizeni glomerularni filtrace (GFR) < 60 ml/min/1,73 m*> a / nebo
anamnéza transplantace ledviny. Mezinarodni klasifikace CKD vychazi z NKF-DOQI klasifikace a
pouziva se od roku 2002. CKD je rozdélena do 5 stadii (CKD 1 —5), dle urovné rezidualni GFR.
Stddium CKD 5D jiz znamena nutnost nahrady funkce ledvin dialyzou. V roce 2013 byla

zvetejnéna nova klasifikace CKD [KDIGO], kterd je zaloZena na trovni GFR a albuminurie (306).

1.2. Kardiorenalni syndromy

Chronické onemocnéni ledvin je modelem pied¢asného starnuti. Starnuti je spojeno
s progresivni akumulaci Skodlivych zmén, s poruchou fyziologické funkce a s vysokym rizikem
onemocnéni 1 Umrti. Starnuti mize byt urychleno nevhodnym Zivotnim stylem a podminkami
zivotniho prostiedi, kterym jsou geny vystaveny. CKD podporuje bunécné starnuti cestou toxickeé
alterace vnitiniho prostfedi (2). Mnoho pacientii s onemocnénim ledvin zemie na KV chorobu pied

dosazenim CKD 5 stadia (3). Etiologie KV onemocnéni u CKD je multifaktorialni a je spojena s

13



mnoha modifikovatelnymi, nemodifikovatelnymi i specifickymi CKD rizikovymi faktory (Obrazek
1). Tyto faktory ptedevsim zpusobuji zvyseni arterialni tuhosti a krevniho tlaku, zvysuji napéti LK a
rychlost pulsové viny (PWV). Bohuzel, nemocni s KV chorobami trpici zaroven CKD byli
vylouceni z vétSiny klinickych studii, které jsou podkladem moderni kardiologické péce. Proto jsou
dosud doporuceni pro 1écbu KV chorob u CKD dosud pievazné “opinion based” (1).

Podle genetickych studii je za asociaci CKD a KV chorob spiSe zodpovédny klinicky stav a
zevni prostiedi nez genetické faktory. Srde¢ni arytmie a ndhla smrt jsou nejcastéjsi pri¢inou umrti
nemocnych s CKD (6). Mezi hlavni ptiCiny patii: abnormality v korondrni mikrocirkulaci, porucha
koronarni rezervy, redukce aortalni poddajnosti, zvySena aktivita sympatiku, zvySena koncentrace

angiotensinu II, ndhlé zmény v hladin€ drasliku, vapniku a hotf¢iku a srde¢ni fibréza (7).

Obrazek 1: Rizikové faktory KV chorob u ESRD nemocnych.

Tradicni Nemodifikovatelné ~ Vék
rizikové Muzské pohlavi Srdeéni
faktory Rodinna zatéz selhani

+ T/ Diabetes /
—

Modifikovatelné Hypertenze Hypertrofie LK
Dyslipidémie
Kouteni
Obezita
Hypoalbuminémie Cévni tuhost

+ /
Netradi¢ni Anémie Periferni ischemické
rizikové C———= Vysoky P postiZzeni
faktory Vysoky PTH
Nizk4 eGRF -
Vysoké CRP Infarkt
Albuminurie Koronarni AS —> myokardu
Hyperhomocystinémie
Oxidaéni stres
Zanct
Vysoky FGF23
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Terminem kardiorenalni syndromy (KRS) oznac¢ujeme kombinovanou dysfunkci srdce a ledvin
(Obrazek 2). KV systém a ledviny jsou Uzce provazané, takze primarni zmény v jednom systému
narusi druhy systém (9). Interakce mezi srdcem a ledvinami jsou fyzikalni, chemické i biologické
povahy. Organizace ADQI v roce 2008 navrhla nasledujici klasifikaci: KRS 1. = akutni zhorSeni
srdecni funkce vyvola zhorSeni funkce ledvin, KRS II. = chronické abnormality srde¢ni funkce
vedou ke zhorSeni funkce ledvin, KRS III. = akutni zhorSeni funkce ledvin vede ke zhorSeni funkce
srdce, KRS IV. = chronické onemocnéni ledvin vede k onemocnéni srdce a KRS V. = systémové

postizeni vedouci k sou¢asnému poskozeni funkce ledvin a srdce (10).

Obrazek 2: Kardiorenalni syndromy

Typ I. Akutni kardiorenalni

_

Typ III. Akutni renokardialni

Akutni srde¢ni selhani Akutni renalni selhani

ﬂ

[ >
Typ II. Chronicky kardiorenalni

< 1
Typ IV. Chronicky renokardialni

Chronické srde¢ni selhani Chronické onemocnéni ledvin

Typ V. Sekundarni kardiorenalni syndrom (pfi syst¢émovém onemocnéni)

V soucasnosti jsou jako biomarkery k casné detekci KRS IV. vyuZzivany: troponiny, BNP, CRP,
sérovy amyloid A, ischémii modifikovany albumin, AGEs, aktivator plazminogenu typu I,
homocystein. Byla popsana korelace zminénych markert s KV prognoézou. (11, 12). I pies zlepseni
v posledni dekad¢ je preziti dialyzovanych pacientii stale neuspokojivé. Asi 40% umrti je z KV
pric¢in. V minulosti bylo KV umrti povazovano za disledek koronarniho postizeni aterosklerozou.
Dnes se vice zdiraznuje tloha kardiomyopatie a ndhlé srde¢ni zastavy (3), jako dtsledku kardialni
fibrozy a poskozeni mikrocirkulace. Nahla smrt je nejcastéjsi pti¢inou umrti hemodialyzovanych

(HD) nemocnych (3) (Tabulka 1).
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Tabulka 1: Pfi¢iny smrti u incidentnich & prevalentnich dialyzovanych pacienta 2009—2011 (435):

incidentni pacienti prevalentni pacienti

Celkova mortalita (na 1000 osob/rok) 298 194
Procento kardiovaskularni mortality :

Akutni infarkt myokardu 3,6% 4,7%

Srdecni selhani 5,7% 4,8%

Arytmie/ nahlé srde¢ni smrt  24,3% 26,9%

Cévni mozkova piihoda 2,2% 3,1%

Jina kardialni pfic¢ina 1,5% 1,9%
Kardiovaskularni mortalita celkoveé 37,3% 41,4%,

1.3. Ateroskleroza, ztuhnuti st€ny tepen, cévni kalcifikace

Kalcifikace cévni intimy a médie vedou k okluzi a / nebo ke ztlusténi stény tepen. Prevalence
cévnich kalcifikaci (VC) u CKD stoupé s poklesem renalni funkce. Vyzkumy ukazuji, ze stupeit VC
u CKD nemocnych koreluje s vyskytem ztuhnuti tepenné stény, arteridlni hypertenzi, HLK a
kardiomyopatii a je nezavislym prediktorem celkové i KV mortality, proto se u CKD doporucuje
cévni kalcifikace aktivné vyhledavat. Kalcifikace intimy jsou indikatorem pokrocilé aterosklerozy a
zuzuji cévni lumen. Naopak kalcifikace médie, Castéji nachdzené u CKD, diabetu mellitu a
metabolického syndromu, jsou charakteristické difuzni minerdlovou depozici podél elastickych
vlédken tepen a disledkem je ztuhnuti tepenné stény. Mnoho CKD nemocnych je i1 pfi vyznamném
postizeni koronarnich tepen oligosymptomatickych (14). Cévni ztuhnuti je nezavislym prediktorem
KV ptihod, pfispiva k vyvoji hypertenze a diastolické dysfunkce, ischemizaci myokardu a progresi
CKD. Cévni ztuhnuti je asociovano se starnutim, obezitou a DM2. V patogenezi hraje roli také
lokalni ptisobeni RAAS v cévach, imunitnich buiikdch a perivaskularnim tuku, které pfispiva
k vyvoji endotelidlni dysfunkce a ztuhnuti cév. Ztuhnuti tepenné stény je také spojeno s poruchou
kostniho metabolismu a je také prediktorem rendlniho rizika. Mluvi se o CKD- MBD (poruse kostni
a mineralové).

Hyperfosfatémie koreluje s kalcifikaci koronarnich i perifernich arterii 1 s chlopennimi

kalcifikacemi u CKD nemocnych (16) (Obrazek 3). Fosfaty indukuji cévni kalcifikace a urychluji
osteogenni transformaci cévnich svalovych bunék (VSMCs) (23). Transformace VSMCs v buiky
podobné osteoblastim pfispiva k expresi proteini asociovanych s kosti a indukuje mineralizaci
extracelularni matrix (23). Extracelularni fosfat je transportovdn cestou sodik-dependentnich
fosfatovych transportéra (PIT1 u lidi, PIT-1 a PIT-2 u hlodavct) (24), ¢imZ up-reguluje osteogenni
geny, jako je Runx2 (runt-related transkripcni faktor 2), Msx2 (Msh homeobox 2), Osx ( osterix),

alkalicka fosfatdza a osteopontin (16).
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Mechanismus vyvoje cévnich kalcifikaci se podoba procesu kostni mineralizace a jde o ptisné
regulovany proces, jehoz patofyziologie je multifaktoridlni a dosud ne plné objasnéni. Cévni
kalcifikace jsou u CKD bézné, jsou vysledkem pasivnich i aktivnich procest. v nichz hraje roli fada
cirkulujicich biomarkert. V patofyziologii VC se uplatiiuje nejen precipitace fosfati a kalcia
v extracelularnim prostiedi (mineralni krok), ale také uzce regulovany, buiikami fizeny proces
zahrnujici apoptozu, osteochondrogenni diferenciaci a degradaci elastinu (bunéény krok). Na
pocatku vyvoje cévnich kalcifikaci je nejspiSe apoptdéza bun€k hladké cévni svaloviny (VSMC).
Apoptoticka téliska z VSMC slouzi jako nukleacni struktura pro formovani kalciovych krystalt,
¢imz je zahajena kalcifikace. Degradace elastinu hraje vyznamnou roli v iniciaci a progresi VC. Je
indukovéna elastdzou, metaloproteindzami, cysteinem aj. protedzami. Degradovany elastin ma
vysokou afinitu ke kalciu. Multipotentni cévni kmenové bunky se diferencuji v osteochondrogenni
bunky v reakci na cévni poskozeni (25).

V procesu tvorby cévnich kalcifikaci se uplatiiuji také inhibi¢ni proteiny a promotéry. Mezi

promotéry patii: bone morphogenic protein 2 (BMP-2) a aktivator receptoru pro NF kappa B ligand
(RANKL), hyperfosfatémie, hyperkalcémie a za inhibitory povazujeme: osteoprotegerin, fetuin-A,
osteopontin, magnésium, pyrofosfat, klotho, matrix Gla protein, bone morphogenic protein 7 (26).
Fetuin-A inhibuje patologické extraosedlni kalcifikace. Snizené hladiny fetuinu-A jsou spojeny s vyssi KV
mortalitou u HD nemocnych. V experimentu u mysi byla kombinace deficitu fetuinu-A, hyperfosfatémie a
CKD spojena s 15 nasobnym zvySenim cévnich kalcifikaci. Deficit fetuinu-A vedl téméf vyhradn€ ke vzniku
kalcifikaci intimy (209). Byla popsdna inverzni korelace mezi hladinou magnésia a cévnimi
kalcifikacemi (27). Moznymi faktory v genezi osteo-chondrogenetické transformace jsou také
AGEs, chronickda CMV infekce, microRNAs, FGF23/alpha-Klotho osa a mnoho dalsich. Byla také
popsana souvislost mezi oxidacnim stresem, hyperfosfatémii a kalcifikaci arterialni médie u CKD
nemocnych (28). Akumulace AGEs pfispiva ke ztuhnuti arteridlni stény z ditvodu modifikace
kolagenu a elastinu.

Mnoho studii v poslednich letech popsalo souvislost mezi kostni a cévni mineralizaci

(osteopordzou) (29, 32). V poslednich letech byly objeveny dalsi funkce kosti. Osteoblasty se, diky
produkci osteokalcinu, podileji na regulaci tukového metabolismu, energetické homeostazy,
inzulinové sekrece a senzitivity, coz je zasadni pro spravnou funkci KV systému. (30). Osteokalcin
i adiponektin inverzné koreluji s arterialnim ztuhnutim a koronéarni kalcifikaci. (32, 33). Leptin,
hormon regulujici objem tukové hmoty, je silnym inhibitorem tvorby kosti a podporuje vyvoj

cévnich kalcifikaci (34)
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Obrazek 3: Uloha fosfatti v patogenezi cévnich kalcifikaci
VSMCs Degradace elastinu
Eflux kalcia (TmiR-135a)
Osteochondrogenni diferenciace (TmiR 24-2, |[miR 145/143)
Produkce ROS (aktivace NAPDH oxidazy)
Fosfaty Indukce apoptozy (aktivace kaspazy)

|:> Cévni kalcifikace

Endotelialni buiikky ~ Produkce ROS (aktivace NAPDH oxidazy)
%Indukce apoptozy (aktivace kaspazy)
| NO produkce (eNOS inaktivace)
1 zanét (TICAM-1, 1VCAM-1)

| angiogeneze

Klinickou diagnézu kalcifikaci médie nelze provést pouhym fyzikdlnim vySetfenim.

Pravdépodobné jsou piitomné pii palpovatelnych, Spatné stlacitelnych tepnach (i manzetou
tonometru). Tento manévr je oznacovan jako Oslerovo znameni. V soucasnosti neexistuje
spolehlivy, dostatecné senzitivni a specificky biomarker pro diagnézu VC. Kalcifikace koronarnich
tepen popisuje Agatstonovo CAC skore (CACS), které je zalozeno na soucinu plochy
kalcifikovaného plaku a koeficientu denzity. Zlatym standardem diagnostiky pifitomnosti a miry
cévnich kalcifikaci je vypocetni tomografie: multislice CT a electron-beam CT (MSCT, EBCT) na
principu rychlého snimkovani srdce (10-20x za sekundu). CACS poskytuje kvantitativni predstavu
o celkovém kalcifikacnim postizeni koronarnich tepen a vyssi CACS predikuje vyskyt KV piihody.
CACS koreluje s vyskytem AIM, syndromu AP, vyskytem klaudikaci a AO aneurysmat. Toto skore
ale nedokaZe rozlisit mezi kalcifikacemi intimy a médie. Casna depozice kalcia je souasnymi
metodami prakticky nezobrazitelnd (35). Nejcastéji pouzivanou technikou ke stanoveni ztuhnuti
tepenné stény je rychlost pulsové viny (pulse-wave velocity - PWV) (36). Doporuceni iniciativy
KDIGO zroku 2009 navrhuji k semikvantitativnimu hodnoceni VC pouzivat levnou lateralni
abdominalni radiografii a dile echokardiogram k detekci chlopennich kalcifikaci u nemocnych ve
stadiu CKD 3-5 (KDIGO).

Ateroskler6za je chronicky zanétlivy proces, na kterém se podili fada imunokompetentnich
bun¢k pritomnych v AS 1ézich. Pfi¢ina imunologické aktivace neni zcela jasnd. V AS platech jsou

pritomné oxidované a/nebo enzymaticky zménéné formy LDL (OxLDL) a mrtvé buiiky. Studie
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ukazuji, ze zanét zvySuje intracelularni akumulaci lipidi a tvorbu pénovych bunék, tim naruSuje
regulaci LDL, coZ vede k progresi aterosklerozy a cévnich kalcifikaci. OxLDL piisobi prozanétliveé
a imunostimulacné, aktivuji T-lymfocyty a jsou ve vysSich koncentracich cytotoxické. Bakterie a
viry byly povazovany za mozné pfi¢iny imunitni aktivace, ale je obtizné najit pfimy dikaz této
hypotézy, nebot’ pokusy s antibiotiky u lidi byly neptesvédcivé. Mezi piimé pticiny ruptury plaku
patii cytokiny (IL-1B, TNF a lipidové mediatory-leukotrieny), metaloproteinazy (PAPP-A) (37).

1.4. Hypertrofie levé komory

Az 80% pacientl zahajujicich hemodialyzu (HD) ma koncentrickou nebo excentrickou formu
hypertrofie levé komory (38, 55). HLK zacina v ¢asnych stadiich CKD a jeji prevalence stoupa
s klesajici funkci ledvin (3). HLK se nejspise vyviji jako kompenza¢ni mechanismus k volumovému
a tlakovému pfetizeni, nakonec ale HLK vyznamné ptispivad k nepiiznivé prognodze pacientt.
Excentrickd forma vznikd volumovym pfetizenim, které vede k ubytku kardiomyocytl;
koncentricka forma je dasledkem hypertenze a zvySeného afterloadu, je zhorSovana anémii,
hyperparatyredzou a vysokou hladinou angiotensinu II. HLK u nemocnych s CKD je typicky
doprovazena myokardialni fibrozou, zbytnénim cévni stény arteriol a profidnutim kapilarni sité,
redukci poctu kardiomyocytti a jejich hypertrofii. Tyto mechanismy urychluji vyvoj systolické a
diastolické dysfunkce levé komory (LK).

U pacient s CKD 3-5 byla podle echokardiografie HLK pfitomna u 72-89% nemocnych (39).
HLK ma u této populace multifaktoridlni patogenezi, kdy spoluptisobi hemodynamické i non-
hemodynamické stimuly, které indukuji bud’ vzestup masy levé komory (LVMI) nebo dilataci levé
komory (LK). Index LMVI koreluje svekem, délkou arteridlni hypertenze, TK, tlakovou

amplitudou a proteinurii, negativn¢ s hladinou hemoglobinu a eGFR. Tlakovd amplituda je rozdil

mezi systolickym a diastolickym tlakem. Jeji velikost ur¢uje hlavné systolicky objem a poddajnost

cév. Nizsi poddajnost cév tlakovou amplitudu zvySuje. Tlakova amplituda je silnym prediktorem

zvySeni LMVI, coZ naznacuje vyznamnou roli ztuhnuti arterialni cévni stény ve vyvoji HLK (58).

Hlavnimi rizikovymi faktory vyvoje HLK jsou anémie a hypertenze a ovlivnéni téchto rizik

muze vést ke zmirnéni HLK (40). Nezavislymi prediktory HLK jsou dale: pohlavi, vék, obezita a
diabetes. BMI 1 obvod pasu nezavisle koreluji s LVMI. Obezita je nejvyznamngjSim
modifikovatelnym KV rizikovym faktorem vyvoje HLK (41, 42). Nemocni s vy$§im LVMI méli
vy$$i zanétlivé markery a vySsi albuminurii (43).

HLK muze ptispivat ke zvySeni hladin hs-cTnl/T u nemocnych s CKD. Detekovatelné hladiny

srdecnich troponinti jsou u pacientli s CKD casté, a to i pti absenci manifestniho KV onemocnéni.
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Detekovatelny sérovy troponin T (¢TnT) je nezéavisle asociovan s HLK, systolickou dysfunkci LK,
se zvySenym rizikem srde¢niho selhdni a KV umrti. Kombinace vysokého CRP a srde¢niho
troponinu-T identifikuje nemocné s koronarnim postizenim (14), ale také predikuje KV umrti u
ESRD nemocnych. Dal§im prediktorem HLK a snizené systolické funkce LK je FGF23 (45). LVMI
a diastolicka dysfunkce LK nezavisle korelovaly s hladinou 25(OH)D (46).

Jiz mirné snizend rendalni funkce md vliv na geometrii levé komory. Subjekty s onemocnénim

ledvin byly srovnavany s darci ledvin (eGFR byla srovnatelnd). Onemocnéni ledvin bylo

vyznamnym a nezavislym prediktorem LVMI, coz mlze byt spojeno s prohypertrofickymi faktory,

jako je aldosteron (47). HLK se poji s endotelidlni dysfunkci. CKD nemocni méli oproti kontrolam

vys§i hsCRP, niz§i FMD (brachial artery flow-mediated dilatation) a vy$si LVMI (48). HLK

souvisi s vyskytem ndhlé srdecni smrti, hlavné z divodu komorové arytmie nebo snizené systolické

funkce LK (49, 50). HLK provézi intermyocytarni fibréza LK (51). Detekce myokardialni fibrozy

byla obtizna, ale nyni je proveditelna cestou akustick¢ denzitometrie (52). Prevalence fibrozy
koreluje s rizikem nahlé smrti (7).

U CKD nemocnych je ziejmé nejcastejsi pti¢inou ndhlé smrti kardiomyopatie, kterd se vyviji

jiz v casnych fazich CKD (53). Jednd se o souhrn neadekvatni hypertrofie levé komory,
intersticialni fibrozy, ztlusténi arterii a kapilarniho deficitu (54). Frekvence srdecni zéstavy je az
100x vyssi u HD nemocnych nez u obecné populace, zatimco u obecné populace za 80% néhlych
umrti zodpovidéa koronarni ateroskleroza (55, 56). Srde¢ni zastava u HD nemocnych ptichazi castéji
bez pritomnosti klinicky manifestni koronarni aterosklerdzy (57). Multivariantni analyza ukazala,

ze zvyseny LVMI je také prediktorem progrese do ESRD a tmrti (58). Hypertrofie levé komory

zustava u nemocnych s CKD casto nediagnostikovana. Nutny je screening rizikovych faktorti, Casna

diagnostika HLK cestou echokardiografie, monitorace HLK a zahdjeni specifické 1é¢by v ¢asnych

stadiich CKD.

1.5. Diastolickd dysfunkce levé komory

Diastolicka dysfunkce LK piestavuje abnormdlni relaxaci, plnéni nebo poddajnost levé
komory, coZ s sebou piinasi nepiiznivou progndzu nezavisle na tirovni systolické funkce LK (63).

Byly popsany tii typy diastolické dysfunkce LK: 1. Porucha relaxace LK (stupen I) 2.

Pseudonormalizace (stupeni II) a 3.restriktivni plnéni (stupenn III). Posuzovani plnicich tlaka levé
komory umoziiuje neinvazivni echokardiografickd metoda tkanové-dopplerovskd (TDI — Tissue
Doppler Imaging). Srde¢ni fibroza (kterd zplsobuje arytmii pravdépodobné arytmogennim

mechanismem reentry) a diastolickd dysfunkce (jez je disledkem snizené kompliance) jsou
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vyznamnymi prediktory amrti (59, 54). Diastolicka dysfunkce LK je u CKD nemocnych béznou
KV patologii (55, 60), umoziuje prudky vzestup diastolického tlaku LK pfi malém zvySeni objemu
LK, takZe nemocni maji nizky prah pro vznik plicniho edému. Pfi ultrafiltraci b&hem dialyzy
mohou tito nemocni prodélat prudky pokles diastolického tlaku v LK pti pomérné nizké redukci
volumu, ¢imz vznika ndhla hypotenze.

Index pulsniho tlaku je definovén jako: systolicky TK — diastolicky TK / systolicky TK, a

reflektuje cévni poddajnost, kterd koreluje s diastolickou dysfunkci LK (64). Leva sini je velmi
citlivd na volumové ptetizeni a diastolickou funkci a jeji rozmér je nezdvislym prediktorem KV
piihod, umrti i progrese CKD. Metaanalyza klinickych studii poukazuje na moznost pouziti

rozméra LS jako prediktoru klinické prognozy u CKD nemocnych (65).

1.6. Tradiéni faktory kardiovaskularniho rizika u CKD nemocnvych

1.6.1. Hypertenze, systém renin angiotensin aldosteron, sul

Arteridlni hypertenze se vyskytuje u vétSiny nemocnych s CKD, muize byt pfiinou i

komplikaci CKD, je klasickym rizikovym faktorem progrese CKD a KV morbidity. Jeji
patogeneze je multifaktoridlni a ne zcela objasnéna. Asi v 90% ptipadi se jednd o esencidlni
hypertenzi, kdy pfesna pficina neni zndmd. Sekundarni hypertenze je u CKD casto disledkem
hyperaldosteronismu, spankové apnoe nebo stendzy rendlni tepny (66). Byl popsan vztah mezi
hypertenzi a zanétem (67). Normalni endotel reguluje cévni tonus cestou tvorby vasodilata¢niho
NO pomoci endotelidlni NO syntazy (eNOS) (68). CRP 1 TNF destabilizuji eNOS mRNA, ¢imz
snizuji produkci NO (69, 70). CRP stimuluje monocyty k tvorbé cytokint (IL-6, IL-18, TNF-a) a
endotelialni bunky k expresi molekul ICAM-1 a VCAM-1 (71, 72), coz podporuje zanétlivou
reakci. Zanét tak mtze vyvolat endotelialni dysfunkci, coz vede ke zvySeni cévni rezistence. Zdravy
zvySuje adhezi leukocytli a chemokinti. Také oxidaéni stres vede k endotelidlni dysfunkci, z divodu
reakce superoxidu s NO, za tvorby peroxynitritu (74). Peroxynitrit oxiduje 4-tetrahydrobiopterin
(BH4), kofaktor eNOS, coz zptsobi, ze eNOS produkuje superoxid (namisto NO) (75). Neni dosud
jasné, zda je zanét pii¢inou nebo dasledkem hypertenze, mize se jednat o obousmérny vliv.

Hypertenze senzitivni na sul (asociovana zvlasté s CKD, diabetem i1 obezitou) je indukovéna

methylglyoxalem (MG), coz je jeden z hlavnich prekurzorti karbonylového stresu a jeho hladiny u
CKD jsou zvysené. MG-indukovanou hypertenzi, zanét, karbonylovy a oxidac¢ni stres, lze ¢asteéné

redukovat pomoci ARB (candesartan). (76). Vyznamnou roli ve vyvoji hypertenze hraje cirkulace
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ve dieni ledvin. Studie na zvifatech ukazaly, ze zvySeny oxidacni stres snizuje difuzi NO v této

oblasti. (77).

Hypertenze je asociovana s mirnym vzestupem natrémie (78), ktery stimuluje centralni tlakové

receptory, véetné aktivace sympatiku (79) a uvolnéni kardiotonickych steroidd (79, 80). Analog

digitalisu - marinobufagenin, inhibitor Na+K+ATPazy, je spojen s kardiomyopatii a uremickou
kardialni fibrézou u zvitat (81). Protilatky neutralizujici marinobufagenin pfedchazeji poskozeni
srdce u potkanti s CKD (82). U HD pacientli byl zjistén vztah mezi LVMI a kardiotonikem
ouabainem (83). Inhibitor ouabainu - rostafuroxin — v experimentu sniZzuje oxidacni stres,
endotelialni dysfunkci a TK, v klinickych studiich ale jeho efekt na TK nebyl prokazan (85).

Plazmatické hladiny aldosteronu jsou u CKD zvvSené a aldosteron zvySuje cévni zanét a srdeéni

fibrézu (86). Hladina aldosteronu koreluje s incidenci IM a mortalitou u KV pacienti. Podani
aldosteronu v experimentu zvysilo obsah lipida a zanétlivych bun¢k v AS platu, infiltraci monocyta
a T lymfocytl v cévach, systémovou zanétlivou reakci a hladinu cirkulujiciho cytokinu RANTES.

Po aplikaci aldosteronu byl z cév secernovan prozanétlivy placentdrni ristovy faktor (PIGF).

Aktivace mineralokortikoidniho receptoru v lidskych korondrnich svalovych buitkach vyvolala
sekreci faktorti podporujicich chemotaxi monocyt. Aldosteron podporuje Casnou aterosklerozu
v mistech turbulentniho toku krve a podporuje zanét a rupturu plaku cestou PIGF signalizace (87).
Aktivace cévniho RAAS je prokazatelnd v experimentdlnich modelech obezity a DM2 a je
asociovana se zvysenim oxidacniho stresu a zdnétu v cévach. Mineralokortikoidni receptory hraji
roli ve vyvoji insulinové rezistence, nedostatku NO, endotelialni dysfunkci a cévniho ztuhnuti.
V aktivaci lokélniho RAAS se uplatituji imunitni mechanismy.

Elevace aldosteronu se poji s cévnimi kalcifikacemi, které u CKD souvisi s vyvojem HLK

(393). V experimentu aldosteron stimuluje cévni kalcifikace tim, Ze cestou mineralokortikoidniho
receptoru vyvolava transport fosfatl v cévnich svalovych bunkéch. Spironolakton, antagonista MK
receptoru, redukuje VC a zvysSuje preziti. Blokdda aldosteronu redukuje cévni kalcifikace diky
mechanismiim nezavislym na krevnim tlaku (88). Inhibice receptoru pro aldosteron pomoci
eplerenonu by mohla redukovat cévni tuhost u CKD stadia 3-4 (89). Inhibitory aldosteronu
(spironolakton a eplerenon) redukuji mortalitu nemocnych se srde¢nim selhanim (90). Aktivace
RAAS je fibrogenni, zatimco inhibice je antifibrogenni. Tyto u¢inky byt mohly byt u ESRD vyuzity
k 1écbé HLK, hypertenze a cévnich kalcifikaci. Antagonist¢é MK receptorti jsou u bézné populace
standardni 1écbou nemocnych se srde¢nim selhdnim, snizenou EFLK a po prodélaném IM.
Dlouhodob¢ ucinky 1écby kombinaci ACEI, ARB a antagonisti MK receptortt u ESRD vsak dosud

nebyly zhodnoceny v randomizovanych kontrolovanych studiich (92).
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1.6.2. Albuminurie

Proteinurie (PU) je Casnym markerem rendlniho poskozeni, je rizikovym markerem progrese
CKD a nezavislym faktorem KV morbidity a mortality. Mechanismy, kterymi albuminurie pfi
zachovalé eGFR zvySuje riziko umrti nejsou zcela jasné. Hypotéza ,,Steno” uvadi, ze proteinurie je
markerem cévni endotelidlni dysfunkce (93). Troponin T (hs-TnT) jako marker cévni mikronekrozy
predikuje stupeii albuminurie (94). Albuminurii provazi pokles hladin adiponektinu a zvySené CRP
(95, 96). VysSe proteinurie souvisi s hladinou ADMA (asymetricky dimetylarginin), coz je
prozanétlivy marker inhibujici produkci NO a zptsobujici endotelialni dysfunkci (97). Cirkulujici
antigen von Willebrandova faktoru (vWF) se vyplavuje pii poskozeni endotelu. Nemocni s
albuminurii maji vy$si hladiny vWF oproti kontroldm (99). Také endotelidlni dysfunkce méfena
ultrazvukem pomoci FMD (flow-mediated dilatation) se poji s proteinurii (96). Dalsim pojitkem
mezi PU a endotelidlni dysfunkci muze byt VEGF. Uziti antagonistt VEGF jako inhibitort
angiogeneze u onkologickych nemocnych bylo spojeno se zvysSeni PU a hypertenze (98). I dalsi
trombogenni faktory, jako jsou: fibrinogen a tkanovy aktivator plazminogenu, koreluji s trovni
albuminurie (100). Inzulinova rezistence 1 proteinurie se poji s aterogenezi. Pacienti s albuminurii
meli vysSi inzulinovou rezistenci. U potkant zpiisobuje hyperinzulinémie rendlni vazodilataci a
zvySenou glomerularni filtraci (101).

Ve skupin€ 16759 osob s normalni nebo lehce snizenou eGFR bylo nejvyssi riziko mortality u

osob s normalni eGFR a albuminurii. Slo o relativné mladé subjekty s vy$§im BMI, TK, HbAlc a

vysokou prevalenci DM a metabolického syndromu (102). U pacienti s DM 2 bylo zjiSténo, zZe
velikost albuminurie, nikoli snizend eGFR, je asociovana se zvySenou arterialni tuhosti, LVMI a
ateroskler6zou (103). Multifaktoridlni analyzy poukazaly na roli proteinurie v progresi CKD, u
diabetikii 1 nediabetiki (104, 105). Ve studiit RENAAL (106) byla bazélni proteinurie prediktorem
KV piihod, stejné¢ jako ve studiich LIFE (107), HOPE (108) a Framingham (109). Ve studii

RENAAL bylo >30% sniZeni PU spojeno s redukci rizika dosazeni renalniho cile.

K redukeci albuminurie jsou obvykle tfeba vyssi davky ARB nez ke kontrole TK. Mysim s DM

2.typu po jednostranné nefrektomii byl podavan valsartan nebo placebo. Nelécené mysi vyvinuly
albuminurii, mesangialni expanzi a zvySenou renalni expresi TGFB1, PAI-1, kolagenu IV a
fibronektinu. Mysi 1éené valsartanem mély nizs$i albuminurii a markery renalni fibrozy. (110).
Vétsina renoprotektivniho u¢inku ARB je zprostiedkovana snizenim PU a snizeni PU o polovinu

bylo spojeno s poklesem rizika KV piihod a vyvoje ESRD o polovinu (106).
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1.6.3. Obezita

Obezita, tato epidemie 21. stoleti, vede k vyssimu vyskytu CKD a ESRD. Tukova tkan je
aktivnim endokrinnim organem. Ruzné adipokiny se podileji na rendlnim poSkozeni modulaci
endotelialni funkce, indukci oxida¢niho stresu a zanétu, stimulaci sympatické nervové aktivity,
modulaci kostni remodelace a ucasti ve vyvoji anémie. Rezistin, adiponektin a leptin jsou hlavnimi
cytokiny tukové tkané€, jsou spojeny s insulinovou rezistenci a cévnim poskozenim (111, 112).
Obezita pfinasi zvysené riziko DM 2, malignit, hypertenze, KV chorob, dyslipidémie, spankové
apnoe. Procento obéznich nemocnych s CKD 2-5 béhem poslednich 10 let stoupd. Pro rutinni
hodnoceni se pouziva body mass index (BMI). Hranice BMI 30-35 kg/m? je povazovana za mez
unosnosti k transplantaci ledviny. Lécba a prevence obezity je moznosti, jak zlepSit celosvétovy
nartist vyskytu CKD (113). Zajimavym poznatkem je, ze u dialyzovanych nemocnych je paradoxné
obezita spojena s lepsi progndézou. V observacni studiit COSMOS u dialyzovanych nemocnych byl
vahovy ubytek nebo pfirtistek (<1% nebo >1% télesné hmotnosti) siln€ asociovan s vy$§im rizikem
mortality, ovSem pouze pro neobézni kategorie a nemocné s podvéhou (114). V prospektivni studii
u CKD s eGFR<60mL/min byl sledovan relativni energeticky piijem a slozeni potravy. Nemocni s
vys$Sim energetickym piijmem neméli zvysené riziko KV mortality. Naopak zvySena konzumace

sacharidi byla asociovana s vys§im rizikem KV mortality. (115)

1.6.4. DM 2. Typu, inzulinové rezistence

Insulinova rezistence (IR) zvySuje riziko KV chorob. Vyznam IR je podtrZzen vzestupem
prevalence obezity. Premenopausalni zeny maji nizsi riziko KV chorob ve srovnani s muzi, ale tato
ochrana je ztracena pii obezit¢ a insulinové rezistenci. IR je spojena se zanétlivou odpovédi.
Detailni patofyziologické mechanismy nejsou objasnény a svou roli zde jisté hraji systém RAAS,
aktivace sympatiku, modulatory incretinu (napi. DPP-4) a imunitni mechanismy (116). Ve vyvoji
inzulinové rezistence a obezity se uplatiuje oxid dusnaty (NO) svymi antiobezitogennimi a inzulin-
senzitizujicimi U¢inky. NO maé cetné biologické role, véetn¢ pleiotropnich, jako je regulace
synaptické transmise, agregace trombocytl, interakce leukocytll s endotelem, imunitni funkce,
aterogeneze, angiogeneze (118). Rizné izoformy NOS maji rizné role (119); NOS1 (neurondlni) a
NOS3 (endotelidlni) napt. ptisobi v systémové regulaci TK a regulaci organového priitoku, zatimco
NOS2 (inducibilni) spiSe ptsobi pfi zabijeni patogent a v zanétlivych procesech (120, 121). NO
pusobi antiobezitogenné¢ diky zvySeni oxidace tukli v kosternim svalu, jatrech a tukové tkani,
naopak snizuje syntézu lipida v jatrech. NOS2 zifejmé podporuje glukoneogenezu a ovliviluje

inzulinovou sekreci. NO také piimo ovliviiuje vazbu a uvolnéni kysliku z hemoglobinu a je schopen
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zvysit krevni pritok ve tkanich s malou koncentraci kysliku (122). Ukolem NO je tedy modulovat
O gradient v bunikach a tkéanich, diky regulaci funkce hemoglobinu a cestou inhibice spotieby O>
v mitochondriich (123). Chronickd expozice NO muze vyvolat v mitochondriich zmény, které

mohou reprogramovat buiiky nebo tkané k vyssimu metabolickému vykonu (124).

Hlavni ulohou NO je ale regulace krevniho pritoku a jeho ptavodni nazev byl EDRF
(endotelidlni relaxaéni faktor). NO je syntetizovan v endotelu NO syntazou (NOS3) a difunduje do

cévni stény; to vede ke vzestupu cGMP a k relaxaci cévy (125). Dostupnost NO je vSak snizend u

obezity a diabetu (126). Dostupnost NO je ddna rovnovahou mezi jeho tvorbou a degradaci, nizké

hladiny NO u obéznich mohou byt dany nizkou expresi NOS, snizenim NOS aktivity nebo reakci
NO s kyslikovymi radikaly. Exprese NOS3 je u obezity a diabetu snizena z vice piicin. Uplatiiuje
se zde vliv TNFa, ADMA, malych 27-nt RNA, snizeni kofaktord, jako je L-arginin (126). NO je
klicovym faktorem v regulaci metabolismu, télesného slozeni a inzulinové senzitivity. Stiedozemni
dieta bohatd na resveratrol je spojena se snizenim KV morbidity. V klinické studii resveratrol
vyvolal vasodilataci, snizil endotelidlni dysfunkci cestou zvySeni aktivity NO syntdzy, zvysil

hladinu tetrahydrobiopterinu (kofaktor NOS) a sniZil cévni oxidaéni stres (127).

1.6.5. Dyslipidémie

Aterogenni dyslipidémie, typicka pro DM 2.typu a metabolicky syndrom je charakterizovana

typickou triadou: nizky HDL-cholesterol, zvysené triacylglyceridy a malé denzni LDL ¢éstice, které
snadno podléhaji oxidaci. Mal¢ denzni LDL castice a oxidované LDL castice pusobi infiltraci
monocytl, migraci a proliferaci VSMCs, apoptozu endotelialnich buné€k, infiltruji cévni sténu,
vychytavaji makrofagy a maji nizkou afinitu k LDL-receptoru.

Sacharidy jsou hlavnimi determinanty hladin triacylglyceridi (128). Dieta s vysokym obsahem

sacharidd se poji s KV rizikem. Redukce TAG a LDL-cholesterolu byla popsdna m.j. pii zvySeni
vlédkniny ve stravé, zvySeni pfijmu omega-3 mastnych kyselin (véetné ofechl), ziejme diky jejich
antioxida¢nim schopnostem (129). Restrikce sacharidu zlepSuje dyslipidémii i bez vahového ubytku
a bez omezeni piijmu nasycenych tukd. Komplexni polysacharidy, vldknina a fyzickd aktivita
snizuji TAG, zvySuji HDL-cholesterol a omezuji tvorbu malych denznich LDL (130). U
nemocnych s aterogenni dyslipidémii byla vyssi inzulinova rezistence a zanétlivé markery, tito
nemocni méli niz8i hladiny B12 a vys$i hladiny homocysteinu. Hypertriglyceridémie koreluje
s inzulinovou rezistenci, zvySenymi hladinami IL- 6, TNF-alpha a hsCRP (131).

U vétsiny nemocnych s CKD je obvykle celkovy cholesterol a LDL cholesterol v normé,

s vyjimkou nemocnych s nefrotickym syndromem a pacienti léCenych peritonealni dialyzou.
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Aterosklerotické KV ptihody tvofi jen 30% vSech KV piihod u CKD nemocnych. Piesto ukazaly
intervencni studie (zvlast¢ SHARP) a metaanalyzy proporcni snizeni KV rizika spojené se snizenim
LDL cholesterolu u nemocnych s CKD (s vyjimkou CKD 5) (132).

1.7. Netradi¢ni KV rizikové faktory

1.7.1.Uremické toxiny, glomerularni filtrace

Uremické toxiny mohou vyvolat zanét, oxidacni stres a endotelidlni dysfunkci, jsou
vyznamnym KV rizikovym faktorem u CKD, mohou ovliviiovat hladiny a slozeni lipoproteinti
(napt. oxidaci a karbamylaci) a tak zvySovat KV toxicitu lipoproteinti u CKD nemocnych. (132).
V databazi EUTox je nyni uvedeno 152 uremickych toxinti
(http://eutoxdb.odeesoft.com/index.php). Uremické toxiny délime do 3 kategorii: 1. Mal¢, ve vod¢
rozpustné latky, MW< 500 Da (napfi. urea, kreatinin, guanidiny). 2. Stfedni molekuly (MW> 500
Da), prototypem je B2-mikroglobulin, leptin, PTH, FGF23, AGEs, AOPPs. 3. Latky vdzané na
protein (fenoly, indoly aj.). Za hlavni uremické toxiny povazujeme fosfaty, FGF23, PTH, AGEs,

indoxyl sulfat a para-cresyl sulfat. P-cresylsulfat je prototypem toxinu vazaného na proteiny. P-

cresylsulfat i p-cresylglucuronid (PCG) nezavisle koreluji s mortalitou u CKD 2-5D (133). 3-indol
octova kyselina (IAA) je nezavislym prediktorem mortality a KV piihod, jeji hladiny koreluji
s markery zanétu a oxida¢niho stresu (CRP, malondialdehyd). V lidskych endotelidlnich buinikach
IAA cestou NF-kB aktivuje prozanétlivou cyklooxygenazu-2.

Nejen snizena, ale i zvySena GFR je rizikovym faktorem KV chorob. Studie Matiss u témer
3000 osob z obecné populace zjistila, ze eGFR <90 a >109 mL/min nezavisle zvySovala riziko KV
morbidity 1 mortality (134). Prifezova studie RENIS-T6 sledovala 1521 osob z obecné populace,
bez anamnézy KV onemocnéni, CKD, diabetu, bez albuminurie. GFR v nejvyssim kvartilu bylo
nezavisle asociovano se zvySenym vyskytem karotickych plakti a HLK. (135). U 4128 osob
byly prediktory rychlého poklesu GFR (>3 mL/min/rok) zanétlivé a prokoagula¢ni markery: CRP,
IL-6, pocet bilych krvinek, fibrinogen, D-dimer, plasmin-antiplasmin komplex a sérovy albumin.
26% nemocnych mélo rychly pokles GFR a tento nalez byl nejsilnéji asociovan s poklesem s-

albuminu (136).
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1.7.2. CKD-metabolické a kostni choroba, FGF23 a Klotho, fosfatémie, parathormon,

aktivni vitamin D

CKD-MBD je systémova porucha mineralového a kostniho metabolismu v dasledku
chronického onemocnéni ledvin, kterd se projevuje jednou nebo vice z nasledujicich komplikaci:
abnormality v metabolismu kalcia, fosforu, parathormonu, vitaminu D, abnormality v kostnim
obratu a mineralizaci kosti, kalcifikace cév a mekkych tkani (137).

V kontextu CKD existuje t€sna asociace mezi mineralovou dysbalanci a rizikem celkové a KV

mortality a morbidity. Minerdlova dysbalance se vyviji Casné¢ a je obtizn¢ léCitelnd. Cévni

manifestace CKD-MBD za¢ind cévnim ztuhnutim, zvySenim karotick¢é IMT (intima-media
thickness) a cévnimi kalcifikacemi (VC). Vysledky velkych studii (databaze Medline, EMBASE a
Cochrane 1980-2007) ukazaly zvySené riziko mortality pro vyssi fosfor, kalcium a PTH. KV riziko
rostlo od prahu >1,76 mmol/l pro fosfor a >476,1 pg/ml (52,4 pmol/l) pro PTH (138). Vyssi CaxP

sou¢in  (>4,4 mmol¥/1®) je asociovin sHLK, oxidaénim stresem, mikrozanétem,
hyperhomocystinémii a hyperlipidémii (139).

Fosfaty jsou induktory VSMC apoptdzy a osteochondrogenni diferenciace. Hyperfosfatémie
indukuje cévni kalcifikace a snizeni tvorby aktivniho vitaminu D, coz vede k aktivaci RAAS spolu s
defekty pfirozené imunity. Riziko Gmrti linedrné stoupd s kazdym vzestupem fosfatémie o 0,16
mmol/l (140). Kiivka zavislosti mezi sérovymi hodnotami fosforu a mortalitou u dialyzovanych ma
,J° tvar, tzn. vySS8i riziko mortality je spojeno nejen s vysokymi, ale také nizkymi hodnotami
fosfatémie. Tento fenomén je korelatem proteinové malnutrice, kterd je dalsim rizikovym faktorem
mortality u CKD. Vyssi hladiny sérové ALP a intaktniho PTH (markert kostniho obratu) koreluji se
zvySenou mortalitou  HD nemocnych (141, 142). Ve zvifecim modelu byla vysokofosfatova dieta
spojena s vysSim TNFa, oxidacnim stresem a malnutrici, cévnimi kalcifikacemi a predc¢asnym
umrtim. Lécba lantan karbonatem tyto zmény oslabila. V kultufe lidskych cévnich svalovych bunék
fosfaty zvySovaly expresi TNFa (143). Hyperfosfatémie zrychluje progresi CKD a zvySuje
mortalitu, proto byla vydéana klinickd doporuceni ke snizeni fosfatové zatéze. V praxi je vSak jejich
dodrzovani obtizné, zvlaste dietni restrikce fosfati a uzivani fosfatovych vazacl. Bézna je Spatna
kompliance a nedostate¢na informovanost pacientti (144)

Tradi¢né byla patogeneze CKD-MBD vysvétlovana deficitem 1,25-dihydroxyvitaminu D,

naslednou elevaci PTH a dysbalanci metabolismu kalcia a fosfata (145). Tvorbu PTH v pfistitnych
téliscich stimuluje sniZeni ionizovaného kalcia (spiSe nez zvyseni fosfat). Hyperfosfatémie, deficit
vitaminu D a sekundarni hyperparatyre6za byly povazovany za hlavni faktory vysokého KV rizika

CKD nemocnych (146, 147). Po objeveni fibroblastového rastového faktoru 23 (FGF23) se tato
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teorie znacn¢ zmenila a recentni literatura popisuje FGF23 jako nejCasnéjsi sérovou abnormalitu
CKD-MBD (148).
FGF23 je ziejmé kliC¢ovym regulatorem CKD-MBD a pojitkem mezi CKD-MBD a KV

onemocnénim. U CKD hladina FGF23 stoupd jiz od stddia 3 (¢GFR < 60 ml/min), a to dfive nez se

zméni hladiny PTH, 1,25(OH),D, nebo fosfati (149). Podilet se mize jeho retence v organismu pfi
poklesu eGFR a/nebo nadmérnd produkce. Hladina FGF23 koreluje s PTH, s fosfatémii,
kalcitriolem a eGFR (150). Hladina FGF23 neni ovlivnéna hemodialyzou a z4dné korelace nebyla
popsana mezi FGF23 a kostni denzitou (151). Hladiny Klotho a 1,25vitD klesaji s poklesem GFR,
zatimco hladiny FGF23 a PTH stoupaji. Hladina FGF23 stoupa od eGFR<47 mL/min, zatimco
hladina PTH od eGFR<34 mL/min. (152).

FGF23 nélezi do Siroké rodiny fibroblast growth faktort (podobné jako kysely FGF a basicky

FGF). které se podileji na proliferaci a diferenciaci bunék hladké svaloviny cév (VSMCs) a
podporuji angiogenezi. Sekreci FGF23 stimuluje hyperfosfatémie, vysoky piijem fosfati, vysoka

hladina kalcitriolu a PTH. FGF23 byl popsan v roce 2000 pii vyzkumu autosomélné¢ dominantni

formy hypofosfatemické rachitidy (153). Vys§i FGF23 pii normalni funkci ledvin vede
k hypofosfatémii, deficitu kalcitriolu a k osteomalacii. Naopak u mysi bez FGF23 exprese, se
vyvine hypervitaminoza D, hyperfosfatémie a kalcifikace mékkych tkani. Nemocni s autosomalné
dominantni formou hypofosfatemické rachitis (ADHR), maji n€kolik riznych FGF23 mutaci, diky
kterym je protein rezistentni k proteolytickému $té€peni. ~Amino-terminalni ¢ast FGF-23 (aa 1-24)
je hydrofobni a ziejmé slouzi jako signalni peptid umoziujici sekreci FGF23 do krevni cirkulace.
Jeho karboxy-termindlni cast (180-251) ma pouze c¢asteCnou shodu ve slozeni aminokyselin
s ostatnimi ¢leny FGF rodiny.

Jiz pted 50 lety bylo popséano, ze s poklesem GFR stoupéd exkrece fosfati diky PTH (154).

FGF23 je dal§im vyznamnym fosfaturickym hormonem. Je tvofen hlavné osteocyty a osteoblasty, v

reakci na zvySenou hladinu fosfati a vitaminu D (155). FGFs pasobi cestou FGF receptori
(FGFRs), coz jsou tyrosinkinazy kodované 4 riznymi geny (FGFRI-FGFR4) (156). FGF23 podle
in vitro a in vivo studii interaguje se vSemi 4 FGFRs (157), ma ale atypickou heparin-vazajici
doménu, takze se vaze na FGF23 s nizkou afinitou. FGFRs jsou vSudypiitomné, ale typickymi
cilovymi organy FGF23 jsou ledviny a piistitna téliska. Koreceptor Klotho je nezbytny k indukci
FGF23-specifickych signalnich mechanismti (158). Rozpustny Klotho je hormon podporujici
fosfaturii nezavisle na FGF23 (159).

Hlavnim cilem FGF23 je FGF receptor-Klotho komplex v ledvindch, kde FGF23 indukuje

mocovou exkreci fosfati cestou piimé down-regulace sodik-dependentnich fosfatovych
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kotransportérit (NPT2a a 2¢) v rendlnim proximalnim tubulu (160, 161). Druhou vyznamnou roli

FGF23 je snizeni hladiny 1,25(OH)2D cestou suprese 1-a-hydroxylazy (klicovy enzym aktivace

vitaminu D) a stimulaci katabolické 24-hydroxyldzy v proximalnim tubulu ledvin (160).

Vazba FGF23 na cilové bunikky vyzaduje ko-expresi vSudyptitomného receptoru FGF -1c a

aKlotho (158). Klotho je transmembranovy protein, ktery je predev§im exprimovan v ledvinném
proximalnim a distdlnim tubulu, v pfistitnych téliskach, ale také v chorioidnim plexu v mozku
(159). Klotho je nezbytnym kofaktorem FGF23 a anti-aging faktorem. Klothodeficitni a
FGF23-deficitni mySi vykazuji zrychlené starnuti, zkracené doziti, akcentovanou aterosklerézu a
cévni kalcifikace, zvySeny oxidacni stres a rendlni fibrozu. Naopak zvySena exprese Klotho u mysi

redukuje aortalni kalcifikace, klotho inhibuje fosfaty indukovanou kalcifikaci VSMC in vitro. Podle

nckterych autorti Klotho neni pfitomno v aorté ani ve VSMCs (162). Jiné studie naopak expresi
mRNA Klotho ve VSMCs a aorté potvrzuji (163). Bylo ukdzano, Ze exprese Klotho v aorté je u
CKD snizend, zatimco plazmatické Klotho bylo zvySené (164). Arterialni exprese Klotho je v malé
kvantit¢ dokazatelna PCR reakci, ale je nedetekovatelné pomoci immunohistochemie nebo Western
blotting (165). Dalsi studie jsou nutné ke zjisténi jak je regulovéana aortalni exprese Klotho u CKD
nemocnych. U pacientdl s CKD je sniZzeni a-Klotho nejspiSe sekunddrni pfi elevaci FGF23 a
snizeném 1,25(OH)2D (oba tyto markery suprimuji expresi a-Klotho v ledvinach). Spolehlivé in
vivo stanoveni hladiny klotho vSak dosud neni dostupné, takze spojeni vysokého FGF23 a nizkého
klotho u CKD je zatim jen teorii.

FGF23 je pfimym reguldtorem Na-Cl kanalu (NCC) v distadlnim renalnim tubulu. Tento kanal

hraje kli¢ovou roli v reabsorbci sodiku. Mysi bez FGF23 nebo bez Klotho exprese maji nizsi
expresi tohoto kanalu, coz vede ke ztratam sodiku, dehydrataci a poklesu TK. Naopak, injekce
rekombinantniho FGF23 norméalnim mySim vede ke zvySeni NCC exprese, retenci sodiku,
hypertenzi a srdecni hypertrofii. Lécba blokatorem NCC, chlorothiazidem, zrusila FGF23
indukovanou hypertenzi (166).

Dalsim vyznamnym cilem pro FGF23 jsou pfiStitna téliska. V pokusu u zvifat FGF23 snizil

expresi a sekreci PTH (171). Pacienti s CKD maji typicky sekundarni hyperparatyre6zu s vysokymi

hladinami FGF23, coz naznacuje, Ze u nich FGF23 vyznamné nesnizuje sekreci PTH. Pfi¢inou je
mozna snizend exprese komplexu Klotho-FGFR1 v hyperplastickych pfistitnych téliskach, ev.
castecna rezistence tkdni v urémii na pisobeni FGF23, coz bylo ukazano ve zvifecim modelu (172).
Ve zvifecim modelu stimuloval parathormon expresi FGF23 v kosti (173). PTH pfimo ovliviiuje
hladiny kalcitriolu a fosfatl, které poté ptsobi na sekreci FGF23. Detailni mechanismus regulace

mezi FGF23 a PTH je dosud nejasny.
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Zvvsené hladiny FGF23 jsou spojeny s endotelidlni dysfunkci a ztuhnutim tepen u CKD. Ve

zvitecim modelu CKD s vyssi hladinou FGF23 byla zjisténa zhorSena cévni dilatace a snizend
produkce NO. V endotelu téchto zvifat byla detekovana vyssi hladina superoxidu. Zda se tedy, ze
FGF23 zvysuje superoxid, snizuje dostupnost NO a zpisobuje endotelidlni dysfunkci v aorté.

FGF23 i asymetricky dimethylarginin (ADMA) jsou spojeny s progresi CKD. U 940 nemocnych

s CKD predikovaly hladiny FGF-23 a ADMA vyskyt rendlnich piihod. Byla nalezena nezéavisla
kompetitivni interakce mezi FGF-23 a ADMA v predikci renalnich piihod. Zda se tedy, ze FGF-23
se muze uplatiiovat v dysregulaci systému NO.

Lécba protilatkami proti FGF23 zvysuje 1,25(OH)2D v séru potkant s CKD (167). Vitamin D
zpétnou vazbou reguluje produkci FGF23. Podani 1,25(OH),D3 stimuluje tvorbu FGF23 diky
vazbé na FGF23 genovy promotér a diky indukci FGF23 mRNA exprese v kostnich butikach (168).

Mysi bez receptorti pro vitamin D maji nedetekovatelné hladiny FGF23 (169). U dialyzovanych
nemocnych zvysila intraven6zni injekce vitaminu D hladiny FGF23 (170). Prvni
epidemiologickd souvislost mezi FGF23 a mortalitou byla popsédna v roce 2008 u nemocnych

zahajujicich dialyzacni 1é¢bu (174). Ve studii CRIC (CKD 2-4) a studii HOST (CKD 4-5) byly

hladiny FGF23 také silné a nezavisle asociovany s mortalitou (175). Ve studii HOST korelovaly
hladiny C-terminalniho FGF23 s rizikem infarktu myokardu a amputace dolni koncetiny, V
multivariantni analyze byl FGF23 prediktorem KV prognézy, zatimco 1,25(OH);D a PTH nikoli.
FGF23 ziejmé zvySuje fosfaty indukovanou cévni kalcifikaci podporou osteoblastické diferenciace
VSMCs cestou ERK1/2 cesty.

Studie u hemodialyzovanych i v predialyza¢ni tazi CKD ukazaly nezavislou asociaci FGF23

a hypertrofie levé komory (176). Ve studii CRIC (CKD 2-4) (177) byl vyssi ct-FGF23 asociovan se

snizenou ejekeni frakei LK a vyssi prevalenci excentrické i1 koncentrické HLK. U dialyzovanych
nemocnych se vzestupem FGF23 klesa EFLK (178). Klotho vSak nejspiSe neni v srdci
exprimovano (177). FGF23 v srdci zfejmé pusobi pfimo i nepiimo, cestou hormonalni regulace
v ledvinach, suprese ACE2, Cyp27bl a a-klotho, které reguluji RAAS, produkei 1,25(OH);D a
transport iontl v myokardu (179). Dalsi moznosti je vliv FGF23 na hypertrofii kardiomyocyta

cestou PLC-y (fosfolipdza C) signalizace, kterd je dependentni na FGFR aktivaci, ale nezavisld na

Klotho. FGF23 zfejmé aktivuje FGF/a-Klotho koreceptory v ledvinach, coz nepiimo vede k HLK a

KV mortalité cestou aktivace RAAS. FGF23 je inhibitorem exprese ACE2 v ledvinach (180), coz

brani degradaci Angiotensinu I a II. Naopak Angiotensin II blokuje expresi a-Klotho v ledvinach

(181). Kalcitriol inhibuje transkripci reninu a blokuje RAAS, ale stimuluje produkci FGF23 v kosti
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(182). Lécba kalcitriolem zvysuje cirkulujici FGF23, a tak ma konfliktni u¢inky na myokard, coz

mozné vysvétluje neschopnost VDRAs zmirnit HLK ve studii PRIMO (183).

Studie u potkand po 5/6 nefrektomii ukazala, Ze injekce FGF23 zhor$uji HLK a tento efekt je
redukovan podanim blokatoru FGF-receptoru (223). V jiné studii vSak podani protilatky proti
FGF23 nevedlo k redukci HLK (184). FGF23 a Klotho ziejmé ovliviiuji cévni reaktivitu, bud’

pfimo cestou endotelidlnich bun¢k nebo nepfimo cestou ovlivnéni endotelin-1-dependentni
sympatické aktivity. (185).

Souvislost mezi CKD a KV onemocnénim miize byt zptisobena zanétlivymi cytokiny (TNF-

a, IL-6, CRP) (Obrazek 4). Cytokiny podporuji vznik a vyvoj aterosklerozy a jsou spojeny
s rychlym ubytkem rendlni funkce. Cytokiny poskozuji endotel, coz vede k ischemickému KV
postizeni a mineralizaci médie cévni stény. U 3879 osob byla prokdzdna souvislost mezi
zanétlivymi cytokiny a FGF23 (reprezentujicim marker CKD-MBD). Naopak, ani PTH ani fosfaty
nebyly se zanétem asociovany, coz podtrhuje vyznam FGF23 (186). Jinym moznym spojenim mezi
FGF23 a zanétem u CKD je leptin. Leptin je se zdnétem siln¢ spojen a injekce leptinu u mysi
stimulovala produkci FGF23, coz naznacuje, Ze leptin je mediatorem mezi FGF23 a zanétem
(,,CVD risk triangle*) (187)

U CKD koreluje vysoka hladina FGF23 se zavaznosti ateroskler6zy a vyskytem cévnich

kalcifikaci, urychluje progresi CKD a je asociovana se Spatnou prognozou (150). Studie u

nemocnych s CKD 3-4 stadia popsala asociaci FGF23 s mortalitou, zahdjenim RRT a srde¢nim
selhanim, variabilita hladiny FGF23 béhem 2 let byla mala (188). Hladiny FGF23 a fosfatémie
byly nezavisle asociovany s progresi korondrnich kalcifikaci u HD nemocnych (189). ZvySené
FGF23 bylo silngji asociovano s rizikem srdecniho selhdni nez s AS pifihodami u nemocnych
s CKD 2-4 (190). U pacientt, ktefi podstoupili korondrni angiografii, byla zjist€éna nezavisla
korelace hladin FGF23 s rozsahem koronarni stendzy, s objemem AS platu a obsahem kalcia (191).
V jiné studii hyperfosfatémie korelovala se zavaznosti koronarnich kalcifikaci, zatimco hladina
FGF23 nikoli (192). FGF23 urychluje fosfaty indukovanou cévni kalcifikaci, ale mechanismus jeho
pusobeni v cévach je nejasny.

Také u populace s normalni rendlni funkci jsou zvysené hladiny FGF23 spojeny s vy$si LVM a

se zvySenou mortalitou (193). V souboru 3107 osob sledovanych 10,5 roku, byl FGF23 asociovan
s celkovou mortalitou a srde¢nim selhanim (194). Byla zjisténa vyznamna korelace mezi hladinou
FGF23 a kalcifikaci chlopni, ale nikoli mezi FGF23 a LVMI nebo korondrnimi kalcifikacemi (195).
Celkové telesné skore aterosklerozy (MR angiografie) nezédvisle korelovalo s FGF23 (196). U

nemocnych po transplantaci ledvin FGF23 nezavisle korelovalo s markery napéti levé komory: MR-
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proANP, NT-proBNP a prekursorem vasopresinu — kopeptinem. FGF23 bylo nezavisle asociovano
se zvySenym rizikem KV mortality i celkové mortality (197).

Hladiny FGF23 lIze snizit dietni restrikei fosfath a fosfdtovymi vazacdi. U zdravych dospélych

snizeni fosfath v diet€¢ snizuje hladiny FGF23 (199). Naopak u CKD nemocnych ma restrikce
fosfatii na FGF23 maly efekt (200). Kalcium-obsahujici fosfatové vazace FGF23 nesnizuji (201).
Naopak, sevelamer hydrochlorid i lantan karbonat u CKD hladiny FGF23 snizuji (202, 203), neni
ale znamo, zda je tento efekt spojen se snizenim KV rizika. Hladiny FGF23 mohou byt snizeny
pomoci protilatek, specifickych inhibitorti (204) produkce a organovych ucinkia FGF23 (205), dale
1é¢bou cinacalcetem spolu s nizkymi davkami analog vitaminu D (206).

Kalcium senzitivni receptor (CaR) je exprimovan ve tkanich regulujicich kalciovy

metabolismus (pfistitnd téliska, Stitnd zlaza, ledvina, kost a stfevo), ale také v endotelidlnich
bunikach cév a VSMC. Kalcimimetika (napft. cinakalcet hydrochlorid) zvysuji citlivost receptoru pro
kalcium a snizuji sérovy parathormon u pacientii s CKD. Cinakalcet snizuje hladiny PTH, fosfata i
FGF23 u CKD 5 (207). Kalcimimetika moznd zmiriiuji cévni kalcifikace nepiimo (zlepSenim
kontroly PTH, kalcia a fosfati), ale také pfimym ucinkem na cévni buiiky (208).

Aktivatory receptoru pro vitamin D (VDRA agonisté) se vyuzivaji predevSim k lécbe

sekundarni hyperparatyre6zy. Mnoho klinickych studii popsalo, ze 1écba VDRAs zlepSuje pieziti
dialyzovanych nemocnych (210, 211). Tento fenomén se mlze zdat paradoxni, nebot’ vitamin D
zvySuje hladiny FGF23 a zvySeny FGF23 je asociovan s vySs$i mortalitou. Studie u zvitat i lidi
ukazaly, ze malé davky VDRASs snizuji hladinu FGF23 (215). Vliv vitaminu D na vyvoj cévnich
kalcifikaci také neni zcela jasny, vitamin D vede k up-regulaci osteoblastickych markera a zvysuje
transport kalcia do VSMCs (213). Jiné studie vSak popisuji inhibi¢ni efekt vitaminu D na cévni
kalcifikace (214). Ve zvifecim modelu chrani vitamin D myokard pted HLK (216). V klinické
studii PRIMO (183) vsak parikalcitol podavany CKD nemocnym s HLK neredukoval LVMI ani
nezlepsil diastolickou funkei.

Shalhoub et al. ukazali, ze protilatky proti FGF23 zmirnily sekundarni hyperparatyre6zu ve

zvitecim modelu, ale zvysily cévni kalcifikace a riziko umrti, zfejme diky hyperfosfatémii (184). Z
toho vyplyva, Ze ovlivnéni hladin FGF23 u CKD musi byt velmi dobie vyladéno. Idealni by byla
tkanove specificka (selektivni) blokace FGF23 receptoru.

Parathormon a FGF23 normalizuji fosfatémii az do stddii CKD 4-5 (214). U pokrocilejSich

stadii CKD FGF23 neni schopen zabranit hyperfosfatémii, ziejmé diky snizenému poctu viabilnich
nefrond (219). Parathormon i FGF23 ptisobi fosfaturicky. Neni jasné, jaky je podil inhibi¢niho

vlivu FGF23 a stimulujiciho vlivu PTH na syntézu kalcitriolu, ale byly popsany nizké koncentrace
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kalcitriolu za ptitomnosti vysokého PTH, coz miize naznaCovat vyznam FGF23. FGF23 pomaha
snizovat fosfatémii, ale zhorSuje deficit 1,25 (OH)D3, coz podporuje vyvoj sekundarni

hyperparatyredzy. FGF23 pomaha vysvétlit bifazické KV ucinky vitaminu D u CKD. Nizs§i davky

vit D snizuji a vyss§i davky zvysSuji vyskyt KV onemocnéni. Vitamin D zvySuje sekreci FGF23 a je

naopak inhibovan zvySenym FGF23.

Obrazek 4: Souvislosti mezi mineralovou dysbalanci, FGF23 a KV komplikacemi

SN

Lécebné moznosti: PTH vitamin D
- Kalcitriol
- Cinakalcet
- Bezkalciové fosfatové vazace FGF23
- AntiFGF23 protilatky? /
Klotho? Klotho(-)
Cévni kalcifikace Hypertrofie levé komory
KV prihoda

CKD je nejcastejSim z klinickych stavii, kdy je hladina FGF23 zvySena (220). FGF23 je
klicovym regulatorem metabolismu fosfat a kalcitriolu (221). Hladina FGF23 nezavisle koreluje s
progresi CKD, s HLK, endotelialni dysfunkci, ateroskler6zou a mortalitou u CKD a obecné

populace. Studie naznacuji, ze FGF23 ma ptimy efekt na KV systém a Ze snizeni FGF23 by mohlo

zlepsit prognézu CKD nemocnych. Neni zcela jasné, jakym mechanismem zpusobuje FGF23 KV

komplikace (222). Vysoka hladina FGF23 ziejmé¢ pusobi cestou specifickych mechanismi,

nezavisle na své roli regulatora fosfatové homeostazy (223).

Aktivni vitamin D

Aktivni 1,25 (OH) vitamin D je dle souCasnych nazorti povazovan za hormon. Plsobi cestou
jaderného steroidniho receptoru pro vitamin D (VDR), ktery je v lidském téle lokalizovan ve vice
nez 30 typech bunék. Vitamin D3 se tvoii v kiizi po osvitu slune¢nim svétlem (UV zareni), méné
vyznamnym zdrojem je potrava (prakticky vyhradné tu¢né moiské ryby). Kalcidiol (25-
hydroxycholekalciferol) po hydroxylaci v jatrech ptedstavuje zdsobni formu vitaminu D3, z néjz se

v ledvinadch a dalSich organech) pomoci 1-0- hydroxylazy tvoii aktivni metabolit — kalcitriol.
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Kalcitriol ma v organismu mnohocetné ulohy, které piesahuji tradi¢ni cilové tkdné (travici stroji,
kostni metabolismus). Epidemiologické studie ukazaly souvislost mnoha onemocnéni s nizkymi

hladinami vitaminu D. Byl navrzen termin ,syndrom deficitu vitaminu D* s nasledujicimi

charakteristikami: hladiny kalcidiolu <25 ng/ml a asponn dvé z nésledujicich komplikaci:
osteopordza, KV onemocnéni, hypertenze, autoimunitni onemocnéni, nékteré¢ karcinomy (tlusté
sttevo, prostata, mamma), chronickd inava a chronicka bolest.

Klasickou roli vitaminu D je zajiSténi kalciové homeostdzy. Kalcitriol zvySuje absorpci Ca a Pi

ze stfeva a jejich resorpci z kosti. Kalcitriol je ale produkovan a ptlisobi také parakrinné v fadé

'''''

snizeni proliferace myocyti, redukce remodelace myokardu a HLK). Vitamin D snizuje produkci
reninu (224), ma ucinky imunosupresivni (pfi autoimunitnich chorobach) a protiinfekéni (indukuje
expresi cathelicidinu — télu vlastniho antibiotika). Agonist¢ VDR maji ve zvifecim modelu
protektivni efekt na architekturu glomerulu a antiproteinuricky efekt. Cilovou buiikou pro pozitivni
ucinky kalcitriolu je nejspiSe podocyt (225). Studie ukazuji, ze kalcitriol je kardio- a

renoprotektivni, a to diky svym protizdnétlivym, antiproliferacnim a RAAS blokujicim u¢inkim

(226). Nizké hladiny kalcitriolu mohou byt spoluzodpovédné za ztuhnuti cévni stény tepen (227),
za HLK, srde¢ni selhani a horsi prognézu pacientt (229). Nizké hladiny kalcitriolu urychluji vyvoj
sekundarni hyperparatyreozy.

Odhaduje se, Ze asi 1 bilion osob na svét¢ ma deficit nebo insuficienci vitaminu D.
Prevalence deficitu kalcitriolu u CKD je nejspise jesté vyssi nez prevalence anémie a je zjiStovan
jiz v asnych stadiich CKD (150). SniZeni tvorby aktivniho vitaminu D (napft. cestou FGF23) mtze
byt reakci na retenci fosfatd v organismu (i pfi dosud normélni fosfatémii). Sir§imu pouziti
kalcitriolu brani obava z toxicity vitaminu D, kterd je ale vzacna a souvisi s hyperkalcémii.
Predavkovani u clovéka by hrozilo pii pravidelném piijmu > 40.000 [U/den Ke snizeni
hyperkalcemizujiciho efektu byla vyvinuta analoga kalcitriolu (napi. parikalcitol), ktera mén¢
stimuluji absorpci kalcia a fosfatl ze stieva a kosti.

Klasicky se kalcitriol a jeho analoga v nefrologii pouzivaji k 1é€bé SHPT pro jejich supresivni
efekt na pfistitnd téliska. Observacni studie u hemodialyzovanych pacientli popisuji sniZeni
mortality u pacientt 1écenych VDRA. Dalsi zlepSeni mortality piinasi l1écba parikalcitolem. VDRASs
mozna tlumi vyvoj cévnich kalcifikaci a ztuhnuti a piisobi regresi HLK (230). Jeho podéavani
dialyzovanym nemocnym bylo spojeno s poklesem KV mortality, a to bez ohledu na hodnoty CaxP
soucinu (210). Doporucena davka vitaminu D je 600-2000 [U/den (231) a ideélni hladina kalcidiolu
(zasobniho vitaminu D) je asi 40-70 ng/ml (232). V souboru 1099 CKD nemocnych byly
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prumérné koncentrace 25(OH)D a 1,25(OH).D: 21 £+ 10 ng/mL, resp. 20 = 11 pg/mL.
zahdjeni RRT. Tyto asociace byly oslabeny po adjustaci na plazmaticky FGF23. Nebyla zjiSténa
korelace mezi hladinou 25(OH)D a klinickymi vystupy (233).

Razné 1€ky s aktivitou vitaminu D jsou uzivany ke korekci deficitu vitaminu D, ke zlepSeni
kostni choroby a sekundarni hyperparatyredzy. Na vybér je pfirozeny vitamin D nebo synteticka
analoga vitaminu D. Kalcitriol ma nejvys§i hyperkalcemizujici Uc¢inky. Parikalcitol, analog
vitaminu D2, byl vyvinut k supresi PTH u CKD, ma omezeny hyperkalcemizujici efekt a je u€inny 1
v 1é¢beé pokrocilé sekundarni hyperparatyredzy. Potkaniim po 7/8 nefrektomii byl intraperitonealné
podavan kalcitriol, parikalcitol nebo alfacalcidol. VSechny VDRAs preparaty zabraiiovaly vyvoji
HLK a snizovaly expresi ANP a BNP. Paricalcitol jako jediny udrzoval normalni parametry
myokardialni fibrézy (celkovy kolagen, kolagen I, TGFB1 a MMP1) (238). Klinické studie
s parikalcitolem ukazuji ¢aste¢né pozitivni rendlni GcCinek, ale neprokazuji vyznamné kardialni
ucinky (239). Mechanismy, kterymi 1,25(OH)2D3 reguluje cévni tonus a srdecni funkci jsou
nejasné. Mysi s inaktivnim receptorem pro vitamin D (VDR) mély niz8§i dostupnost oxidu
dusnatého (NO) diky snizené expresi endotelialni NO syntazy. To vedlo k endotelidlni dysfunkeci,
ztuhnuti tepen, remodelaci aorty a zhorSeni systolické a diastolické srde¢ni funkce, a to bez
zavislosti na zméndch v systému RAAS (241).

Epidemiologické studie naznacuji asociaci mezi nizkou hladinou vit D a rizikem KV chorob,
ale kauzalni vztah nebyl prokdzan. Ani klinické studie a metaanalyzy zatim nepodaly piesvédcivé
dikazy o tom, ze by lécba vit D zlepSovala KV prognozu. Velké klinické studie jsou potieba
k porozuméni ucinklim a tskalim 1é¢by vitaminem D (240). Vitamin D je mozna biomarkerem
zivotniho stylu, nebot’ nezdravy a sedavy zpiisob zivota se poji s deficitem vitaminu D (242).

Lécba CKD-MBD spociva tradién€ v kontrole biochemickych parametrii. Jsou potieba

studie zkoumajici klinické vystupy. Recentné byly publikovany dvé randomizované kontrolované
studie (PRIMO a EVOLVE). Ve studii EVOLVE byl cinacalcet srovnavan s placebem u 3883 HD
nemocnych se sekundarni hyperparatyre6zou. Primarnim slozenym cilem bylo: umrti, IM,
nestabilni angina pectoris, srde¢ni selhdni nebo ICHDK. Primarni cil nastal u 48,2% pacienti na
cinakalcetu a u 49,2% v placebo skupiné. Cinacalcet tedy vyznamné nesniZil riziko umrti a KV
pfihod. Sekundédrni analyza ukdzala pokles KV piihod o 21% medikace (243). DalSich 18
randomizovanych studii posuzovalo vliv kalcimimetik na mortalitu a morbiditu nemocnych s CKD
5D (celkem 7446 tcastnikil). Cinacalcet mél maly nebo zadny efekt na celkovou mortalitu, maly

vliv na KV mortalitu, ale ptsobil preventivné proti paratyreoidektomii a hyperkalcémii. (244). Ve
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studii PRIMO bylo sledovano 227 nemocnych s CKD 3-4 a HLK, ktefi byli randomizovani
k podani paricalcitolu nebo placeba. Primarnim cilem byla zména v LVMI po 12 mésicich,
vysledky byly negativni, ale hospitalizace pro KV pfi¢inu byly redukovany ve skupiné
s paricalcitolem. (245).

Bezkalciové fosfatové vazaCe maji menSi riziko cévnich kalcifikaci nez kalciové

vazace.Sevelamer snizuje absorpci AGEs, bakteridlnich toxinli a zluCovych kyselin a mtze tak
redukovat zanétlivé, oxidacni a aterogenni stimuly, navic ke své klasické hypofosfatemizujici
aktivite. Ma zfejmé piiznivé pleiotropni U€inky na endotelialni dysfunkci. Sevelamer u diabetika
s CKD vyznamné snizil HbAlc, AGEs, FGF3, celkovy a LDL cholesterol (oproti kalcium
karbonatu). Sevelamer u nemocnych s CKD zvysil ,,flow-mediated” vazodilataci (marker zlepSeni
endotelidlni funkce). Studie ,the INDEPENDENT-CKD*“ v predialyzaénim CKD zjistila, Ze
sevelamer (oproti kalcium karbonatu) snizil mortalitu a oddalil zahdjeni dialyzy. Také studie ,,the
INDEPENDENT-HD* u nemocnych zahajujicich dialyzu, ukézala lepsi pieziti u sevelameru (246).
Ve zvitecim modelu CKD podavani sevelameru snizilo fosfatémii, FGF23, zlepSilo PWV a
diastolickou funkci. Hladina fosfata (ale nikoli FGF23) byla asociovana s diastolickou funkci LK a
LVMI (247). Lécba sevelamerem u nemocnych s CKD snizila fosfaturii a sérové FGF23, ale
nebyly rozdily v hladin€ klotho, vitaminu D, nebo KV prognoze. Nedoslo ke zlepseni LVM, funkce
LK nebo tuhosti tepen (248). Razné fosfatové vazaCe maji rGzny vliv na mineradlovy
metabolismus. Podle studie CALMAG kalcium acetat/magnesium karbonat (CaMg) a sevelamer
srovnatelné snizuji hladiny i FGF23 (249). Studie COSMOS u 6797 nemocnych ukézala, ze
vSechny fosfatové vazace (s vyjimkou aluminiovych) snizuji celkovou mortalitu i KV mortalitu
(250). Fosfatové vazace s obsahem kalcia vSak zvySuji vyskyt cévnich a chlopennich kalcifikaci.

Z toho divodu jsou vhodnéjsi non-kalciové, non-aluminiové vazace (251).

1.7.3. Oxidac¢ni a karbonylovy stres. Mikrozanét

Oxidacni stres je definovén jako nerovnovaha mezi pusobenim reaktivnich forem kysliku

(ROS) a pfirozenym antioxida¢nim systémem deaktivace téchto plsobkd nebo opravenim
vysledného postizeni. Tato nerovnovaha vede k oxidaci molekul a tkanovému poskozeni (252).
Oxidacni stres piisobi toxicky cestou tvorby peroxida a volnych radikalt, které poskozuji vSechny
¢asti bunky (proteiny, lipidy i DNA), vysledkem je deplece ATP, apoptdza nebo nekroza bunek. OS
hraje roli v mnoha patologickych procesech, véetné aterosklerdzy a je rizikovym faktorem progrese

CKD a KV chorob. U CKD je rovnovaha posunuta smérem k oxidaénimu stresu. Prooxidaéni

aktivita je zvySena z ditvodu véku, diabetu, retenci uremickych toxini, chronického zanétu a faktora
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asociovanych s RRT. Antioxida¢ni obrana je snizend, coz miize byt dano vyssim vékem, deficitem
v antioxidacnich mechanismech (napf. snizend hladina vitaminu C pfi restrikci ovoce a zeleniny,
ztraty vitamint béhem dialyzy), snizend intraceluldrni hladina vitaminu E, sniZzena koncentrace
selenu a deficit v GSH scavenger systému). Erytrocyty maji vyznamnou antioxidacni kapacitu diky
glutathion peroxidaze (253). Pokud je tento enzym inhibovan, erytrocyty vykazuji pomalejsi
eliminaci volnych radikalii. Neni jasné, zda zahdjeni pravidelné hemodialyzy zlepSuje nebo
zhorSuje oxidacni stres (254). Studie srovnavala prooxida¢ni a antioxida¢ni markery u nemocnych
s CKD, u HD a PD nemocnych. Markery lipidové peroxidace byly vyssi u HD nemocnych oproti
ostatnim skupinam, reaktivni karbonyly byly vyssi u peritoneéalné dialyzovanych (PD) nemocnych.
Antioxida¢ni enzymy a vitamin E byly snizené jiz u nedialyzacnich stadii CKD, k dal$imu snizeni
doslo u HD pacientd. Zda se, Ze snizeni antioxida¢ni aktivity u CKD nemocnych je ddno poklesem
GFR a zaroven dialyza¢ni procedurou (255)

Hlavnim zdrojem ROS za fyziologickych podminek je mitochondridlni respiracni fetézec

(oxidativni fosforylace). Oxida¢ni systém fagocytl produkuje ROS cestou univalentni redukce
molekularniho kysliku (O?). Jedna se o odpovéd’ na stimulaci, tzv. respiracni vzplanuti. ROS jsou
pouzivany imunitnim systémem k zabijeni patogenti. Aktivované fagocyty produkuji ROS i RNS,
naptiklad superoxid (+O-)?, oxid dusnaty (¢NO) a zvlast& reaktivni peroxynitrit (ONOO-). ROS hraji
klicovou roli v procesu bunééné signalizace, proces se nazyva ,,redox signalizace.

Mezi enzymy produkujici superoxid patfi: xanthin oxiddza, NADPH oxidazy a cytochromy P450.
Systém NADPH-oxidazy, napojené na bunééné membrany redukuje O? na superoxidovy anion
(02), ktery je konvertovan na hydrogen peroxid (H202). O* i H20O? jsou prekurzory produkce
mocnéjsich oxidant, jako jsou: reaktivni nitrogenové latky, hydroxylovy radikal (OH ),

chlorované oxidanty (OCl ), chloraminy (RNH-CI). ROS jsou uvoliiovadny spole¢né

s prozanétlivymi cytokiny, které dale zvysuji tvorbu oxidantd.

Pti poklesu rendlni funkce dochazi k retenci prozanétlivych cytokinii, AGEs a ROS a naopak je

snizena produkce antioxidacnich latek. Oxidacni stres (OS) nejspiSe vychazi z urémie ,,per se a
roli zde hraje 1écba Fe, dietni restrikce, uremické toxiny a acidéza, srdecni selhdni a volumové
pfetizeni, bioinkompatibilita dialyzacnich membran, pfipadné¢ kontaminace dialyzatu a infekce
cévniho pfistupu k dialyze (257). OS piisobi m.j. i aktivaci matrix- metaloproteinaz (258). ROS
slouzi jako signalni molekuly, které slouzi k prevenci nebo oddéleni fady chronickych chorob.
Nizké hladiny ROS zlepSuji systémové obranné schopnosti organismu, vyvolanim adaptivni
odpovédi. To je oznacovano jako mitochondridlni hormesis nebo mitohormesis. Kratkodoby

oxidacni stres tedy miize byt u€inny v prevenci starnuti (259).
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Vysoké hladiny ROS poskozuji tkané€ a podporuji starnuti. Oxidacéni stres poSkozuje proteiny

cestou oxidace aminokyselin, dochazi k zesiténi proteini a vzniku agregacnich produktd,
rezistentnich k proteolyze. Jednim z markerii oxidace proteinii jsou AOPPs (advanced oxidation
protein products), které popsal Witko-Sarsat (260). AOPPs maji mnoho spole¢ného s AGEs.
AOPPs se poji s markery monocytarni aktivace, jsou mediatory zanétu. Uzka souvislost mezi

AOPPs a AGEs vedla ke konceptu karbonylového stresu, kde se oxidace spolecné s glykaci

spolupodili na formovéni AGEs (261). Byla zjiSténa vyznamna korelace mezi AOPPs a zanétlivymi

markery (orosomukoid, fibrinogen, PAPP-A) (262).

Metalické katalyzatory: Kovy, jako zZelezo, méd’, chrom, vanad a kobalt jsou schopné

vytvofit redox kruh, ve kterém miize byt kovem piijat nebo odevzdan jeden elektron. Tato akce
katalyzuje produkci ROS. Pokud se v organismu tyto kovy nachazeji ve volné formé, mohou
zvySovat oxidacni stres. Tyto kovy ziejmé indukuji Haber-Weissovu reakci, kdy se z hydrogen
peroxidu stava hydroxylovy radikal, ten pak miize zplsobit ireverzibilni modifikaci aminokyselin a
jinych molekul. PGsobenim ioniza¢niho zafeni a reakcemi H:O: katalyzovanymi kovy vznikaji

tandemové 1éze DNA. PoSkozeni DNA vede ke stdrnuti a vy$§imu riziku rakoviny. Béhem

peroxidace lipidi vznikaji nestabilni hydroperoxidy, rezultujici zfetézovych reakci mezi
nenasycenymi MK. F2-isoprostany jsou primarni produkty oxidace kyseliny arachidonové a slouzi
jako markery toku volnych radikali na membranové fosfolipidy in vivo. I jiné organické latky,
napf. chinony, mohou pusobit jako nemetalické katalyzatory, nebot’ mohou tvofit redox kruh, a vést
k tvorbé ROS.

Oxidacni stres piispiva k fadé onemocnéni. Podili se na vyvoji malignit, obezity, diabetu,

Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby, ateroskler6zy, srdec¢niho selhani, infarktu myokardu,
autismu, chronického unavového syndromu, dialyzacni amyloidézy a malnutrice (263, 264).
Oxidacni stres (dle Hartmanovy teorie o volnych radikalech) urychluje proces starnuti. Tuto teorii
podporuji experimenty u modelovych organismil, jako je Drosophila melanogaster (265). U
nemocnych s Alzheimerovou demenci se v lyzozomech mozkovych bun¢k kumuluji peroxidované
lipidy a proteiny. Oxidace LDL v cévnim endotelu je prekurzorem tvorby AS platu. Oxidacni stres
hraje roli v ischemické kaskad¢ pti oxida¢nim reperfuznim poskozeni nasledujicim po hypoxii. Tato
kaskada se podili na vzniku cévnich mozkovych piihod a srdec¢nich ptihod. Ischémie-reperfuze
(I/R) je oxida¢ni poSkozeni charakterizované vasokonstrikci, apoptézou a zanétem. Oxidacni stres
(OS) je me¢ sdvojim ostfim: je vyznamny v pfirozené obrané organismu, ale je nadmérné

aktivovan u riznych patologickych stavii.
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Diagnostika: Existuji tii metody testovani pfitomnosti oxidacniho stresu: (1) pfimé méteni
ROS; (2) méfeni poskozeni biomolekul a (3) detekce hladin antioxidantd. Pfimé méfeni ROS je
obtizné, nebot’ ROS jsou velmi nestabilni, maji kratky polocas (vtefiny). Proto se vétSinou pouziva
mefeni poSkozeni proteinti, DNA, RNA, lipidd aj. biomolekul, coz je sice metoda nepiima, ale
vzhledem ke stabilit¢ vétSiny markert tkanového poskozeni spolehliva. Jde o lipidové peroxidaéni
produkty (napf. akrolein, malonyldialdehyd, 4-hydroxynonenal, F2-isoprostany), produkty
pokrocilé oxidace lipidd, specifické protilatky proti oxidovanému LDL, oxida¢né modifikované
proteiny (AOPP). Je také mozné méfit hladiny antioxidant(, napt. katalazy a superoxid dismutazy.
Déle existuji testy k méfeni antioxidacni kapacity nékterych biomolekul a potravin, jako jsou
enzymatické antioxidaéni systémy (obsah SOD a GSH v erytrocytech, plasmatické hladiny GSH-
Px), non-enzymatické antioxidanty (plazmatické hladiny vitaminu C, obsah GSH a vitaminu E
v erytrocytech) a zanétlivé proteiny (CRP, albumin).

Oxidacni stres a zanét jsou hluboce propojeny, nebot’ rtizné volné radikaly jsou tvofeny

fagocyty jako odpovéd na zanétlivé stimuly. Naopak oxidacni stres miize stimulovat zanétlivou
odpovéd. Mezzano et al. popsali korelaci mezi proteiny akutni faze a markery oxida¢niho stresu u
HD nemocnych (266). Zanét je definovan jako lokalizovana protektivni odpovéd’ vyvolana
poskozenim tkani, kterd slouzi k lokalizaci a odstranéni zanétlivého stimulu i poskozené tkané.
Akutni zanétliva odpovéd’ (reakce) je vyznamnym patofyziologickym fenoménem a je spojena se
zvySenou aktivitou prozanétlivych cytokini (267). Pokud zanét trva delsi dobu - chronicka
zéanétliva reakce - vede k neptiznivym disledkim, jako je zvySeny katabolismus svalové hmoty a
dalSich tkani, poskozeni endotelu a aterosklerdza. Zanét je rizikovym faktorem KV morbidity a
mortality asociované s renalni insuficienci (268). 30- 50% HD nemocnych ma zvySené hodnoty
zanétlivych markertt (CRP, IL-6). Pficiny chronického zanétu jsou multifaktorialni a zahrnuji m.j.
komorbidity, oxidac¢ni stres, infekce, obezitu, genetické, imunologické faktory a ev.faktory spojené
s dialyzou

OS i zanét se podileji na endotelidlni dysfunkci. Myeloperoxidaza z leukocytd pusobi

v tepnach jako NO oxidaza, ¢imz piispiva ke snizené dostupnosti NO a zhorSené relaxaci hladkych
svali zavislé na NO. U CKD nemocnych byla popséna zvySend aktivace polymorfonukledrt.
Aktivace PMNs a sekrece MPO tedy muze byt kliCovym spojenim mezi zanétem, oxida¢nim
stresem a endotelialni dysfunkci u CKD. Zvyseni poctu leukocytii a hladin MPO v krvi koreluje
s postizenim korondrnich tepen u pacientll s normalni renélni funkei (270). U nemocnych s CKD
byla popsana korelace zvySenych zanétlivych markeri s hladinami PIGF a EN-RAGE (271).

Endotel je asi nejvét§im zdrojem a zérovei cilem ROS. Endotelidlni funkci u lidi 1ze métit pomoci
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hemodynamické odpovédi na acetylcholin (Ach) na predlokti. Injekce zvySujicich se déavek
zdravym subjektim nebo pacientim s koronarnim postizenim vykazuje jasny vztah mezi davkou a
vasodilata¢ni (VD) odpovédi. Tato VD odpovéd predikuje vyskyt KV piihod. Vysoké davky
vitaminu C (intraarterialn€) zvySuji VD odpovéd na Ach. Jednou znejvyznamnéjSich reakci
v endotelu je produkce NO z L-argininu, kontrolovand NO syntdzou, jejimz kofaktorem je
tetrahydrobiopterin. Pokud je tetrahydrobiopterin oxidovan, syntéza NO je potlacena a NO syntaza
zacne sama pusobit jako oxida¢ni enzym, produkujici superoxidovy anion. (272). Antioxidanty,
napt. vitamin C a GSH, rekonvertuji tetrahydrobiopterin do neoxidovaného stavu, a tak normalizuji
syntézu NO. Podani L-argininu ke zvySeni syntézy NO je problematické, protoze chloridova sul L-
argininu je acidifikaéni ¢inidlo. Endotelidlni dysfunkci mohou napomdhat rizné endogenni
inhibitory NO syntdzy. NejvyznamnéjSim je asymetricky dimethyl arginin (ADMA). Pokud je jeho
obsah v endotelu vysoky, produkce NO je snizena. Syntéza NO u ESRD je navic velmi nizka kvuli
aterosklerdze (zmenseni endotelialniho povrchu) a malé dostupnosti L-argininu.

K prevenci skodlivych ucinkit ROS maji organismy k dispozici pfirozené enzymatické a

neenzymatické antioxidaéni systémy. Superoxid dismutdza (SOD) urychluje dismutaci O: na

H:O:, je to prvni linie enzymatické antioxidac¢ni obrany. Kataldza redukuje H-O: na vodu. Selen
obsahujici glutathion peroxiddza (GSH-Px) redukuje vSechny organické lipidové peroxidy (273).
Nejaktivnéj§im non-enzymatickym antioxidantem je samotny GSH, ktery je scavengerem pro H:O:,
OH a chlorované oxidanty. Vitamin E chrani bunéénou membranu tim, ze vytvafi malo reaktivni
tokoferolovy radikal. Vitamin C pfimo vychytava O- a OH . Zanétlivé proteiny, jako je ferritin,
transferrin a albumin vykonavaji non-enzymatickou antioxidacni roli cestou sekvestrace kovovych
iontt.

Chronicky oxidaéni stres a zanét vedou ke snizené aktivaci cytoprotektivniho transkripéniho

faktoru Nrf2. Bardoxolone methyl (také znamy jako “RTA 402” ) je synteticky triterpenoid a

induktor Nrf2 cesty, ktera by méla redukovat oxida¢ni stres a zanét. Studie REATA sledovala

diabetiky s pokrocilou CKD, kteti uzivali bardoxolon nebo placebo. ESRD se vyvinulo u 43 vs. 51
nemocnych, 27 vs. 19 zemfelo zKV pfi¢in a 96 vs. 55 vyvinulo srdecni selhani (ve vétvi
s bardoxolonem vs. v placebo vétvi). Studie byla pred¢asné ukoncena na doporuceni bezpecnostni
komise. V bardoxolon skupiné vyznamné narostlo eGFR, TK a ACR, klesla télesna hmotnost,
oproti placebo skupin€. Bardoxolon nesnizil riziko ESRD a KV mortalitu (274).

Konecné produkty pokrocilé glykace (AGEs) vznikaji vlivem karbonylového stresu

nebo cestou neenzymové glykace. Karbonylovym stresem rozumime akumulaci reaktivnich

karbonylovych slou¢enin (RCOs), které jsou prekursorem AGEs/ALEs vplazmé¢ a
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tkanich. Zvysené hladiny AGEs ptlisobi neptiznivé riznymi mechanismy. Mezi piimé u¢inky AGEs
patii modifikace proteinli zplisobujici zménu struktury, vlastnosti a funkce, napt. ztuhnuti pivodné
elastické tkané. AGEs dale ucinkuji pies receptory, predevsim RAGE, ktery spousti zanétlivé
mechanismy (291). Reaktivni karbonyly (RCOs) jsou oxidacni produkty karbohydrati, lipida a
aminokyselin. Typickymi RCOs jsou: glyoxal, methylglyoxal, arabindza, glykoaldehyd, 3-
deoxyglukoson a dehydroaskorbat. Neenzymova glykace probihd v nékolika fazich tzv.
Maillardovy reakce. Sled glykacnich reakci je zahdjen vazbou aldehydové skupiny redukujiciho
cukru a aminoskupiny proteinu za vzniku labilniho aldiminu typu Schiffovy baze (casné produkty
glykace). Tvorba Schiffovy baze probiha rychle a k dosazeni rovnovahy dochazi v priabéhu ne¢kolika
hodin. Tato reakce je reverzibilni. Schiffova baze pak pomalu béhem nékolika dni podléha
chemickému ptresmyku za vzniku stabilnéjSiho prechodného produktu glykace, tzv. Amadoriho
produktu, ktery ma charakter ketoaminu. Amadoriho produkty jsou rovnéz do jisté miry
reverzibilni, 1 kdyZ rovnovédha je zna¢né posunuta ve sméru jejich tvorby. Ustidleného stavu je
dosazeno béhem nékolika tydni. Amadoriho produkty jsou reaktivni latky. Za tydny a mésice
nezédvisle na pfitomnosti glukézy vznikaji z Amadoriho produktli konecné produkty pokrocilé
glykace (advanced glycation end-products, AGE). Tyto procesy jsou ireverzibilni. Stanoveni
produkti glykace Amadoriho typu je vhodnym ukazatelem dlouhodobé koncentrace glukdzy. Bézné
se stanovuje glykovany hemoglobin a glykované proteiny. Mezi AGEs patii napi. CML, pentosidin,
pyrralin, imidazolon, glyoxal-lysin dimer (GOLD) a methylglyoxal-lysin dimer (MOLD).
Pentosidin je u CKD nemocnych vyrazné zvySen a pouziva se jako spolehlivy marker pro AGEs
(277).

Hladiny RCOs, AGEs a ALEs jsou pfi chronické urémii v plazmé zvySené. Urémie je

charakteristicka irreverzibilni, neenzymatickou modifikaci proteintt pomoci RCOs. Markery
zanétu, oxidaéniho a karbonylového stresu se zvySuji s progresi CKD, po transplantaci se ¢asteéné snizuji

(278). Peroxidace lipidi polynenasycenych mastnych kyselin (napt. kyseliny arachidonové) také

vytvaii RCOs (napft. glyoxal, malondialdehyd). Tyto reaktivni RCOs reaguji s proteiny a tvofi tak
ALEs (napf. malondialdehyde-lysin, hydroxynonenal). Koneén¢ RCOs také vznikaji bchem
myeloperoxidazou katalyzovaného metabolismu aminokyselin L-serinu a L-threoninu (napf.
akrolein a glykoaldehyd).

Karbonylovy stres je disledkem oxidaéniho stresu nebo vznikd z neoxidacnich pfticin, napf.

z deplece thiolti (279). Karbonylovy stres u CKD vychazi ze zvysené tvorby RCOs pii oxida¢nim
stresu, kdy jsou sacharidy a lipidy modifikovany pomoci ROS. Vztah mezi oxidacnim a

karbonylovym stresem je dale podpofen nalezy, kdy sérové hladiny pentosidinu korelu;ji
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s oxida¢nimi markery, jako je dehydroaskorbat a AOPP. Hladiny RCOs v uremické plazmé

nartstaji bez souvislosti s hladinami gluk6zy a lipidd.  Druhd hypotéza karbonylového stresu

v urémii spo¢iva ve sniZzené clearance nebo detoxifikaci RCOs. RCOs maji pomémé nizkou
molekulovou hmotnost, a tak jejich vylucovani muze zéaviset na renalni funkci. Kromé cesty
eliminace ledvinami existuje fada enzymatickych pochodu k detoxikaci RCOs (aldosa reduktazy,
aldehyd dehydrogenazy, glyoxaldza). Alterace GSH homeostdzy mize poskodit detoxikaci RCOs a
zvysit tvorbu AGE/ALE.

RCOs maji ptfimé patologické ucinky: kovalentné modifikuji matrix proteiny a iniciuji rizné

bunécné odpoveédi. AGEs po interakci se svym receptorem spousti tvorbu NFkappaB a mitogen-
activated protein kindz (MAPKSs), které hraji roli v apoptdze bunék (279).
Jednim z hlavnich prekurzorti karbonylového stresu je methylglyoxal (MG), jehoz hladiny u CKD

jsou zvysené. Tato latka indukuje na sul senzitivni hypertenzi. Expozice lidskych endotelidlnich
buné¢k methylglyoxalu zvysila syntézu mRNA a proteinii pro VEGF. MG-indukovanou hypertenzi,
zanét, karbonylovy a oxidaéni stres, lze Castecné redukovat pomoci ARB (candesartan) (280).

Akumulace AGEs a ALEs je disledkem karbonylového stresu. AGEs jsou irreverzibilnimi

produkty glykooxidace. Peptidy modifikované AGEs byly v séru nemocnych s DM 2.typu poprvé
popsany skupinou Makita et al. vroce 1991 (281). AGEs tvofi fada fluorescentnich 1
nefluorescentnich latek, které vznikaji v komplexnich reakcich. AGEs fluorescence koreluje
s hladinou CML. Fluorescence je vSak nespecifickd a mize signalizovat pfitomnost neznamych
AGEs majicich fyziologické tcinky.

Ledviny jsou zodpovédné za vylucovéani AGEs, takze jejich akumulace u CKD je caste¢né

dana sniZzenim rendlni funkce. Pies 90% pentosidinu a CML v uremické plazmé vSak bylo nalezeno
ve frakci albuminu, takZe za jejich akumulaci neni zodpovédna jen sniZena rendlni clearance. Dalsi
pri¢inou je nejspisSe zvysSend de novo produkce zplsobend oxidacnim stresem a kumulace
reaktivnich prekurzort, jako jsou di-carbonyly.

AGE:s se vazou na specificky receptor (RAGE). Dalsi receptory pro AGEs jsou napf. : SR-A,
OST-48 (AGE-R1), 80 K-H fosfoprotein (AGE-R2), Galektin -3 (AGE-R3), pficemz né&které

ziejm¢ hraji roli spiSe v odstranovani AGEs . Specifické receptory RAGE jsou dulezitymi
regulatory cévniho zanétu a aterosklerdzy (282). RAGE je transmembranovy receptor z rodiny
imunoglobulint o MW 45-55kD, sklada se z extracelularni domény obsahujici ligand-vazajici
doménu, jednoduchou hydrofobni transmembranovou a-Sroubovici a kratkou cytosolovou doménu,
klicovou pro RAGE signalizaci (284). RAGE je multiligandovym receptorem, muze vazat AGEs,
Cleny S100/kalgranulinové prozanétlivé rodiny, amyloidovy-p peptid, HMGBI1 a jiné (283).
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Aktivace RAGE spousti bunécné specifickou signalizaci, tvorbu ROS a aktivaci transkripéniho
faktoru NF-kB. To vede k up-regulaci prozanétlivych mediatorti, adheznich molekul a dysfunénimu
bunécnému fenotypu (284).

U nemocnych se snizenou rendlni funkci se RAGE kumuluji a jsou prokazatelné v nékolika

variantach (285). sSRAGE (soluble RAGE) je cirkulujici formou RAGE (286). sSRAGE mitize byt

kompetitivnim inhibitorem vazby ligandii na RAGE, a tak oslabit naslednou zanétlivou odpovéed.
Cirkulujici SRAGE muze negativné odrazet aktivitu RAGE (287). sRAGE miuze byt indikatorem
subklinického zanétu a aterosklerdzy. Jeho potencial jako biomarkeru musi byt vyhodnocen

v dal§im vyzkumu. Interakce mezi RAGE a jeho ligandy vede k aktivaci prozanétlivych geni

a ktadé chorob, jako jsou: komplikace diabetu mellitu, aterotrombéza, imunitni a zanétliva

onemocnéni, starnuti, rakovina a neurodegenerativni choroby (287). AGEs hraji vyznamnou roli ve

vyvoji akcelerované aterosklerézy u nemocnych sdiabetem a / nebo s CKD. Pfitahuji

mononukledry a stimuluji bunécnou proliferaci. AGEs se kumuluji v mesangiu i v nodularnich
lézich u diabetické nefropatie, v procesu starnuti a béhem fady degenerativnich chorob.
AGEs/ALEs byly imunohistochemicky prokdzany ve ztlustélé neointim¢. AGEs se uvnitt AS platu
vazou na plazmatické proteiny, interaguji s receptory makrofagii a indukuji vydej cytokinl a
rustovych faktori, indukuji endotelidlni dysfunkei, tlumi aktivitu NO. AGEs také modifikuji LDL,
takZze je hufe odstranitelny LDL receptory. V AS platech byly nalezeny depozita CML, makrofagt a
CRP. AGEs a karbonylovy stres se ziejmé podileji i na patogenezi abnormalni geometrie a funkce

LK u ESRD (288). Karbonylovy stres ptispiva i k vyvoji komplikaci CKD. Dialyza¢ni amyloidoza

je destruuyjici onemocnéni kosti a kloubdi, kdy jsou histologicky pfitomna depozital2-
mikroglobulinu. Amyloidova depozita jsou obklopena makrofadgy a kostni resorbci. Amyloidové
plaky reaguji s anti-AGE (CML, pentosidin a imidazolon), anti-ALE (malondialdehyd-lysin a
hydroxynonenal-protein adduct) i s protilatkami proti RAGE.

Tvorba AGEs/ALEs neni specifickd pro CKD, ale mize se objevit i pii cévnim poskozeni

z mechanickych ¢i metabolickych pfic¢in. Neni zcela jasné, zda jsou AGEs/ALEs v patogenezi
cévniho poskozeni aktivnimi elementy nebo jen nahodnymi svédky, ale prvni moZznost je
pravdépodobnéjsi. AGE/ALEs modifikované proteiny in vitro vykazuji fadu biologickych ucinkt
(Tabulka 2). Spoustéji zanétlivou odpoveéd’, stimuluji chemotaxi monocyti, sekreci cytokina
z makrofagii, sekreci kolagenazy ze synovialnich bunék, osteoklastickou resorbci kosti, proliferaci

bunek hladké cévni svaloviny a agregaci trombocytl. Fyziologickd uloha AGEs neni zcela

objasnéna. Podle n¢kterych autort sérové hladiny AGEs u dialyzovanych nemusi byt indikatorem

KV prognoézy a neni jasné, zda jsou sérové AGEs epifenoménem nebo odrazi lepsi nutri¢ni stav
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(290). Je mozné, ze plazmatické koncentrace AGEs jsou jen malou frakci celkového obsahu AGEs
v organismu a Ze sérové hladiny neodrazeji zmény v AGEs poolu. V budoucnu je vhodné se zaméfit
na zmeény tkanovych a intracelularnich AGEs.

EN-RAGE, neboli kalcium vazajici protein S100A12, neboli_kalgranulin C je pfirozenym

prozanétlivym ligandem pro RAGE, tvofi ho 91 aminokyselin, celkova MW je 10,4 kD. S100A12
lze nalézt v cytoplazmé granulocytl (292). V pfitomnosti kalcia tvofi S100A12 homodimery.
S100A12 hraje roli v zanétlivé ose, zahrnujici receptor RAGE, ktery je exprimovan na endotelu a
bunikdch imunitniho systému (293). Vazba S100A12 na RAGE vede k aktivaci intracelularnich
signalnich mechanismi. Prvotni zanétlivy stimul ptisobi NF-kB fizenou expresi kalgranulinii na
granulocytech. To vede k NF-kB —fizené¢ expresi adheznich molekul (ICAMs, VCAMs) nebo
selektinii na cévnim endotelu. SI00A12 ma také piimé chemotaktické Gcinky na fagocyty (294).
Monocyty a granulocyty jsou atrahovany do mista zdnétu. SIO0A12 cestou RAGE up-reguluje
expresi prozanétlivych cytokinti (TNFa a IL-1B) makrofagy. Periferni mononukleary po expozici
S100A12 uvolnuji IL-2. Kalgranuliny se tak podili na zacarovaném zanétlivém kruhu, ktery
zpusobuje fadu chorob (295).
Kalgranulinem vyvolany zanét urychluje u mysi s CKD vyvoj HLK a kalcifikaci chlopni

(296). Zanétlivé stimuly (IL-6, TNFa, LPS) zvySuji expresi FGF23 v srdecnich fibroblastech (297).
Exprese SI00A12 je zvysena v leukocytech nemocnych s KV chorobou a CKD 4-5. (298). Hladiny

S100A12, vék >65 let, snizeny s-albumin a anamnéza KV choroby jsou nezavislymi prediktory
mortality (298). Hladina S100A12 koreluje s hladinou hs-CRP (299) a s vyskytem KV onemocnéni

u HD (298). Studie ukazuji, ze S100 proteiny spoustéji bunéénou proliferaci a sekreci cytokint,

¢imz aktivuji imunitni buiiky klicové v patogenezi zanétu a aterosklerdzy (300) a mohou byt
prediktorem mortality u CKD nemocnych (301, 298). U nemocnych s CKD 3-4 a HD nemocnych,
sledovanych po dobu 23 mésici, byly hladiny sSRAGE 1 EN-RAGE zvyseny oproti zdravym
kontrolam. U HD skupiny hladiny S100A 12 korelovaly s hsCRP a byly vyssi u nemocnych s KV
anamnézou. Hladina S100A12 nezévisle korelovala s rizikem mortality. Naopak hladina sSRAGE
nekorelovala s hsCRP, KV anamnézou ani mortalitou (276).

Obrana proti karbonylovému stresu zahrnuje antioxidanty, napft. ptirozené polyfenoly. Tyto

latky mohou snizovat incidenci metabolickych chorob, neurodegenerativnich chorob, nékterych
druhti rakoviny a mohou také zpomalovat starnuti. Karbonylové skupiny mohou byt
redukovany riznymi NADPH-dependentnimi enzymy z né€kolika oxidoredukénich rodin. Tyto
enzymy jsou protektivni vii€i xenobiotickym karbonylim a chinontim, nebot’ metabolicka redukce

vede k mén¢ toxickym produktiim, jez mohou byt metabolizovany nebo vylouceny (302). Vyzkumy
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naznacuji, ze stupen adaptativni odpovédi bunck na reduktanty a oxidanty urcuje jejich preziti. To
je spojeno s kiehkou rovnovahou bunééné redox kapacity a signalizace a mozna zde lezi odpoveéd
na otadzku, pro¢ mohou n¢které antioxidanty zplsobit vice Skody nez uzitku. Dieta bohata na
polyfenoly a jiné antioxidanty muze mit urcity vliv na zpomaleni vékem podminénych poruch.
Deficity antioxidac¢nich vitamini a nedostatecnad enzymaticka antioxida¢ni ochrana jsou naopak

charakteristické pro mnoho vékem podminénych chorob (303).

Tabulka 2— Biologické u¢inky AGEs/ALEs a RCOs (279)

AGEs/ALEs - Chemotaxe monocytl
Sekrece zanétlivych cytokinii z makrofaga
Sekrece kolagenazy ze synovidlnich bunék
Osteoklasty indukovana kostni  resorpce
Proliferace cévnich svalovych bunék
Agregace desticek
Intracelularni signalizace

RCOs-> Strukturalni alterace tkanovych proteinii
Rezistence na kalcitriol
Produkce VEGF u endotelidlnich a mesotelidlnich bun¢k
Bunécna apoptdza
Intracelularni signalizace

1.7.4. Malnutrice — zdnét — ateroskler6za (malnutrition-inflammation-atherosclerosis; MIA

syndrome)

Hypoalbuminémie je béznym nalezem u CKD a je spojena s protein-energetickou malnutrici,

zanétem a Spatnou prognozou HD nemocnych. (304). Protein-energeticka malnutrice (PEM), také
nazyvand PEW (protein-energy wasting), je stavem, kdy jsou v téle snizené¢ zasoby proteinti a /nebo
deplece tukii. Jde o stav snizené funkcni kapacity, zptisobeny hlavné snizenym nutri¢nim piijmem,
ktery neodpovidd narokiim organismu (305). U dialyzovanych je PEM casta (18-75%) (305) a je
rizikovym faktorem sniZzené kvality Zivota a vysoké morbidity a mortality (306). Mozné pfi€iny
PEM u ESRD jsou nasledujici: 1. Neadekvatni pfijem, anorexie (uremicka toxicita, zanét,
komorbidity, psychicky stav), 2. Dietni restrikce (omezeni drasliku, fosfat, neadekvatni nutricni
poradenstvi, socidlni divody). 3. Ztraty béhem dialyzy (do dialyzatu), 4. Hyperkatabolismus
(komorbidity, KV choroby, diabetes mellitus, infekce). 5. Endokrinni poruchy v urémii (rezistence
na inzulin, na ristové hormony, hyperparatyreoza). 6. Acidéza . PEM zacind jiz pii poklesu GFR
pod 55 ml/min (306) a vyviji se hypoalbuminémie, hypotransferémie, hypocholesterolémie, coz
bylo ukazano ve studii MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) (308). Hodnoceni PEM

zahrnuje: hodnoceni dietniho pfijmu, laboratorni parametry, télesné slozeni, antropometrii.
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PEM a zéanét se u HD nemocnych vétSinou se vyskytuji soucasn¢ PEM je u této populace

povazovana za dusledek chronického zanétu. Prozanétlivé cytokiny, jako je TNF-a podporuji
katabolismus proteinll a anorexii (309). Nizkd chut’ k jidlu souvisi s hladinami zanétlivych markert
u dialyzovanych nemocnych, je suprimovana tvorba albuminu a cholesterolu a stoupa hladina CRP
(310). Pouziva se termin ,MIA* a ,MICS* (Malnutrition-Inflammation-Atherosclerosis resp.
Malnutrition-Inflammation Complex Syndrome). Pravdépodobnymi pfic¢inami jsou: komorbidity,
oxida¢ni a karbonylovy stres, ztraty nutrientd béhem dialyzy, anorexie, uremické toxiny, sniZzena
clearance zanétlivych cytokini, volumové pretizeni a jiné. MICS je hlavni pfiCinou rezistence na
erythropoietin, zrychlené aterosklerozy, snizené kvality zivota a vysoké mortality u HD nemocnych.
MICS vede k poklesu BMI, cholesterolu, s-kreatininu a homocysteinu. Lécba MICS je zatim
nedostate¢né U¢inna, efektivni terapie by pfitom mohla zlepsit soucasnou Spatnou prognézu ESRD
nemocnych.

U _dialyzovanych nemocnych se uplatiluje tzv. “reverzni epidemiologie” KV rizika, kdy

nékteré konvencni rizikové faktory: obezita, hypercholesterolémie, zvySeny s-kreatinin a vyssi TK
jsou u této populace protektivni a ,paradoxné“ jsou spojeny s lep$im piezitim. Etiologie této
inverzni asociace neni jasna. Uvazuje se o Casové diskrepanci mezi rGznymi kompetitivnimi
rizikovymi faktory. Napiiklad malnutrice u dialyzovanych miize mit v kratkém casovém useku
silny negativni vliv na prognézu, takze se neuplatni dlouhodoby negativni vliv obezity. Je mozné,
ze MICS je hlavni pfi¢inou reverzni epidemiologie u HD nemocnych. Je tedy tieba stanovit nova
doporuceni pro cilové hranice BMI, cholesterolu a krevniho tlaku u HD populace. MICS je ziejmé

silng€j$im rizikovym faktorem mortality nez jsou tradicni KV rizikové faktory (311).

1.7.5. Placentarni rustovy faktor (P1GF)

PIGF je ¢lenem rodiny pro-proliferativnich endotelidlnich cévnich rastovych faktori a je

proaterogennim cytokinem, jenz stimuluje angiogenezu v ischemickych tkanich, je silnym

chemoatraktantem monocytu a reguluje rast cévniho endotelu. Jde o 50-kDa heterodimer o 149

aminokyselinach, slozenim se podoba VEGF (vascular endothelial growth factor). PIGF je secernovan
jako homodimer, ale mize tvofit heterodimery s VEGF (312) .Soucasti PIGF je signalni sekvence o 21

AMK s centralni doménou obsahujici cysteinové rezidua (313). PIGF i VEGF se vazou na stejny

receptor VEGF R1. VEGF a PIGF maji ziejmé odlisny ucinek na aktivitu VEGF R1, a tak ovliviiuji
expresi odlisnych gent (314). PIGF lze nalézt nejméné ve 4 riznych formach: PIGF-1, PIGF-2, PIGF-

3 a PIGF-4 (315). Rozdily mezi nimi zahrnuji naptiklad inzerci heparin-vazajici domény u PIGF-2 a
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PIGF-4, coz muze vést k vyssi vazbé na bunécnou membranu nebo riiznou afinitu k PIGF receptorim
(316).

PIGF byl poprvé identifikovan v lidské placenté¢ a tam je také za normalnich podminek nejvice

exprimovan (315). Zvysend exprese PIGF v placenté miize chranit trofoblast pied apoptéozou. U Zen
s preeklampsii jsou hladiny PIGF vyznamné vyssi. Dalsi tkané exprimujici PIGF jsou: srdce, $titna

zlaza, plice, kostni dfeii a kosterni sval (317).

Biologické funkce PIGF jsou intenzivné studovany. PIGF pisobi dvéma mechanismy, bud’ piimo
atrahuje bunky exprimujici VEGFR-1, nebo indukuje expresi MMP-9 v buiikéch stromatu kostni diené.
MMP-9 $§tépi bunéény povrch solubilniho Kit ligandu, ktery pak pfispiva k mobilizaci
hematopoietickych kmenovych bun¢k. Tyto bunky a endotelidlni progenitorové bunky vstupuji do

cirkulace a stimuluji angiogenezu stejné jako obnovu hematopoézy po myelosupresi. Tyto procesy

podporuje PIGF. Naopak, inhibice VEGFR-1- signalizace pomoci protilatek inhibuje mobilizaci
kmenovych bunék a invazi zanétlivych bunék do tkani (434).

Mechanismus ptusobeni PIGF na endotel cév neni jasny. Mohlo by jit o pfimou aktivaci VEGF R1

cestou PIGF (318). PIGF mozna synergicky podporuje VEGF indukovanou angiogenezu a cévni

permeabilitu (319). PIGF hraje roli v iniciaci zanétlivého procesu . PIGF stimuluje aktivaci a chemotaxi

monocytll a touto cestou podporuje arteriogenezi in vivo (320). PIGF také aktivuje kmenové bunky
z klidového do proliferujiciho stadia a stimuluje tak hematopoézu v kostni dieni (316). Up-regulace

PIGF byla ukazana v AS lézich (321). PIGF stimuluje riist cévnich svalovych bunék, ucast makrofagt

v AS 1ézich, zvySuje produkci TNF-0 a MCP-1 makrofagy a stimuluje angiogenezi (321). ZvysSené

hladiny PIGF byly popsany u riznych patologickych stavi, jakou jsou malignity (322), hojeni ran a
fraktur (323) a srpkovita anémie (324).

PIGF cestou parakrinnich faktorti (napt. IL-6) indukuje kapilarni rist a proliferaci fibroblastt,
coz sekundarné podporuje kardidlni adaptaci a hypertrofii. (327). PIGF je medidtorem

adaptacni kardidlni hypertrofie a angiogeneze, diky své schopnosti koordinovat intercelularni

komunikaci mezi riiznymi typy srdecnich bun¢k. V odpovéd’ na poskozeni dochdzi v myokardu ke
koordinované neoangiogenezi a fibrotické reakci, jez podporuje preziti kardiomyocyti a
ventrikularni remodelaci. Parakrinni spoluprace mezi kardiomyocyty a nonmyocyty v srdci je
klic¢ova pro adaptaci na stres, pro rozsah hypertrofie a angiogeneze. Ve zvifecim modelu je PIGF
asociovan s hypertrofii LK (326), ale malo je znamo o vztahu PIGF k HLK u lidi. Angiogeneze u
dospélého je ptisné regulovany proces, ale mize byt patologickd béhem riznych chorob jako je
malignita, aterosklerdza, artritida, diabeticka retinopatie a makuldrni degenerace. Angiogenezi

moduluji zvlasté faktory z rodiny VEGF a receptory VEGFR-1, VEGFR-2 (328).
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PIGF neovliviiuje cévy ve zdravych orgianech. Ve zvifecim modelu chronické ischémie

myokardu zvysily infuze rhPIGF regiondlni MBF (myocardial blood flow) a systolické ztlusténi
stény v ischemické oblasti, doslo ke zvySeni neovaskularizace, zvySené utilizaci glykogenu a
snizeni oxida¢niho stresu a apoptdzy v ischemické zoné. PIGF miize piedstavovat lécebnou
strategii ke zlepSeni energetiky a perfuze myokardu u chronické ischémie myokardu. (329)

Srde¢ni selhdni byva terminalnim stadiem ridznych kardiomyopatii, piedchdzi ho casna

adaptacni hypertrofickd odpovéd’, kdy dochazi k ristu kardiomyocytl, k angiogenezi a zanétu, na
nichz se podili fada ristovych faktort a cytokinti. U mysi bez exprese PIGF po konstrikci aorty
doslo ke snizeni srde¢ni remodelace. Na molekularni urovni to bylo zptisobeno hlavné selhanim
zanétlivé odpovédi diky porusené aktivite¢ TNF-o-konvertujictho enzymu (TACE), rostla hladina
tkafiového inhibitoru metaloproteinazy-3 (TIMP-3, pfirozeny TACE inhibitor). Pokud byla
redukovana hladina TIMP-3, doslo ke kompletni reparaci ¢asné dilata¢ni kardiomyopatie. PIGF
reguluje zanét v srdci cestou TIMP-3/TACE a naslednou aktivaci TNF-a (330).

PIGF over-exprimujici (transgenni) mysi vykazovaly zvySeni kardialni hypertrofické
odpovédi, zvyseni kapilarni denzity a vyS$i obsah fibroblastii v srdei. Naopak, PIGF(-/-) mysi
uhynuly na srde¢ni selhani do 1 tydne od tlakové zatéze, nedoslo u nich k upregulaci angiogeneze a

aktivita fibroblasti v srdci byla niz§i. Inhibice PIGF pomoci blokady jeho receptoru ve zvifecim

modelu potlacila rist AS plati i1 jeho vulnerabilitu, cestou inhibice infiltrace zanétlivych bunck
(321). PIGF by mohl byt nezdvislym biomarkerem cévniho zanétu, disrupce platu, ischémie a

trombo6zy. PIGF mtze mit vliv na KV prognézu nemocnych s CKD (325).

1.7.6. Matrix metaloproteinidzy, PAPP-A

Jednd se o Zn-dependentni, prozanétlivé a proteolytické enzymy. Lze je identifikovat m.j.

v plazmé a v AS platech bohatych na lipidy. Maji schopnost degradovat extracelularni matrix, a tak

pfispivaji k nestabilité¢ platu, G€inkuji v progresi aterosklerézy, angiogenezi a remodelaci levé
komory (331). Jejich zastupci jsou napi. PAPP-A, MMP-2 a MMP-9.
Pregnancy associated plasma protein A (PAPP-A) je glykoprotein o MW asi 200 kDa. PAPP-

A obsahuje 1547 aminokyselin, 82 cysteinovych rezidui. PAPP-A se vyskytuje jednak jako
homodimer o 400 kDa (ktery je proteolyticky aktivni) a také jako inaktivni heterotetramericky
komplex o 500 kDa (332). MW komplexu PAPP-A/proMBP je kolem 480000. Jedna se o tetramer
2*PAPP-A + 2*proMBP (pro-forma hlavniho bazického proteinu eozinofilli, major basic protein).
PAPP-A se muze rozstépit na fragmenty o 150 kDa a 50kDa (333). ProMBP (pro-forma Major
Basic Protein) ma cDNA v eosinofilech, placentarnich buiikich. ProMBP ma MW 39000 a tvofi
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komplexy s PAPP-A a s angiotenzinogenem. Vyznam téchto komplexii je neznamy. Komplex
PAPP-A/proMBP je méfitelny u net¢hotnych zen i muzi. Problémem méfeni je pouziti protilatek.
V ptipadé, Ze se pouzivaji polyklonalni protilatky, jsou ve skutecnosti také proti proMBP, ktery je
v nadbytku a vysledek charakterizuje ptfitomnost jinych komplexii proMBP, které neobsahuji
PASPP-A. Polyklonalni protilatky rovnéz reaguji s haptoglobinem. Existuji postupy pro stanoveni
PAPP-A pomoci monoklondlnich protilatek, které odstrafiuji nevyhody polyklonalnich protilatek
(334).

PAPP-A je syntetizovany typicky v syncytiotrofoblastu, uziva se v téhotenstvi ke screeningu

Downova syndromu (335), je dale produkovan fibroblasty, osteoblasty, endotelidlnimi a cévnimi

svalovymi buiitkami, bunkami endometria, tlustého stieva, ledvin, zlutého téliska, testes. Pfitomnost

PAPP-A byla popséana v placenté, v ledving, stfevé, osteoblastech a myocytech cévni stény (336).
PAPP-A je Zn-vazajici matrix-metaloproteindza. Enzymatickd aktivita PAPP-A piisobi na IGF
(insulin-like growth factor) vazajici proteiny 2, 4 a 5 a vysledkem je volny IGF (337). PAPP-A se

v aktivni homodimerické formé nachdzi v erodovaném cévnim platu, ale je naopak minimalné

exprimovan ve stabilnim platu (338). In vitro studie ukazuji, ze IGF miize indukovat aktivaci

makrofagii, chemotaxi, vychytdvani LDL cholesterolu makrofagy a vydej prozanétlivych a

proaterogennich cytokint (338). PAPP-A spousti lokélni prolifera¢ni odpovéd’ cestou IGF.
Hladina PAPP-A stoupd v pozdnich stddiich CKD (339) a koreluje s hladinou iPTH a ALP,

coz ukazuje na moznou souvislost s rendlni osteodystrofii (340). U pacientl s anginou pectoris a

normalni eGFR byla hladina PAPP-A vys$$i u muzii a hypertenznich nemocnych, korelovala
svékem a s nalezem ,multi-vessel disease“ na koronarografii (Cosin-Sales). Pfitom nebyla
nalezena vyznamna korelace mezi hladinou PAPP-A a cholesterolu, CRP nebo kardioenzymy
(342). Hladiny PAPP-A jsou spojeny s negativni progn6zou CKD nemocnych (339).

Matrix- metaloproteinazy (MMPs) jsou Zn-dependentni endopeptidazy. Patii do metzincinové
superrodiny. Aktivita MMPs je za normalni podminek velmi nizka, ale jejich exprese je ovlivnéna
zangtlivymi cytokiny, ristovymi faktory, hormony a bunéfnymi interakcemi (343). Exprese a
aktivita MMPs je regulovana hemodynamickymi, proinflamacnimi a oxida¢nimi vlivy, m.j. dvéma
typy endogennich inhibitort: a2—makroglobulin a TIMPs. Rovnovédha mezi MMPs a TIMPs je
kli¢ova pro remodelaci extracelularni matrix (ECM). MMPs maji spole¢nou doménovou strukturu a
skladaji se z propeptidu o 80 aminokyselinach, katalytické domény o 170 AMK, flexibilniho
peptidu riizné délky (,,hinge region®) a hemopexinové domény o 200 AMK (344) .

Hlavni funkci MMPs je degradace ECM. MMPs také mohou mit vliv na bunéénou migraci,

diferenciaci, ruast, zanétlivé procesy, neovaskularizaci, apoptézu a dal§i. MMPs jsou syntetizovany
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jako pre-proenzymy. MMPs jsou produkovany v fadé bun¢k, m.j. také v endotelidlnich bunkach, v
bunikdch hladké svaloviny cév a ve fibroblastech. MMPs uc¢inkuji v mnoha biologickych i
patologickych procesech. MMPs jsou schopny degradovat slozZky ECM (laminin, elastin, kolagen)
v reakci na ischemicko-reperfuzni poskozeni, a tak zpiisobovat remodelaci myokardu. Jsou
mediatory angiogeneze, zpisobuji rupturu elastickych vlaken myokardu a cévni stény a fibrotickou
prestavbu (345), s rozvojem diastolického srde¢niho selhani. MMP-2 a 9 hraji roli ve vyvoji
srde¢niho selhani a remodelace ECM (346). Udastni se v procesu tvorby AS platu i jeho ruptury.
MMPs plisobi mobilizaci ristovych faktort z ECM, a tak ovliviiuji proliferaci, migraci a preziti
VSMC.

Matrix-metaloproteindzy 2 a 9 byvaji oznaCovany jako gelatindzy. Jedna se o proteolytické

enzymy o molekulové hmotnosti 60 kDa resp. 85 kDa. Gelatindzy maji tfi sekvence fibronectin-
vazajici domény, které jim umoziuji vazbu na gelatin, kolagen a laminin. Gelatinazy stépi
kolagen IV, V a XI, laminin a dalsi proteiny. MMP-2 (ale ne MMP-9) §tépi kolagen I, I a III (347).
Matrix-metaloproteindza-2 (MMP-2) je také oznaCovana jako gelatinaza A. MMP-2 stépi ECM

proteiny v ledvindch a cévach, véetné fibronektinu, lamininu a kolagent (349). Rizné formy
glomerularniho onemocnéni jsou charakterizovany hlubokou nerovnovdahou mezi syntézou a
degradaci matrix (349). MMP-2 indukuje tkédiiovou remodelaci glomeruld, tubula a krevnich cév, a

tak se podili na progresi CKD a KV onemocnéni (350, 351). Plazmatické hladiny MMP-2

nezévisle koreluji se s-kreatininem, s proteinurii, IMT (intima media thickness) a vyskytem AS
plati u CKD (352). Sapienza et al. u nemocnych s nestabilnim AS platem popsali zvySenou
produkci MMP-2 v navaznosti na zvySeny basicky FGF (353) MMP-2 vede k naruSeni tubularni
bazalni membrany s rozvojem intersticidlni fibrozy a glomerulosklerézy (352). MMP-2 je
moznym nadéjnym biomarkerem u nemocnych s CKD, detailni mechanismus jeho plisobeni u CKD
v$ak neni dostate¢n¢ objasnén.

Matrix-metaloproteinaza-9 (MMP-9) je také zndma jako gelatinaza B. MMP-9 ma nejvyssi

specificitu pro kolagen IV a V (349). Aktivace proMMP-9 miize nastat vlivem expozice NO nebo
vlivem proteolytické aktivace. MMP-9 muliZe interagovat s plasminogenem a generovat angiostatin,
redukce IL-2 odpovédi (343). Zvysené hladiny MMP-9 s poji se zanétem v AS platu. Inhibitory
MMP-9 (TIMPs) reguluji u¢inky MMP-9 a ovliviiuji tak zanét a angiogenezu (343). V experimentu
byly myS$i bez exprese MMP-2 a 9 rezistentni k zatézi CaCl? a nedoslo u nich k degradaci a
kalcifikaci elastinu aorty (348). MMP-9 mtze byt v budoucnu uzitecnym biomarkerem renalniho a

KV poskozeni.
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Inhibitory MMPs jsou pfedmétem vyzkumu. TMPs, batimastat, marimastat, GM6001 ziejmé

pusobi cestou svych Zn-chelacnich schopnosti. Pacienti po karotické endarterektomii 1é¢eni statiny
méli nizsi expresi MMP-9 (354). Také polyfenoly ¢erveného vina inhibuji expresi MMP-2 in vitro
(355). Zasoby vitaminu D byly nezavislym determinantem hladiny MMP-9 a CRP (inverzné) u
pacienti s DM 2.typu a ICHS. Po suplementaci vitaminem D (500 IU/den) hladiny MMP-a 9 a
TIMP-1 a CRP poklesly (356). Mezi syntetické inhibitory MMPs patii doxycyklin, ktery
v experimentu vede k poklesu akumulace kalcia a fosforu a nizsi hladin€ MMP 2 a 9 v aorté.

MMPs ziejmé hraji dalezitou roli v patologické glomerularni, tubolointersticialni i cévni remodelaci

a jsou tak asociovany s mnoha rendlnimi chorobami a KV rizikem.

1.7.7. Natriuretické peptidy a srde¢ni troponiny

Srdec¢ni troponiny jsou markery ischemického poSkozeni myokardu, zatimco BNP je typicky
pro srde¢ni selhani a myeloperoxidaza je znamkou oxidacniho a zanétlivého poskozeni (357). K

sekreci ANP a BNP kardiomyocyty dochazi pti tlakovém a objemovém pfetizeni srdecnich sini

nebo komor. Peptidy se dostavaji do krevniho obéhu a vazi se na specifické receptory (NPR-A,

NPR-B, NPR-C) na povrchu cilovych bunék. Natriureticky peptid A (ANP, atridlni natriureticky
peptid) je secernovan kardiomyocyty srdecnich sini ve formé¢ prohormonu (pro-ANP), ktery je
tvofen 126 aminokyselinami a je Stépen na 2 fragmenty — biologicky aktivni ANP (28

aminokyselin) a biologicky inaktivni N-termindlni fragment (N-BNP). Natriureticky peptid B

(BNP, mozkovy natriureticky peptid) je secernovan piedevsim kardiomycyty srde¢nich komor ve
form¢ prohormonu (pro-BNP, 108 aminokyselin) a Stépen na 2 fragmenty — biologicky aktivni BNP
a biologicky inaktivni N-terminalni fragment (NT-proBNP). Natriureticky peptid C (CNP) je

secernovan cévnim endotelem v reakci na endotelidlni stres.

Hladiny BNP a NT-proBNP pomahaji v diagnéze srde¢niho selhani a jsou prediktory KV
piihod a mortality. End-diastolické napéti kardiomyocyta vede k produkci BNP, s vasodilatatnimi a
natriuretickymi u¢inky. U srde¢niho selhani je rezistence na pasobeni BNP a deficit aktivni formy
BNP. BNP se vaze na specificky receptor, ktery produkuje cyklicky guanosin monofosfat (cGMP),
jenz zprosttedkuje biologické ucinky BNP. Diagnostické testy zatim nedokazou jasné rozlisit mezi
aktivnimi a inaktivnimi formami cirkulujiciho BNP, takze je mozné, Ze jeho hormonalni aktivita je
nizka ve srovnani s plazmatickou hladinou. Nicméné byla prokézéana asociace mezi zvySenym BNP
a progresi nediabetické CKD do ESRD. Nemocni s CKD maji vyssi hladiny BNP i NT-proBNP, a
to 1 bez klinickych znamek srde¢niho selhani. Vyssi hladiny NP jsou mozna dany redukci renalni

clearance, ale roli hraje 1 zvySené napéti myokardu diky hypertenzi, HLK, subklinické ischémii a
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srdecni fibroze (358). Nemocni s eGFR <60 mL/min maji 4x vyssi plazmaticky BNP 1 NT-
proBNP oproti nemocnym s GFR >60 mL/min. Na zakladé ROC kiivek byla stanovena na véku
nezévisla cut-off hodnota NT-proBNP 1200 pg/mL pro nemocné s eGFR <60 mL/min (senzitivita
89%, specificita 72% pro diagnézu srde¢niho selhdni) (361). Kombinace hladiny NTpro BNP a
eGFR je vysoce prognosticka pro srde¢ni selhani. BNP, které je jen mirné ovlivnéno renalni funkci
je zfejme vhodnéjsi nez NT-proBNP v detekci kardidlni dysfunkce u CKD.

Troponin T (TnT) a troponin I (Tnl) se vyskytuji v kosternim svalstvu a myokardu. Kardialni

izoformy (cTnT a c¢Tnl) maji jedine¢né aminokyselinové slozeni a jsou proto pro myokard
specifické, jsou obsazeny v kontraktilnim apardtu a uvoliiovany v dusledku proteolytické

degradace.Troponiny koreluji se zdvaznosti ICHS postizeni, i v nepfitomnosti typickych klinickych

znamek (359). Asociace zvySenych troponinii se Spatnou prognézou CKD nemocnych byla
prokdzéna, ale specificita a sensitivita troponinid v diagnostice akutni korondrni piihody u
nemocnych s CKD je otazna. Mirna elevace troponinti je bézné u klinicky stabilni CKD a muze byt

vysvétlena strukturdlni alteraci myokardu (360). Az 73% HD nemocnych ma zvysené cTnT (361).

1.7.8. Anémie

Anémie, tedy hladina hemoglobinu <120 g/l u Zen a <135 g/l u muzi, je u CKD velmi Casta a
muze mit vazné klinické disledky, jako je: zvySeni srdecniho vydeje, HLK, angina pectoris,
meéstnaveé srdecni selhani a rychlejsi progrese CKD. Porozumét patofyziologii anémie u CKD je
klicové pro optimalni 1éCbu a event. nalezeni pfiCiny rezistence na erytropoetin (ESA) (362).
Normalni metabolismus Fe mize byt u CKD nemocnych naruSen vinou infekce, zanétu nebo
oxidac¢niho stresu. Suplementace Fe u CKD je nezbytnd, ale poddvani zeleza miize zvySovat
oxidacni stres (363).

Hladina hemoglobinu (Hgb) predikuje stupent HLK i systolickou funkci u obecné populace i u
CKD nemocnych. (364) . Anémie vede ke kompenzatornimu vzestupu srdecniho vydeje a nasledné
k hypertrofii a dilataci LK, v kontextu dalSich rizikovych faktord a metabolickych abnormalit u
CKD . N¢kolik studii u CKD 4-5 ukézalo redukci LVMI diky parcidlni korekci zavazné anémie
pomoci erytropoetinu (365), ale jiné studie toto nepotvrdily (366). Velka studie CREATE
srovnavala efekt kompletni korekce anémie (cilovy Hgb 130-150 g/1) a parcidlni korekce (cilovy
Hgb 105-115 g/1) u nemocnych s CKD 3-4 (368). Tato i dalsi velké studie ukéazaly zhorSeni KV
progndzy pii kompletni korekci Hgb (369) . Mechanismy jsou nejasné, ale zvySeni krevniho

volumu, krevni viskozity a vysS§iho TK miiZze zhorSovat kardialni ptetizeni (368).
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1.7.9. Vitamin K

Matrix gla protein (MGP), ktery je syntetizovan VSMC v médii tepen, je vitamin K-

dependentnim inhibitorem vzniku krystald kalcia a fosfatd v cévni sténé. Deficit vitaminu K snizuje
aktivaci MGP a ten ztraci sviij inhibi¢ni u¢inek na progresi VC. Nedavna studie ukazala, ze vétSina
HD nemocnych ma deficit vitaminu K, také diky nizkému piijmu potravou (omezeni zelené

zeleniny). Deficit vitaminu K koreluje s frakturami a VC u obecné populace. Suplementace

vitaminem K by mohla pomoci v prevenci a 1écbé cévnich kalcifikaci (370).

1.7.10. Opomijena kardiovaskularni (KV) rizika

Spankova apnoe je u dialyzovanych nemocnych asi 10x castéj$i nez u bézné populace. Nocéni
pokles p02 je u HD nemocnych prediktorem umrti. Pfi¢inou je nejspiSe centralni dysbalance
dechové kontroly a okluze dychacich cest. Adaptace na chronickou metabolickou acidozu vede
k hypokapnii, jez je pii¢inou periodického dychani. Periodické dychani vede k okluzi hornich
dychacich cest, jejichz svalovina ma béhem apnoe nizsi pfisun kysliku. HD nemocni mohou mit
edém dychacich cest z divodu hyperhydratace a redukovaného svalového tonu pii urémii a
neuropatii. Kazdodenni doméci nocni dialyzy redukovaly vyskyt hypokapnie a riziko spankové
apnoe (371, 372). Intervencni studie u bézné populace ukézaly, ze 1éCba spankové apnoe zlepsila
preziti.

Deprese: Depresi trpi az 30% HD nemocnych a mortalita stoupéd s dobou trvani deprese, u bézné
populace s KV onemocnénim je deprese nezavislym prediktorem umrti (373), je ale nejasné, zda je
tato asociace kauzalni. Kardiologicka literatura popisuje nékolik patogenetickych mechanismu:
autonomni dysbalance, hyperkortikalismus, insulinovéd rezistence, mikrozanét. Je otazkou, zda
mikrozanét zplisobuje depresi a zda intervence zmiriiujici zanét mohou redukovat depresi u CKD
nemocnych (374).

Dialyzovani nemocni maji ¢asto poruchy spanku a poruchy rytmu den-noc. Tyto poruchy jsou

asociovany s vy$sim BMI (>30 kg/m? ), p¥itomnosti ICHS, DM, plicnich chorob, deprese, pruritu, s
vyssi fosfatémii a jsou castéjsi u kurdkl. Naopak nebyla zjisténa souvislost s délkou dialyzacni

procedury. Porucha spanku je silnym prediktorem mortality (375).
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1.8. Biomarkery KV rizika u CKD - shrnuti

U KRS II. A IV. je progndza asociovana s biomarkery jako jsou troponiny, asymetricky
dimethylarginin, homocystein, natriureticky peptid, CRP a ischémii modifikovany albumin (376).
CRP a ischémii modifikovany albumin inhibuji diferenciaci, funkci a pteziti endotelidlnich bunék
(377). Tyto buiiky jsou klicové v angiogenezi a cévni odpovédi na ischémii, takze jsou pojitkem
mezi chronickym zanétem a ateroskler6zou (377). Ve vyvoji kardiomyopatie a chronického
srdecniho selhani hraji Gstfedni roli prozanétlivé cytokiny, zvlasté¢ TNF-alpha, IL-1 a IL-6, které
pusobi poskozeni kardiomyocytt (378). Vzhledem k jejich nespecifickému charakteru a obtiznému
meéfeni, nejsou uzivany v klinické praxi.

Mnoho pacientll trpi zaroveinn renalni nedostatecnosti, koronarnim postizenim a srde¢nim
selhanim (Obrazek 5). Hladiny biomarkerti se mohou ménit v zavislosti na orgdnovém poskozeni, i
v nepritomnosti typickych klinickych znamek a mohou umoznit ¢asnou intervenci. Biomarkery KV
rizika by mély (i) ¢asn¢ identifikovat KRS, (i) stratifikovat riziko, (ii1) byt cilem 1écby, (iv) pomoci
monitorovat efekt 1écby. Idedlni biomarker by mél do klinické praxe dodat prognostickou
informaci, k jiz existujicim konven¢nim (Framingham) rizikovym faktorim. Identifikace novych

biomarkert by také mohla odhalit nové patofyziologickeé cesty (379).

Obrazek 5: Kardiorenalni syndrom typu IV.

Chronické onemocnéni ledvin (CKD)

Koronarni postiZeni - — Kardiomyopatie

Akutni koronarni syndromy (ACS) Srdecni selhani

CKD nemocni vétSinou umiraji z KV pfic¢in. CKD je silnym prediktorem akutnich koronarnich
syndromtl (ACS) a chronického srde¢niho selhani. Velka ¢ast kardialnich pacientd (trpicich ACS

nebo srdecnim selhanim) ma CKD.

2. CILE STUDIE

Hladiny FGF-23, MMPs i PIGF jsou u nemocnych s CKD zvysené. Hladina FGF-23 koreluje

s vyskytem cévnich kalcifikaci v tepnach dialyzovanych pacientii a je asociovana se Spatnou
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prognozou CKD nemocnych zahajujicich dialyzaéni 1éCeni . ZvySena hladina FGF-23
pravdépodobné souvisi s vyskytem srde¢né-cévnich onemocnéni u této populace. MMPs patrné
podporuji vazivovou pfeménu myokardu a cévni stény, ucastni se procesu ruptury AS platu a
podporuji vyvoj kalcifikaci tepen. Placentarni rastovy faktor (PIGF) je marker kardiovaskularniho
(KV) rizika, ktery je ve zvifecim modelu spojovan s hypertrofii levé srdecni komory (HLK). V
soucasnosti nejsou k dispozici data, kterd by potvrzovala moznou souvislost PIGF s vyvojem HLK
a/nebo diastolické dysfunkce u nemocnych s chronickym onemocnénim ledvin. Také dosud nebyl
popsan mozny vztah PGF k ostatnim KV rizikovym faktorim u nemocnych s CKD. Malo je znamo
o echokardiografickych zménach u pacientli s Casnymi stadii CKD.

Proto jsme si stanovili tyto cile:

1. v prifezové studii u nemocnych s CKD 1-5, dosud nezévislych na dialyze

a) zjistit, zda existuje vzdjemna souvislost mezi plazmatickou hladinou FGF23, parametry kalcio-
fosfatového metabolismu a matrix-metaloproteinazami

b) ozfejmit, zda existuje souvislost vySe zminénych biomarkerd (FGF23, parametry Ca-P
metabolismu a MMPs) s anamnézou kardiovaskularnich (KV) komplikaci

2. v prospektivni a observacéni studii u nemocnych s CKD stadii 2-4

a) posoudit, zda plazmatickd hladina placentarniho ristového faktoru (PIGF) predikuje zvySeni
hmotnostniho indexu levé srde¢ni komory (LVMI) u nemocnych s mirnou a stfedné té¢zkou renalni
insuficienci (CKD)

b) zjistit, zda existuje korelace hladin PIGF a dalSich proaterogennich a KV rizikovych faktort

s echokardiografickymi parametry CKD nemocnych

3. MATERIAL A METODY

3.1. SUBJEKTY

Studie byla schvalena Etickou komisi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze. Pisemny

informovany souhlas byl ziskan od vSech zacastnénych.

3.1.1. FGF23. matrix-metaloproteinazy a KV anamnéza u nemocnych s CKD 1-5. Prufezova studie.

Do studie jsme zatadili 80 pacientl z nefrologickych ambulanci VEN, v raznych stadiich CKD 1-5.
Kontrolni skupinu tvotilo 44 vékové odpovidajich zdravych osob. VSichni podepsali informovany
souhlas a byly jim odebrany laboratorni vzorky, v souladu s etickymi zdsadami. Klinické,

demografické a biochemické charakteristiky naseho souboru jsou prezentovany v Tabulce 4.
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Etiologie CKD byla nasledujici: ANCA asociované vaskulitidy (21%), hypertenzni nefropatie
(16%), lupusova nefritida (14%), IgA glomerulonefritida (14%), diabetickd nefropatie (10%),
membrandzni nefropatie (9%), fokaln¢ segmentdlni glomeruloskler6za nebo onemocnéni
minimdlnich zmén (8%), amyloiddza (5%) a jiné (3%). Pacienti byli rozdéleni do ¢tyt CKD
podskupin, podle renalni funkce (¢GFR, MDRD), na zéklad¢ mezinarodnich doporuceni K/DOQI :
stddium 5 (eGFR < 15 ml/min), stddium 4 (eGFR 15-30 ml/min), stddium 3 (30-60 ml/min),
staddium 1+ 2 (eGFR > 60 ml/min). Informace o vyskytu KV onemocnéni byly ziskdny z
Iékarskych zaznamii jednotlivych pacienti a za KV onemocnéni byly povazovany: ischemicka
choroba srdecni, ischemicka choroba dolnich koncetin a ischemické onemocnéni mozku. 88%
pacienti uzivalo ACE inhibitory a / nebo AT-1 blokatory, 48% nemocnych uzivalo kalcium, 23%

nemocnych uzivalo kalcitriol a 45% dostéavali lécbu statiny.

3.1.2. PIGF. matrix-metaloproteinazy, EN-RAGE a echokardiografické parametry u nemocnvych

s CKD 2-4. Prospektivni observacni studie.

V obdobi od prosince 2004 do kvétna 2009 jsme na Klinice Nefrologie VFN v Praze postupné
vybrali 76 ambulantnich pacienti s mirnou az stiedné tézkou renalni insuficienci (CKD 2—4). Tito
nemocni poté byli sledovani po primérnou dobu 36 + 10 meésich. Vybrané laboratorni a
echokardiografické parametry téchto subjektd byly sledovany prospektivné. Data byla odebirana u
kazdého pacienta 2-3 krat, v nejkratSim intervalu 12 mésici od jednotlivych méfeni. Béhem
sledovaného obdobi 8 nemocnych zemielo a 6 nemocnych ze studie vystoupilo na zakladé vlastniho
rozhodnuti. Findlni data byla nakonec zpracovana u 62 pacientd, ktetfi celé sledovani dokoncili.
Funkce ledvin (eGFR) byla vypocitana podle MDRD vzorce. CKD bylo definovano jako pokles
eGFR pod Iml/s/1,73m2. Klinické a demografické charakteristiky naseho souboru pacienti jsou
prezentovany v Tabulce 8. Etiologie CKD byla nasledujici: ischemicka nefropatie (21%), IgA
nefritis (15%), chronicka pyelonefritis (13%), hypertenzni nefropatie (11%), diabeticka nefropatie
(10%), ANCA asociovana vaskulitis (5%), lupusova nefritis (5%) a ostatni pticiny (20%). 92 %
nemocnych uzivalo ACE inhibitory a/nebo AT-1 blokatory, 13% bylo substituovano vapnikem 44%
dostavalo 1écbu kalcitriolem a 61% lécbu statiny. Anamnéza KV chorob byla ptrevzata z 1ékatskych
zdznamu jednotlivych nemocnych a zahrnovala ischemickou chorobu srdecni, ischemickou chorobu
dolnich koncetin a / nebo cévni mozkovou piihodu. Anamnéza KV chorob byla pozitivni u 31
nemocnych (50%). Zadny z pacientii nemél klinické piiznaky srdeéniho selhani (NYHA III. Nebo

IV.) ani hemodynamicky vyznamnou chlopenni vadu.
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3.2. Biochemicka analyza

Venodzni krevni vzorky byly odebrany kazdému pacientovi nalacno, zkubitalni Zily, spolu s
rutinnimi odbéry pro potfeby ambulantni kontroly. Krevni vzorky byly centrifugovany 10 minut pfi

1,450 g (4°C). Sérum bylo skladovéno pii teplot€¢ -80°C az do okamziku laboratorni analyzy.

3.2.1. Stanoveni placentarniho rastového faktoru (PIGF) v lidské plasmé

Princip metody

Koncentrace PIGF byla zmétena v séru metodou ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay).
K méfeni byly vyuzity standardni kity (Quantikine, RD Systems, MN. Minneapolis, MN, USA) dle
doporuceného postupu vyrobce. Vysledky jsou vyjadieny v jednotkach pg/ml, detekéni limit je
méné nez 7 pg/ml.  Metoda je zaloZena na principu kvantitativni sendvicové techniky. Souprava
obsahuje desticku s navazanou monoklonalni protilatkou specifickou pro PIGF. Standardy a vzorek
jsou pipetovany do jamek mikrotitracni desticky a ptitomny PIGF se vaze na protilatku navazanou
na desticce. Po odstranéni nenavazaného materidlu se stanovi mnozstvi navazaného PIGF pomoci
pfidané, s enzymem konjugované dalsi protilatky. Enzym katalyzuje chemickou pfeménu substratu,
ktery je pfidan do reak¢ni smési, na produkt, ktery je barevny. Zména zabarveni méiena pii 450 nm

je tak pfimo imérna mnozstvi PIGF v testovaném vzorku.

Pracovni postup

Roztoky

- promyvaci roztok: 20 ml promyvaciho roztoku ve 500 ml redestilované vody

- substratovy roztok: roztoky A+B v poméru 1:1, 200 pl/vzorek

- konjugat

- zastavovaci roztok

- nulovy standard: 500 ul roztoku RD6-11

- ptipravime sérii standardii s koncentracemi 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml,
62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml, 15,6 pg/ml v objemu 500 ul.

—

. napipetujeme 100 ul fediciho roztoku RD1-22 do kazdé¢ jamky

[\

. do jamky napipetujeme 100 ul vzorku nebo standardu, zamichame a inkubujeme pfti

laboratorni teploté 2 hodiny

(98]

. kazdou jamku 4x promyjeme promyvacim roztokem

I

. do kazd¢ jamky ptidame 200 ul konjugatu, zamichdme a inkubujeme pii

laboratorni teploté 2 hodiny
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5. kazdou jamku 4x promyjeme promyvacim roztokem a priddme 200 ul substratu.
Zamichame a inkubujeme 30 minut pfi laboratorni teploté bez piistupu svétla

6. do kazd¢ jamky ptidame 50 ul zastavovaciho roztoku a jemné zamichame. Métime
absorbanci pii 450 nm

7. koncentraci vzorku odecteme z kalibra¢ni kiivky

3.2.2. Stanoveni PAPP-A v séru

Princip metody

Sérové koncentrace PAPP-A byly stanoveny pomoci metody TRACE (Time Resolved Amplified
Cryptate Emission — zesilena emise kryptatu rozlozena v case). Vyuzity byly komeréni kity
KRYPTOR-PAPP-A (Brahms, Némecko). Hladina PAPP-A v séru je vyjadiena v jednotkach 1U/I,
mez detekce je 0,004 IU/l. Konverzni pomér: 1 IU/l = 4500 ng/ml. Principem TRACE metody je
pienos neradioaktivni energie z donoru na akceptor, které se vazou na vzorek ve stejnou dobu.
Kdyz je vzorek vybuzen laserem dusiku pti 337 nm, donor (kryptat — struktura pfipominajici klec
s iontem europia ve stfedu) emituje fluorescenéni signdl v milisekundach pfi 620 nm, zatimco
akceptor (chemicky modifikovany, svétlo pohlcujici protein ztas XL665) generuje signal
v nanosekundovém rozsahu pii 665 nm. Kdyz je donor i akceptor navdzany na imunokomplex, pii
665 nm dojde k zesileni signdlu a prodlouzeni Zivotnosti signalu akceptoru, ktery lze méfit po dobu
n¢kolika mikrosekund. Tento signal s dlouhou zivotnosti je umérny koncentraci méfeného analytu.
Nespecifické signaly (signaly kratkodobého a nenavazaného akceptoru XL665) a stfedné specifické
signaly podminéné piirozenou fluorescenci vzorku jsou eliminovany doCasnym zpozdénim meéieni
fluorescence. Signal generovany kryptatem pii 620 nm slouzi jako interni reference a méii se

simultdnné se signalem akceptoru o dlouhé Zivotnosti pfi 665 nm, ktery je specifickym signalem.

Pracovni postup

1. pomoci soupravy PAPP-A Calibrator provedeme readjustaci kalibra¢ni kiivky

2. kontrolni material ve zkumavkach s ¢arovymi kody umistime do drzéku zkumavek,
zadame pozadavky pro analyzu, provedeme analyzu a vyhodnotime naméiené data — kdyz
nameéfend data odpovidaji toleranénimu rozmezi, prejdeme k méfeni vzorki

3. do zkumavek napipetujeme 200 ul vzorku, umistime do drzaku zkumavek a vlozime do
analyzatoru, po zadani pozadavkl v pracovnim listu pfistroje odstartujeme analyzu.

Inkubace trva 19 minut
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3.2.3. KVANTITATIVNI STANOVENI MMP-2 V SERU METODOU ELISA

Princip metody

Koncentrace MMP-2 byla zméfena v séru metodou ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay). K méteni byly vyuzity standardni kity (Quantikine, RD Systems, Minneapolis, MN, USA)
dle doporucené¢ho postupu vyrobce. Vysledky jsou vyjadieny v jednotkach ng/ml. Minimalni
detek¢ni mez MMP-2 je 0,047 ng/mL.

Metoda je zaloZena na principu kvantitativni sendvicové techniky. Souprava obsahuje desticku
s navazanou polyklonalni protilatkou specifickou pro MMP-2. Standardy a vzorek jsou pipetovany
do jamek desticky a pfitomny MMP-2 se vaze na protilatku navazanou na desticce. Po odstranéni
nenavazaného materidlu se stanovi mnozstvi navazaného MMP-2 pomoci pfidané, s enzymem
konjugované dalsi protilatky. Enzym katalyzuje chemickou pfeménu substratu, ktery je pfidan do
reakéni smeési, na produkt, ktery je barevny. Zména zbarveni métfena pii1 dudlni vinové délce

450/570 nm je tak pfimo tmérna mnozstvi MMP-2 v testovaném vzorku.

Roztoky a pracovni postup

- promyvaci roztok: 20 ml promyvaciho roztoku v 500 ml redestilované vody

- substratovy roztok: roztoky A+B v poméru 1:1, 200 ul/vzorek

- konjugat

- zastavovaci roztok

- MMP-2 standard: 50 ng/ml

- nulovy standard: 200 ul roztoku RD5-32 (0 ng/ml)

- pripravime sérii standardl s koncentracemi 50 ng/ml, 25 ng/mL, 12,5 ng/mL, 6,25 ng/mL,

3,13 ng/mL, 0,78 ng/mL v objemu 200 ul.

1. napipetujeme 100 pL fediciho roztoku RD1-74 do kazdé jamky

2. 50 pL standardu, nulového standardu a sérii fedénych standarda napipetujeme do kazdé
jamky. Sérum vyzaduje 10 ndsobné fedéni (20 pL vzorku a 180 pL nulového standardu
RD5-32). Nasledné inkubujeme 2 hodiny pii pokojové teploté na tiepacce

3. kazdou jamku odsajeme a promyjeme a takto promyjeme jamky celkem 4x 400 ul
promyvaciho roztoku

4. 200 uL MMP-2 konjugatu pfidame do kazdé jamky. Inkubujeme po dobu 2 hodin pfi
pokojové teploté na tiepacce. Opakujeme krok ¢islo 3

5.200 pL substratového roztoku pfiddme do kazdé jamky. Desti¢ku bez ptistupu svétla

inkubujeme 30 minut pii pokojové teploté
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6. 50 uL zastavovaciho roztoku piidame do kazdé¢ jamky. Barva v jamkach se zménila
z modré na zlutou
7. Absorbanci métime do 30 minut pomoci spektrofotometru pii dualni vinové
délce 450/570 nm
Byl pouzit spektrofotometr Lab Systems, Multiscan RC, Finland. Koncentraci MMP-2 ve vzorku

odecitame z kalibracni kiivky, pomoci softwaru Genesis.

3.2.4. KVANTITATIVNI STANOVENI MMP-9 V SERU METODOU ELISA

Princip metody

Koncentrace MMP-9 byla zméfena v séru metodou ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent
Assay). K méteni byly vyuzity standardni kity (Quantikine, RD Systems, Minneapolis, MN, USA)
dle doporuceného postupu vyrobce. Vysledky jsou vyjadfeny v jednotkdch ng/ml, minimalni
detekéni mez MMP-2 je 0,156 ng/mL. Metoda je zalozena na principu kvantitativni sendvi¢ové
techniky. Souprava obsahuje desti¢ku s navazanou monoklonalni protilatkou specifickou pro MMP-
9. Standardy a vzorek jsou pipetovany do jamek desticky a ptitomny MMP-9 se vaze na protilatku
navazanou na destice. Po odstranéni nenavazaného materidlu se stanovi mnoZzstvi navdzaného
MMP-9 pomoci pifidané, s enzymem konjugované dalsi protilatky. Enzym katalyzuje chemickou
pfeménu substratu, ktery je pfidan do reakéni smési, na produkt, ktery je barevny. Zména zabarveni
meétend pii dudlni vlnové délce 450/570 nm je tak pfimo umérnd mnozstvi MMP-9 v testovaném

vzorku.

Roztoky a pracovni postup

- promyvaci roztok: 20 ml promyvaciho roztoku v 500 ml redestilované vody

- substratovy roztok: roztoky A+B v poméru 1:1, 200 ul/vzorek

- konjugat

- zastavovaci roztok

- MMP-9 standard: 20 ng/ml

- nulovy standard: 500 ul roztoku RD5-10 (0 ng/ml)

- pripravime sérii standardii s koncentracemi: 10ng/mL, 5 ng/mL, 2,5 ng/mL, 1,125 ng/mL,

0,625 ng/mL, 0,312 ng/mL.

—

. napipetujeme 100 pL fediciho roztoku RD1-34 do kazdé jamky

[\S}

. 100 pL standardu, nulového standardu a sérii fedénych standardd napipetujeme do

kazdé jamky. Sérum vyzaduje 10 ndsobné fedéni (5 uL vzorku a 450 pL nulového
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standardu RD5-10). Inkubujeme 2 hodiny pfi pokojové teploté na tiepacce pti 450 rpm

3. kazdou jamku odsajeme a promyjeme a takto promyjeme jamky celkem 4x 400 ul
promyvaciho roztoku

4. 200 uL MMP-9 konjugatu ptiddme do kazdé jamky. Inkubujeme po dobu 1 hodiny pii
pokojové teploté na shakeru. Opakujeme krok cislo 3

5.200 pL substratového roztoku pfidime do kazdé jamky. Desti¢ku bez pfistupu svétla
inkubujeme 30 minut pii pokojové teploté

6. 50 uL zastavovaciho roztoku piidame do kazdé¢ jamky. Barva v jamkach se zménila
z modré na Zlutou

7. Absorbanci métime do 30 minut pomoci spektrofotometru pii dudlni vinové
délce 450/570 nm

Koncentraci MMP-9 ve vzorku odecitame z kalibra¢ni kiivky, pomoci softwaru Genesis. Byl pouzit

spektrofotometr Lab Systems, Multiscan RC, Finland.

3.2.5. KVANTITATIVNI STANOVENI S100A12/EN-RAGE V SERU METODOU ELISA
Princip metody

Koncentrace SI00A12/EN-RAGE byla zméfena v plasmé metodou ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). K méteni byly vyuzity standardni kity (The CircuLex SI00A12/EN-RAGE

ELISA Kit firmy CycLex Co., Ltd, Nagano, Japan) dle doporuc¢eného postupu vyrobce. Minimalni
detek¢ni mez je 56 pg/mL.

Metoda je zalozZena na principu kvantitativni sendvi¢ové techniky. Souprava obsahuje desticku
s navazanou polyklonalni protilatkou specifickou pro SI00A12/EN-RAGE. Standardy a vzorek jsou
pipetovany do jamek desticky a ptfitomny S100A12/EN-RAGE se vaze na protilatku navdzanou na
desticce. Po odstranéni nenavazané¢ho materidlu se stanovi mnoZstvi navazaného S100A12/EN-
RAGE pomoci pfidané, s enzymem konjugované dalsi protilatky. Enzym katalyzuje chemickou
pfeménu substratu, ktery je pfidan do reakéni smési, na produkt, ktery je barevny. Zména zabarveni
meétend pifi dualni vinové délce 450/570 nm je tak pfimo tmérnd mnozstvi SI00A12/EN-RAGE

v testovaném vzorku.

Roztoky a pracovni postup

- 10x promyvaci roztok — 10x 100 mL pufru s obsahem 2% Tween®-20
- 5x tedici roztok — 20 ml 5X roztoku, 5 postupnych fedéni

- S100A12 Standard — 510 ng rekombinantniho ST00A12/EN-RAGE
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- 20x HRP konjugatu detekéni polyklonalni protilatky anti-S100A12/EN-RAGE
- fedici roztok konjugatu - 12 mL
- substratovy roztok - 20 mL chromogenniho substratu, tetra-methylbenzidinu
- zastavovaci roztok - 20 mL
1. vzorky séra natedime 1:200 (5 pL vzorek séra a 995 pL tfediciho roztoku)
2. 100 pL standardu S100A12/EN-RAGE a fedénych vzorki napipetujeme
do ptislusnych jamek
3. desticku inkubujeme pfti pokojové teploté po dobu 1 hodiny na tiepacce pii 300
rpm
4. kazdou jamku promyjeme 5x pomoci promyvaciho roztoku (350 puL)
5. ptiddme 100 pL of HRP konjugované detekéni protilatky do kazdé jamky
6. desticku inkubujeme po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté na tiepacce pii 300
rpm
7. kazdou jamku promyjeme 4x pomoci promyvaciho roztoku (350 pL)
8. ptidame 100 pL substratového roztoku
9. desticku inkubujeme po dobu 15-20 minut pii pokojové teploté
10. do kazdé jamky piidame 100 pL zastavovaciho roztoku
Koncentraci S100A12/EN-RAGE ve vzorku odecteme z kalibracni kiivky, pomoci softwaru
Genesis. Byl pouzit spektrofotometr Lab Systems, Multiscan RC, Finland.

3.2.6. KVANTITATIVNI STANOVENI{ FGF23 (C-terminalniho fragmentu) V SERU
METODOU ELISA

Princip metody : Tato 2.generace kitu pro stanoveni lidského FGF23, C terminalniho

fragmentu, je zaloZzena na sendvicové metodé¢ ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay,
Immutopics, San Clements, CA, USA). Dvé¢ Cisténé polyklonalni protilatky jsou schopné detekovat
epitopy uvniti karboxyl-termindlni (C-Term) ¢asti FGF23. Jedna z protilatek je zachytnd a druha
protilatka je konjugovana s HRP peroxiddzou pro detekci. Tyto protilatky se vdZou na intaktni
molekulu, ale také na termindlni fragment lidského FGF23. Vzorek obsahujici lidsky FGF23 je
inkubovan se zachytnou protilatkou a zarovenn s HRP konjugovanou protilatkou. FGF23 obsazeny
ve vzorku je imunologicky vazan pomoci zachytné protilatky a detek¢ni protilatky, takze vytvoii
sendvic. Po ukonceni inkubace jsou jamky promyty, aby se odstranily vSechny nenavazané latky.
Enzym navazany na jamku je inkubovén se substratovym roztokem a poté provedeno kvantitativni

mefeni pomoci spektrofotometru. Enzymatickd aktivita protilatkového komplexu navdzaného na
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jamku je pfimo umérna obsahu FGF23 ve vzorku. Koncentrace FGF23 ve vzorku je odectena
pomoci standardni kiivky. Detekéni limit je 1,5 RU/mL.

Roztoky a pracovni postup

- biotinylovana lidska anti-FGF23 protilatka

- HRP konjugovana lidska anti-FGF23 protilatka

- FGF23 standardy

- FGF23 kontroly I & II

- ELISA promyvaci koncentrat

- ELISA HRP substrat

- ELISA zastavovaci roztok

- FGF23 (C-Term) roztok k fedéni vzorkt

1. napipetujeme 100 pL standardu, kontroly nebo vzorka do jamek

2. napipetujeme 50 pL roztoku s protilatkami, ktery tvoii 1 dil Biotinylované protilatky a 1 dil HRP
protilatky do kazdé jamky

3. jamky inkubujeme ve tmé pti pokojové teploté po dobu 3 hodin na horizontalni tfepacce pii 180
—220 RPM

4. odsajeme obsah kazdé jamky, promyjeme kazdou jamku 5x, celkem 350 pL promyvaciho
roztoku do kazdé jamky a kompletné odsajeme obsah kazdé jamky

5. napipetujeme 150 pL HRP substratu do kazdé jamky

6. inkubujeme bez ptistupu svétla za pokojové teploty po dobu 30 minut na horizontalnim shakeru
pti 180 - 220 RPM

7. béhem 5 minut odecteme absorbanci pifi 620 nm, proti 0 RU/mL standardu

8. ithned napipetujeme 50 pL zastavovaciho roztoku do kazdé jamky. Promichame na horizontalni
ttepacce 1 minutu

9. béhem 10 minut odecteme absorbanci pii 450 nm, proti 150 puL substratu a 50 uL zastavovaciho

roztoku

3.2.7. KVANTITATIVNI STANOVENI KALCITRIOLU V SERU
Princip metody: Souprava IDS 1,25-dihydroxy Vitamin D RIA je kompletni testovaci systém

pro purifikaci 1,25-dihydroxy vitaminu D (1,25 D) vlidském séru nebo plazmé pomoci
imunoextrakce s naslednym kvantitativnim stanovenim pomoci I RIA. Vzorky pacienta jsou
delipidovany a 1,25 D je extrahovan z potencidlné zkiizen¢ reagujicich slozek pomoci inkubace po

dobu 3 hodin s vysoce specifickou monoklonalni anti-1,25 D na pevné fazi. Imunoextrakéni gel se
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pak promyje a purifikovany 1,25 D je eluovan pfimo do sklenénych testovacich zkumavek.

Rekonstituované eluaty a kalibratory se pfes noc inkubuji s vysoce specifickou ovéi anti-1,25 D

protilatkou, poté se ptida '2°I-1,25 D a inkubace pokracuje jesté po dobu 1 hodiny. Separace vdzané

od volné formy je dosazeno kratkou inkubaci se Sac-Cell® s naslednou centrifugaci, dekantaci a

mefenim radioaktivity. Navazand radioaktivita je nepiimo umérnd koncentraci 1,25 D. Detekcni

limit je 6 pmol/L (2,5 pg/mL)

Roztoky a pracovni postup

1.

Kalibratory (CAL 0 — CAL 6): lyofilizovany BAS-MOPS pufr obsahujici 1,25 D a <0,4%
azid sodny.

Ab- prvni protilatka : ov¢i anti 1,25 D v BSA-fosfatovém pufru obsahujici 0,09% azid
sodny.

Ag 51 - 12°1-1,25-dihydroxy vitamin D: 'I-1,25 D v BSA-fosfitovém pufru obsahujici
0,09% azid sodny a stabilizatory. obsah radioaktivity <111 kBq (3uCi) na lahvicku.
Sac-Cell®: anti-ov¢i IgG navazany na celuldézu suspendovany v pufru obsahujicim 0,09%
azid sodny.

CTRL 1- CTRL 2 — Kontroly : lyofilizované lidské sérum obsahujici 1,25 D a <1% azid
sodny.

SORB- imunokapsle : obsahujici ov¢éi monoklondlni protilatku proti 1,25D navazanou na
Castice v pevné fazi v suspenzi s inhibitorem vazebného proteinu vitaminu D.

REAG 1 — delipida¢ni ¢inidlo.

REAG 2 — eluéni ¢inidlo

BUF- Pufr: BSA-MOPS pufr obsahujici 0,01% azid sodny.

WASHBUF — promyvaci koncentrat : fosfatovy tlumivy fyziologicky roztok
zkumavky oznac¢ime SPE (vzorek) nebo CTRL (kontrola) a pfiddme 500 pl kontroly nebo

vzorku

2. do vsech zkumavek ptidame 50 pl delipida¢niho ¢inidla REAG 1. Promichdme.

3. Centrifugujeme pii 2000 g po dobu 30 minut

4. provedeme imunoextrakce

a) oznacime imunokapsle SORB, dv¢ na kazdy vzorek SPE a kontrolu CTRL

b) pomoci vibracniho michadla imunokapsle SORB promichame a ponechdme ve vertikalni

poloze 3-5 minut

¢) ke kapslim SORB ptidame v duplikatech po 100 pul delipidovaného vzorku nebo kontroly

d) imunokapsle postavime na 3-5 minut do vertikalniho stojanu pro usazeni gelu.
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Odlomime uzévér dna kapsli, kazdou kapsli umistime do zkumavky. Centrifugujeme pii 1000 g
po dobu 1 minuty

e) ke kazdé imunokapsli ptidime 500 pl promyvaciho roztoku WASHBUF SOLN.
Centrifugujeme pti 1000 g po dobu 1 minuty

f) opakujeme krok e)

g) imunokapsle preneseme do sklenénych zkumavek

h) do vSech imunokapsli ptidame 150 pl elu¢niho ¢inidla REAG 2. Centrifugujeme pii 1000 g
po dobu 1 minuty

1) 2 x opakujeme krok h)

j) zkumavky umistime do vodni lazn€ pii 30 °C. Eluaty odpatime pomoci jemného pratoku
dusiku (asi 30 minut)

k) do kazdé¢ zkumavky ptidame 100 pl pufru BUF

5. do oznaenych zkumavek pifidame 100 pl kazdého kalibratoru CAL. Do NSB zkumavek
ptidame 300 pl pufru BUF

6. ptipravime zkumavky se vzorkovym extraktem

7. do vSech zkumavek kromé NSB ptiddme 200 pl prvni protilatky Ab

8. pomoci vibracniho michadle jemné promichame bez napénéni a inkubujeme pies noc (16-18
hod.) pfi teploté 2-8 °C

9. ptidame 200 pl Ag '»I - !251-1,25-dihydroxy vitaminu D do vSech zkumavek véetné dvou
dalSich zkumavek urcenych pro celkovou aktivitu (TC). Pomoci vibra¢niho michadla jemné
promichdme bez napénéni a inkubujeme po dobu 1 hodiny pii pokojové teploté

10. do vSech zkumavek kromé TC-zkumavek ptiddme 100 pl Sac-Cell. Promichame a
inkubujeme pfti pokojové teploté po dobu 30 minut

11. do vSech zkumavek kromé¢ TC-zkumavek ptidame 4 ml zfedéného promyvaciho roztoku
WASHBUF SOLN a centrifugujeme pfi rychlosti 2000 g po dobu 20 minut

12. supernatanty dekantujeme (krom¢ TC-zkumavek) a otocené zkumavky ponechdme odkapat
do absorp¢ni podlozky po dobu 1 minuty

13. zméfime vSechny zkumavky v gamacitaci Berthold LB2104 po dobu minimalné 1 minuty

3.2.8. MERENI DALSICH PARAMETRU

Biointaktni parathormon byl analyzovan pomoci metody ECLIA (ROCHE, analyser
MODULAR SWA).
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Koncentrace BNP (Brain natriuretic peptide) a troponinu I (cTnl) byly stanoveny pomoci
chemiluminiscen¢ni metody (UniCel DxC 880i — Beckman Coulter analyzer).

Hladiny sRAGE byly méfeny pomoci metody ELISA: sRAGE (Quantikine, RD Systems,
Minneapolis, MN, USA, www.rndsystems.com).

Sérovy kreatinin byl stanoven pomoci Jaffé metody (Modular analyzer, Roche Diagnostics GmbH,
Germany). Globalni funkce ledvin (eGFR) byla spocitana pomoci MDRD vzorce (308).

Celkovy protein ve 24- hod. sbéru moci byl stanoven pomoci Roche Modular System (pyrogallol
red) (Modular analyzer, Roche Diagnostics GmbH, Germany).

Celkovy cholesterol byl stanoven enzymatickou metodou (Modular analyzer, Roche Diagnostics
GmbH, Germany).

C-reactive protein (CRP) byl stanoven pomoci turbidimetrie (Roche Diagnostics, Modular analyzer,
Roche Diagnostics GmbH, Germany).

Orosomucoid (acidic al-glycoprotein) a a-2 Macroglobulin byly zmétfeny nefelometricky
(Immage, Beckman Coulter, USA).

Fibrinogen byl métfen pomoci trombinové metody (Clauss).

Albumin byl stanoven fotometricky pomoci bromcresolové zelené (Roche Diagnostics,

Modular analyzer, Roche Diagnostics GmbH, Germany).

Krevni obraz byl méfen pomoci automatického analyzatoru (Beckman Coulter LH750 Hematology
analyzer, Beckman Coulter, USA).

Rutinni biochemicka vysetfeni byla provedena standardnimi metodami.

3.3. Echokardiografie

Vysetieni probihalo vzdy piiblizné 2 hodiny po odbéru krve. Bylo provedeno kompletni
dvourozmérné vysetteni v M-modu a Dopplerovské vySetfeni, cestou standardnich piistupi pomoci
Vivid 7 (GE Medical system, Waukesha, Winconsin). M-mode vySetfeni prob&hlo podle
doporuceni Americké spolecnosti pro echokardiografii (396). Hmotnost LK byla stanovena pomoci
standardniho vzorce: Hmotnost levé komory = 0,8 x (1,04 x (LVEDD + PWTd + SWTd)® —
(LVEDD)%) + 0,6 (396). Vysledné hodnoty byly indexovany na pacientovu vysku®’, a tak byl
stanoven parametr: hmotnostni index levé komory (LVMI). Hypertrofie LK byla definovéana jako
LVMI >46,7 g/m*>’ u zen a 49,2 g/m*’ u muzd.

Relativni tloustka stény LK (RWT), vypocitana jako: dvojnasobek tloustky zadni stény
lomeno vnitini diastolicky rozmér LK, byla pouzita k charakteristice geometrie LK, kterou lze

rozdélit do nasledujicich kategorii: normalni geometrie LK (RWT< 0,42 a normalni LVM),
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koncentrickd remodelace LK (normdlni LVMI, ale RWT > 0,42), koncentricka hypertrofie LK
(zvysené LVMI a RWT > 0,42) a excentrickd hypertrofie LK (zvySené LVMI a RWT < 0,42).
Objemy LK, zahrnujici end-diastolicky (LVEDV) a end-systolicky objem (LVESV), byly
stanoveny za pouziti modifikované Simpsonovy metody, a byly pouzity k vypoctu ejekéni frakce
LK.

Dopplerovské charakteristiky plnéni LK a diastolicka funkce byly hodnoceny pomoci obrazu
transmitralniho toku (transmitral flow pattern) s pouzitim parametrt pulmondrniho veno6zniho
influxu. (pulmonary venous inflow parameters). U vétSiny nemocnych jsme zaznamenali také
mitralni rychlosti (mitral annular velocities). V souladu se soucasnymi doporucenimi jsme
kategorizovali plnéni LK jako: normalni, poruchu relaxace, pseudomoralni plnéni a restriktivni
plnéni (397). Rozmér levé sin€¢ (LAD) byl indexovan na télesny povrch, ¢imz byl ziskan parametr
LAD/BSA (mm/ m2). U nemocnych s mirnou diastolickou dysfunkci byl mitralni pomér E/A< 0,8,
»deceleration time*“ E viny (DT) byl > 200 ms. U nemocnych se stfedn¢ té¢zkou diastolickou
dysfunkci (stupeni II) byl mitralni pomér E/A 0,8 - 1,5 (pseudonormalni) a s poklesem > 50%
béhem Valsalvova manévru. TéZkou diastolickou dysfunkci (stupeni III), neboli restriktivni plnéni,

charakterizuje plnéni LK s pomérem E/A >2, DT < 160 ms (397).

3.4. STATISTICKA ANALYZA
3.4.1. FGF23, matrix-metaloproteinizy a KV anamnéza u nemocnych s CKD 1-5. Prufezova
studie.

Statistické analyzy byly provedeny pomoci softwaru InStat GraphPad (Graphpad Software
Inc., San Diego, CA) a Statistica software verze 5.5 (StatSoft Inc). Data prezentujeme jako pramér
+/- SD pro kontinudlni proménné a jako procenta pro kategorick¢é proménné. Srovnani mezi
skupinami byla provedena pomoci nepdrovych t- testli a testu ANOVA pro normalné rozlozené
kontinualni proménné a pomoci Mann-Whitney U testu a Kruskal-Wallis ANOVA testu pro
proménné s nenormalni distribuci. Proménné s nenormalni distribuci byly podle potieby In-
transformovany. Korelace mezi analyzovanymi parametry byly stanoveny pomoci Spearmanova
nebo Pearsonova korela¢niho koeficientu. VSechny vysledky byly povazovany za signifikantni pfi

statistické vyznamnosti : p < 0,05.

3.4.2. PIGF, matrix-metaloproteinizy, EN-RAGE a echokardiografické parametry u

nemocnych s CKD 2-4. Prospektivni observacni studie.
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Vsechny analyzy byly provedeny pomoci MedCalc 9,3 (MedCalc Software Comp.
Mariakerke, Belgium). Biochemické vysledky jsou prezentovany jako primér = SD, v piipadech
nenormadlni distribuce jsou data prezentovana jako mediany a ,,interquartile ranges®. Srovnani byla
provedena pomoci parovych t testii pro promeénné s normalni distribuci a Wilcoxonovym testem pro
proménné s nenormdlni distribuci. Proménné s nenormdlni distribuci byly podle potieby log-
transformovany. Asociace mezi sledovanymi parametry byly stanoveny pomoci Pearsonova
korela¢niho koeficientu a nasledn¢ byla provedena linearni regresni analyza determinantl
proménnych ovlivitujicich echokardiografické parametry. VSechny proménné, které byly vyznamné
asociovany s echokardiografickymi parametry byly zahrnuty do multivariantni regresni analyzy
(jednalo se o sérovy albumin, hladinu PIGF, celkovy sérovy cholesterol, 250Hvitamin D, BNP,
FGF23, sérovy kreatinin, EN-RAGE, PTH, PAPP, Pi, sRAGE, sérové triacylglyceridy, MMP2).
Déle byly analyzovany kvalitativni proménné, jako koufeni, anamnéza KV chorob, uzivani ACE
inhibitor,, a to pomoci Kruskal-Wallisova testu. Ke srovnani vstupnich a findlnich
echokardiografickych nalezli u souboru pacientti byl pouzit Chi-Square Test for Trend (Tabulka 9).
Vysledky byly povazovany za statisticky vyznamné pfi p < 0,05.

4. VYSLEDKY

4.1. FGF23, matrix-metaloproteiniazy a KV anamnéza u nemocnych s CKD 1-5. Priifezova
studie.
4.1.1. Vliv renélni funkce na hladiny FGF23 a MMPs

Sérové koncentrace FGF23 v jednotlivych stadiich CKD a u kontrol jsou uvedeny v Tabulce 4.
Laboratorni zmény sérovych koncentraci, které se manifestovaly jiz ve stddiu CKD 2 (oproti
zdravym kontroldam) byly nasledujici: snizeni albuminémie (p<0,0001), zvySeni hladiny
parathormonu (p< 0,04) a triacylglycerolit (p<0,01). Od staddia CKD 3 se snizovaly hladiny
kalcitriolu (p<0,01), zatimco fosfatémie (prumér 1,4 mmol/l, p<0,003), hladiny hsCRP (p<0,01),
orosomukoidu (p<0,01) a FGF23 (p<0,002) se zvySovaly. Dalsi laboratorni abnormality se objevily
ve stadiu CKD 4, a to: vyssi fibrinogen a CaxP soucin. Kone¢né ve stadiu CKD 5 jsme pozorovali
elevaci hladin PAPP-A a MMP-2. Naopak hladiny MMP-9 se u CKD oproti kontrolam nelisily.

Pokud jde o vyskyt konvencnich KV rizikovych faktori, u jednotlivych stddii CKD jsme
nezjistili rozdil v hladiné¢ celkového cholesterolu, naopak bylo pozorovano mirné zvySeni LDL
cholesterolu (p<0,02) a triacylglyceroli (p<0,01) a mirné snizeni HDL cholesterolu (p<0,04)
s klesajici eGFR. Pacienti mé¢li srovnatelné BMI a vék (s vyjimkou stadii CKD 1+2, kde byli

nemocni signifikantné mladsi).
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Tabulka 4: FGF23 u raznych stadii CKD. Klinické, demografické a laboratorni

charakteristiky studijni skupiny a kontrol

Pocet nemocnych |44 80 23 25 22 10
53+/-
Vék (roky) 58+/-10 |52+/-16 |40+/-13 |16 58+/-14 |60+/-13 |ns
9 s
M/Z% 36vs. 64 |46 vs. 54 |12 vs. 11 |17 12vs. 10 |4 vs. 6
Koufieni % 11 2 3 2 0 ns
27,2+/-  |26,0+/- 27,4+/-
BMI (kg/m2) 25,5+/-4 |27,0+/-4 |4,4 4 27,6+/-5 2.7 ns
Hypertenze % 0 86 83 54 59 100 p=0,01
Anamnéza KV
chorob % 0 28 4 38 36 50 p=0,01
DM % 0 19 4 20 27 20 ns
0.7+/- 0.7+/- p<
MDRD (ml/s) 1,2+/-0,2 10.5 1,4+/-0,3 |0,1 0,4+/-0,2 | 0,2+/-0,0 | 0,0001
292+/- 136+/- |380+/- |965+/- |p<
FGF23 (RU/ml) 53+/-44 | 461 86+/-11 | 157 387 808 0,0001
7,5+/- 8,6+/-
hsCRP (mg/l) 3,3+/-2,1 |7,6 1,2+/-3  |8,2 9,1+/-8 |9,1+/-11 |ns
11,3+/- 10,1+/- | 12,5+/- | 19,6+/-
PAPP-A (mIU/l) 9,4+/-2,3 19,4 8,5+/-2,5 |5,2 9,6 18 p< 0,03
41,9+/- 120,3+/- |35,6+/- [16,8+/-|14,3+/-
Kalcitriol (ng/ml) |15 14.7 16,8 12 9,4 7.7+/-5 |p<0,001
247+/- 239+/- | 270+/- | 329+/-
MMP-2 (ng/ml) 256+/-76 | 99 198+/-65 |77 111 110 p< 0,005
2,36+/- |2,18+/- |2,24+/- [2,15+/-|2,16+/- |2,14+/-
Kalcium (mmol/l) 0,1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 p< 0,002
1,3+/- 1,4+/- p<
Fosfaty (mmol/l) 1,1+/-0,2 10,4 1,1+/-0,2 (0,4 1,4+/-0,3 | 1,6+/-0,3 | 0,0007
9,9+/- 16,4+/- |20,2+/- |p<
PTH (pmol/l) 2.7+/-1,5 12,3 3,6+/-1,4 |6,2+/-4|17 15 0,0001
Cholesterol 5,8+/- 6,0+/-
(mmol/l) 5,4+/-0,9 | 2,4 5,9+/-2,1 |2.7 5,8+/-2,3 | 5,4+/-2.7 | ns
HDL chol. 1,5+/- 1,5+/-
(mmol/l) 1.7+/-0,3 10,5 1.7+/-0,6 (0,4 1,5+/-0,5 | 1,4+/-0,5 | p< 0,04
LDL chol. 3,3+/- 3,8+/-
(mmol/l) 3,1+/-0.7 | 1.7 3,3+/-1,6 |2,2 3,1+/-0,9 | 2,4+/-0,4 | p< 0,02
Triacylglyceridy 2,1+/- 2,1+/-
(mmol/l) 1,3+/-0.7 | 1,2 1,9+/-1 1,1 2,3+/-1,5|2,1+/-1,1 | p< 0,01
p<
Albumin (g/1) 44+/-2,3 |32+/-8,2 |35+/-9 30+/-8 |31+/-8,2 [30+/-4,5 |[0,0001
113+/- 110+/- p<
Hemoglobin (g/1) | 142+/-10 [20 133+/-15 | 18 102+/-13 | 101+/-9 | 0,0001

69



4.1.2. Vztah koncentraci FGF23 a MMPs ke komorbiditdm (KV choroby, diabetes

mellitus), k véku, pohlavi, typu rendlniho onemocnéni a substituci vitaminem D

Vyssi koncentrace FGF23 byly nalezeny u pacientd s anamnézou KV chorob, ve srovnani s
nemocnymi bez této anamnézy (559 vs. 154 RU/ml). Tento rozdil byl signifikantni i po adjustaci na
eGFR a vék (p<0,05). V multivariantni analyze korelovala anamnéza KV chorob nejtésnéji s vékem
(r=0,57), s koncentraci FGF23 (r=0,43) a inverzn¢ s hladinou triacylglycerolt (r= -0,37), p<0,05
pro vSechny tfi uvedené parametry.

Nemocni s DM méli vyssi hladiny MMP-2, MMP-9, PAPP-A a PTH (i po adjustaci na eGFR).
Naopak nebyl nalezen rozdil mezi hladinami FGF23, sérovych fosfatt a kalcitriolu mezi diabetiky a
nediabetiky. Byla nalezena pozitivni korelace koncentraci FGF23 (r=0,3 p<0,01), PAPP-A (r=0,35,
p<0,001) a PTH (r=0,3, p<0,005) s vékem, zatimco hladina kalcitriolu inverzn¢ korelovala s vékem
(r=-0,4, p<0,002).

Nemocni substituovani vitaminem D (23%) méli vyssi hladiny FGF23 (214,7 vs. 523,1, p<0,02),
zatimco hladiny kalcitriolu, MMP-2, fosfatémie a eGFR byly srovnatelné s pacienty bez substituce

vitaminem D.

4.1.3.  Korelace mezi jednotlivymi laboratornimi markery (Tabulka 5. 6. 7):

Koncentrace FGF23 korelovaly s fosfatémii, ale nikoli s frakéni exkreci fosfatii (FE-Pi). FE-Pi
pozitivng korelovala s PTH (r=0,3, p<0,04) a inverzn¢ s eGFR (r=0,3, p<0,05).

V multivariantni analyze koncentrace FGF23 kolerovaly s hladinami MMP-2 i po adjustaci na
vek, eGFR, fosfatémii, koncentraci kalcitriolu a PTH (r= 0,42. p< 0,0001). Hladina FGF23
korelovala s hladinou kalcitriolu a PTH, i po adjustaci na v€k a eGFR (p<0,01 oba). Hladina MMP-
2 korelovala s fosfatémii, po adjustaci na vék a eGFR (p<0,01).
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Tabulka 5: FGF23 u riznych stadii CKD. Korelace laboratornich markeru

v univariantni

analyze
FGF23 MMP-2 |PAPP-A |Kalcitriol |Parathormon | Fosfat
r= 04, |r= 0,3, |r= -0,6, |r= 03, |r= 0.4,
FGF23 p<0,0001 |p<0,002 |p<0,0001 |p<0,005 p<0,0001
= 04, = 0,6, r= 04, |r= 0,3, |r= 0,3,
MMP-2 p<0,0001 p<0,0001 |p<0,002 p<0,003 p<0,004
= 0,3, |r= 0,6, = -04 |\ r= 03 |r= 0,3
PAPP-A p<0,002 | p<0,0001 p<0,02 p<0,006 p<0,02
= -0,6,|r= -0,5,|r= -0,4 = -04 | r= -0,2
Kalcitriol p<0,0001 |p<0,002 |p<0,02 p<0,0002 p<0,02
= 0,3, |r= 03,|r= 03|r= -0,4 = 0.4,
Parathormon p<0,005 |p<0,003 |p<0,006 |p<0,0002 p<0,0001
= 04, |r= 03,|r= 03|r= -0,2 | r= 0.4,
Fosfat p<0,0001 |p<0,004 |p<0,02 p<0,02 p<0,0001
= 0,4, = -04, 1= 04, = 0,9,
Ca x P soucdin p<0,0001 |Ns Ns p<0,001 p<0,001 p<0,0001
= 0,3,
Orosomucoid p<0,02 Ns Ns ns r=0,2 p<0,05 |ns
CRP Ns Ns Ns ns ns ns
= 04, r= -03,|r= -0.2,|r= 03 |r= -04 | r= -0,4
Hemoglobin p<0,001 p<0,002 | p<0,05 p<0,02 p<0,002 p<0,0002
= 0,3,|= 0,3,
Triacylglyceridy | p<0,02 p<0,02 Ns ns ns ns
= -0.2, |r= 0,5, = -0,3
Albumin ns Ns p<0,05 p<0,0001 |ns p<0,01
= 0,2,
ALP p<0,05 Ns Ns ns ns ns
= 0,3, = 0,3,
Fibrinogen ns p<0,01 Ns ns ns p<0,004
= -0,6,|r= -04,|r= 04, |r= 0,6, = -0,8, |r= -0,5,
eGFR p<0,0001 |p<0,001 |p<0,0001 |[p<0,0001 |p<0,0001 p<0,0001
= 0,3, = 04, r= 04, r= 0,3
Vék p<0,02 Ns p<0,001 | p<0,002 p<0,005 ns

4.1.4. Shrnuti vysledki

- Anamnéza KV chorob nezavisle a nejtésnéji korelovala s vékem (r=0,57), s koncentraci FGF23

(r=0,43) a inverzn¢ s hladinou triacylglyceroli (r=-0,37), p<0,05 pro vSechny uvedené parametry

- Hladiny FGF23 (r=0,3 p<0,01), PAPP-A (r=0,35, p<0,001) a PTH (r=0,3, p<0,005) nezévisle

korelovaly s v€kem, zatimco hladina kalcitriolu inverzné¢ korelovala s vékem (r=-0,4, p<0,002).

- Hladina FGF23 nezavisle kolerovala s hladinou MMP-2 (r= 0,42. p< 0,0001)

- Hladina FGF23 nezavisle korelovala s PTH a inverzn¢ s hladinou kalcitriolu (p<0,01 oba)

- Hladina MMP-2 nezavisle korelovala s fosfatémii (p<0,01).
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NaSe data tedy potvrzuji vstupni hypotézu, Ze existuje nezavisla korelace hladin FGF23 s
hladinami MMP-2, kalcitriolu a PTH a dile Ze nemocni s anamnézou KV chorob maji vyssi

hladiny FGF23 (Tabulka 6, Tabulka 7))

Tabulka 6: Faktory asociované s FGF23. Multivariantni regresni analyza (FGF23 jako zavisla
proménna), adjustace na vék, MDRD, sérovy fosfat)

Nezavislé B SE T P intercept R?
proménné Koeficient

MMP-2 0,003 0,001 1,94 0,05 3,29 0,48
Kalcitriol -0,021 0,010 -2,01 0,05

Log PTH 0,481 0,176 2.73 0,01

Tabulka 7: Faktory asociované s MMP-2. Multivariantni regresni analyza (hladina MMP2

jako zavisla proménna), adjustace na vék, MDRD

Nezavislé B SE T P intercept R?
proménné koeficient

Fosfaty 103,97 33,11 3,14 <0,01 12,44 0,27

Graf1: FGF23 u kontrolnich a CKD nemocnych s a bez anamnézy KV chorob
FGF-23: history of CVD
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Graf2: Korelace hladin MMP-2 a FGF23 (r= 0,42, p< 0,0001)
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Graf3:  Korelace hladin kalcitriolu a FGF23 (r=-0,59, p<0,0001)
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Graf4: Korelace sérovych fosfati a MMP-2 (r= 0,3, p< 0,004)
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Graf5:  Sérové FGF23 v riiznych stadiich CKD a u zdravych kontrol
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Graf 6: Sérové MMP-2 v ruznych stadiich CKD a u zdravych kontrol
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4.2. PIGF, matrix-metaloproteinazy, EN-RAGE a echokardiografické parametry u

nemocnych s CKD 2-4. Prospektivni observacni studie.

4.2.1. Vstupni echokardiografické parametry studovaného souboru (Tabulka 9).

ZvySena hmotnost LK byla zjisténa u 29% nemocnych. 56,5% pacienti mélo normalni
geometrii LK, 12,9% spliiovalo parametry koncentrické remodelace, 9,7% nemocnych mélo
znamky koncentrické hypertrofie a 21% nemocnych mélo zndmky excentrické hypertrofie.
Normalni diastolickd funkce LK byla nalezena u 25,8% pacientli, porucha relaxace LK u 43,5%
pacientil a pseudonormalni charakter plnéni LK byl popsan u 30,6% pacienti. Nikdo nesplioval

kritéria restriktivni poruchy diastolického plnéni LK.
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Tabulka 8: PIGF a echokardiografické parametry u CKD. Vstupni klinické a demografické
charakteristiky sledovaného souboru

Proménna + SD

Pocet nemocnych 62

VEk (roky) 62+ 15
Muzi 37

Zeny 25

BMI (kg/ m?) 26,9+3,9
Hypertenze % 88,7
Priumérny systolicky TK (mm Hg) 133 £ 16
Priamérny diastolicky TK (mm Hg) 80+7
Pocet antihypertenznich 1éki 3+2
Anamnéza KV chorob % 50

DM % 21

Zkratky: BMI Body mass index, TK Krevni tlak, KV kardiovaskuldrni, DM Diabetes mellitus.

4.2.2 Echokardiografické parametry studovaného souboru po 36 + 10 mésicich (Tabulka 9, Tabulka

10).

ZvySena hmotnost LK byla zjisténa u 37,1% pacientii. 43,5% nemocnych mélo normalni

geometrii LK, 21% nemocnych mélo znamky koncentrické remodelace, 9,7% spliiovalo parametry
koncentrické hypertrofie a 25,6% pacienti mélo znadmky excentrické hypertrofie. Normalni
diastolickd funkce LK byla nalezena u 24,2% pacientd, porucha relaxace LK u 43,5% pacientd a
pseudonormalni charakter plnéni u 32,3% nemocnych. Nikdo nesplioval kritéria restriktivniho
diastolického plnéni LK. Nezavislé korelace echokardiografickych parametrd, laboratornich
markerti a krevniho tlaku jsou uvedeny v tabulce (Tabulka 10, Graf 7). Kazdy parametr sériového
echokardiografického méieni je uvedeny ve tfech hodnotach (1: vstupni méfeni, 2: prvni kontrolni
méteni, 3: druhé kontrolni méfeni). Uvadime pouze vyznamné korelace. Nezavislé korelace jsou
zvyraznény tucné.

Hmotnostni index LK (LVMI) pozitivné koreloval s PIGF, BNP, systolickym TK a hladinou

sérového kreatininu. Hladina BNP pozitivné korelovala také s diametrem levé sin€é. Hladina EN-
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RAGE byla asociovéana s diametrem levé siné a inverzné s pomérem E/A. Hladina PTH inverzné
korelovala s EFLK. Nebyla nalezena z4dnd nezdvisla korelace mezi echokardiografickymi
parametry a hemoglobinem, hladinou PAPP-A, FGF23 ani vitaminu D. Nebyla zjiSténa korelace
hladiny PIGF s krevnim tlakem.

Tabulka 9: Echokardiografické charakteristiky (%) sledovaného souboru (n = 62)

S odstupem | Hodnota p ,,chi
Vstupni |36 +  10|square test for
meésici trend“
Hmotnostni index LK (LVMI v g/ m?7)
Normalni 71 62,9 p=0,22 NS
Zvyseny 29 37,1
Geometrie LK
Normalni geometrie LK 56,5 435 p=0,25 NS
Koncentricka remodelace 12,9 21
Koncentricka hypertrofie 9,7 9,7
Excentrické hypertrofie 21 25,8
EFLK (%)
Normalni 88,7 87,1 p=0,68 NS
Snizena 11,3 12,9
Rozmér levé siné (LAD v cm/ m?)
Normalni 98,4 98.4 p=1,00 NS
Zvyseny 1,6 1,6
Diastolicka funkce LK
Normalni diastolicka funkce LK 25,8 24,2 p=0,96 NS
Porucha relaxace 43,5 43,5
Pseudonormalni plnéni LK 30,6 32,3
E/A pomér
Pod 0,8 46,8 48,4 p=0,06 NS
0-8-1,5 50 40,3
Nad 2 3,2 11,3
DTE-MI (ms)
Nad 200 38,7 62,9 p<0,01
160-200 37,1 27,4
Pod 160 24,2 9,7

Zkratky: E/A pomér Pomér mezi Casnou (E) a pozdni (atridlnim - A) rychlosti plnéni LK, DTE-MI
,Deceleration Time* na mitralni chlopni, LAD diametr levé srdecni sing, LK leva komora
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Tabulka 10 : Nezavislé korelace laboratornich a echokardiografickych parametri (stepwise
multiple regression)

LVMI1 |LVMI3 LAD1 |LAD2 |LAD3 |EFI ER2 EF3 F/A1 E/A2 |E/A3
eGFRMDRD |r=-031 [r=-037 |[r=-025 [r=—037 |r=—0,41 |- - - r=054 |r=043 |r=0,40

p=0,02 [p<0,01 p=006 |p<0,02 |p<0,01 p <0,0001 |p<0,01|p<0,01
Sérovy r=-027 |- : r=-033 r=-033 |- . . . .
albumin

p<0,05 <0,05 |p=0,02
Parathormon |- - - - - - r=—047 |- - - -

<0,01
EN-RAGE |- - r=035 |- - r=-026 |- - r=-034 |- -
<0,01 p<0,05 =0,01

PIGF - r=0,31 - - r=036 |- - - - - -

- p<0,02 p<0,01
BNP r=042 |r=0,51 r=027 [r=030 [r=050 |- - - - - -

p<0,01 |p<0,001 |p<0,05 [p=0,08 |p<0,0I
Systolicky TK |- r=0,31 - - - - - - - - -

p<0,02

Kazdy parametr sériového echokardiografického méreni je uvedeny ve tirech hodnotach (1: vstupni mereni,
2: prvni kontrolni méreni, 3: druhé kontrolni méreni).

Zkratky: BNP mozkovy natriureticky peptid, TK krevni tlak, E/A Pomer mezi casnou (E) a pozdni (atrialni -
A) rychlosti komoroveho plneni, EF ejekcni frakce LK, EN-RAGE Extracelularni nové identifikovany RAGE
vazajici protein, DT ,, deceleration time* na mitralni chlopni, LAD rozmeér levé siné, LVMI left ventricle
mass index (index hmotnosti LK), eGFR MDRD glomerularni filtrace , modification of diet in renal
disease“, PIGF placentdrni riistovy faktor, r Pearsoniiv korelacni koeficient.

4.2.3. Vliv renalni funkce na laboratorni a echokardiografické parametry a jejich zmény béhem

sledovaného obdobi (multivariantni regresni analyza) (Tabulka 11, Graf g).

Funkce ledvin (eGFR) pozitivné korelovala s pomérem E/A a inverzné¢ s LVMI a rozmérem
levé sin€. Béhem sledovaného obdobi, jsme spolu s poklesem renélni funkce (eGFR) zaznamenali
vyznamny nartist LVMI, rozméru levé sin€, hladiny EN-RAGE, FGF23 a BNP, naopak byl
zaznamenan pokles v hodnotach EFLK, sérového albuminu, vitaminu D a hemoglobinu. Nebyly

zjiStény zadné signifikantni zmény v hodnotach krevniho tlaku.
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Tabulka 11: Zmény laboratornich a echokardiografickych parametri béhem sledovaného obdobi

Parametr Vstupni Po 18+ 5 Po36t10 | Hodnotap | Hodnotap | Hodnotap
mésicich mésicich pro vstupni | pro 18 pro vstupni
vs. 18 mési¢ni vs. | vs. 36
mésicéni 36 mésicni | mésicni
méieni méieni méieni
eGFR 0,6 0,57 0,49 p <0,01 p <0,05 p <0,01
(MDRD) (0,25-1,6) | (0,25-1,3) | (0,26-2,8)
(ml/s)
Hemoglobin | 128,5+ 128,8 + 124,3 + p <0,01 p <0,01 NS
(g 20,0 20.7 18,8
Fosfatémie 1,1 1,16 1,2 NS NS NS
(mmol/l) (1,00-1,29) | (1,00-1,45) | (1,00-1,36)
Parathormon | 5,96 6,34 7,52 NS NS NS
(pg/ml) (3,56-9,22) | (4,56- (3,63-
11,98) 15,59)
250H 23,47 £8,91 | 25,04 £9,61 | 20,87 £7.79 | NS p <0,01 p <0,02
Vitamin D
(ng/ml)
FGF23 89,6 100,1 127 p <0,01 p <0,05 p <0,0001
(RU/ml)
(64,8- (73,0- (78,3-
167,1) 228.,8) 282,4)
PAPP-A 8,3 8.VII 9,3 NS NS NS
(mIUN) (7,0-10,2) | (7,6-10,5) | (7,5-12,6)
SRAGE 976,3 919,1 1040.7 NS NS NS
(pg/ml) (720,6- (643,9- (719,1-
1495,2) 1336,3) 1375,1)
EN-RAGE 160,5 255,2 269,8 p <0,05 NS p <0,001
(ng/ml)
(100,5- (164,6- (163,0-
240,3) 297,0) 326,3)
PIGF (pg/ml) | 10,8 11,05 12,5 p <0,02 NS NS
(7,8-14,2) (8,5-15,6) (8,5-14.7)
MMP-2 214,5 £50,6 | 206,5 £39,2 | 221,9 +61,6 | NS NS NS
(ng/ml)
Troponin I 0,01 0,01 0,01 NS NS NS
(ng/ml) (0,01-0,01) | (0,01-0,01) | (0,01-0,01)
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BNP (pg/ml) | 30 57 77 p <0,01 NS p <0,0001
(15,0-91,0) | (27,8- (40,0-
107,3) 195,0)
Index 43,6 +14,6 | 453 +16,0 | 45,7+ 13,4 | NS NS p <0,05
hmotnosti
LK (LVMI
g/m2.7)
Ejekéni 64,7+ 7,8 64,5+5,8 62,7+ 8,0 p <0,05 NS p <0,05
frakce LK
(%)
Rozmér levé | 2,14 +0,64 | 2,05+0,55 | 2,19+0,50 | NS NS p <0,01
siné (cm/m?2)
E/A pomér 0,83 0,83 0,81 NS NS NS
0,67 - (0,69 - (0,72-1,04)
1,14) 0,98)

4.2.4. Laboratorni parametry pacient s anamnézou KV onemocnéni.

Anamnéza KV onemocnéni byla pfitomna u 50% nemocnych. Tito nemocni méli vyssi
hmotnostni index LK ( LVMI, p < 0,02), vyssi sérovy kreatinin (p < 0,01), hladiny triacylglyceridi
(p <0,05), FGF23 (p < 0,02) a PAPP-A (p < 0,05). Nemocni s anamnézou KV chorob naopak méli
nizsi hladiny 250Hvitaminu D (p < 0,05) a niz8i albuminémii (p < 0,01) ve srovnani s pacienty bez

anamnézy KV chorob. Vztah hladiny PIGF k anamnéze KV chorob byl hrani¢né vyznamny (p =

0,05).

4.2.5. Shrnuti vysledki

Béhem sledovaného obdob jsme zaznamenali nasledujici zmény (vstupni nalezy vs. finalni ndlezy

po 3610 mésicich):

-zvyseny LVMI u 29% vs. 37,1% nemocnych

-abnormalni LV geometrii u 43,5% vs. 56,5%

-abnormalni diastolickou funkci LK u 74,1% vs. 75,8% nemocnych.

Tyto trendy vSak nebyly statisticky signifikantni.
-LVMI nezavisle korelovalo s hladinami PIGF, BNP, systolickym TK a funkci ledvin
-Diastolickd funkce LK nezavisle korelovala s hladinami EN-RAGE a funkci ledvin




-Béhem sledovaného obdobi jsme spolu se snizujici se funkci ledvin (eGFR) zaznamenali zvySeni

LVMI, rozméru levé siné, EN-RAGE, FGF23 a BNP

-Behem sledovaného obdobi jsme spolu se snizujici se eGFR zaznamenali snizeni EFLK, hladiny

albuminémie, hladiny vitaminu D a hemoglobinu.

Nase data tedy potvrzuji vstupni hypotézu, Ze PIGF nezavisle koreluje s LVMI u nemocnych

s CKD 2-4. Nebyla zjiSténa korelace PIGF s tradi¢nimi rizikovymi faktory. Diastolicka funkce

LK nezavisle korelovala s hladinami EN-RAGE.

Graf 7: Korelace hladin PIGF a hmotnostniho indexu LK (g/m?7), r = 0,31, p < 0,02.
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Graf 8: Index hmotnosti LK (g/m?*7) v riiznych stadiich CKD.
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S. DISKUSE

Nase data dokumentuji nezavislou asociaci hladin FGF23 a MMP-2, coz naznacuje mozné
spojeni mezi dysbalanci Ca-P metabolismu, oxida¢nim stresem a KV onemocnénim, a to jiz od
stadia CKD 3. Nemocni se zvysenym FGF23 a MMP-2 maji vysoké riziko vyvoje KV komplikaci a
progrese CKD. Tyto pochody by alespon z¢asti mohly byt zptisobeny deficitem kalcitriolu, zvIaste
u ptripadt vysokého FGF23. Témto nemocnym by méla byt poskytnuta komplexni preventivni péce
jiz od ¢asnych stadii CKD, kterd by ovliviiovala tradi¢ni i specifické KV rizikové faktory (vcetné
Ca-P dysbalance a mikrozanétu).

Dale naSe data popisuji vyznamnou a nezavislou korelaci hladin PIGF se zvySenou hmotnosti

LK u nemocnych s mirnou az stiedné pokrocilou CKD. Hladiny EN-RAGE nejspise u této populace
siln€ji koreluji s diastolickou dysfunkci LK. Prezentujeme sériové echokardiografické zmény u
nemocnych s CKD 2-4, jako je zvySeni LVMI a progrese diastolické dysfunkce provazejici

zhorSovani renalni funkce.

5.1 FGF23, matrix-metaloproteiniazy a KV anamnéza osob s CKD 1-5. Prifezova studie.
V prifezové studii u 80 nemocnych s CKD, dosud nezavislych na dialyze, jsme nalezli vyssi

hladiny FGF23, PAPP-A a MMP-2 (ale nikoli MMP-9), ve srovnani se zdravymi kontrolami. Tyto

parametry inverzné korelovaly s eGFR, coz jiz bylo diive popséano (384, 223). PtiCina a role téchto
zvySenych hladin neni dosud zcela jasnd, ptfiCemz jistou roli zfejmé hraje redukovand rendlni
clearance a / nebo kompenzatorné zvysend odpovéd’ na mineralovou dysbalanci a mikrozanét.
Zvyseni FGF23 je zifejm¢ kompenzatorni reakci na retenci fosfath u CKD. V nasi studii hladiny

FGF23 pozitivné korelovaly s fosfatémii, ale nekorelovaly s frakéni exkreci fosfati, nejspise vlivem

snizeného poctu viabilnich nefrontli. Funkce ledvin (eGFR) a parathormon jsou tak pravdépodobné
nejsilnéjSim prediktorem fosfaturie (FE-Pi). NaSe data ukazuji na nezdvislou korelaci hladin FGF23

a kalcitriolu, coz je ve shod¢ s literaturou (223). ZvySeny FGF23 je nejspiSe nejsilnéj$im

prediktorem deficitu kalcitriolu, a to nezavisle na zasobach vitaminu D, fosfatémii a eGFR. Zda se,

ze FGF23 je jednim z prvnich stimuld ¢asné patogenezy sekundarni hyperparathyreozy (SHPT),
KV chorob a progrese CKD (223).
Podle analyzy naSich dat anamnéza KV chorob nezavisle a nejtésnéji korelovala s hladinou

FGF23, s vékem a s hladinou triacylglycerolt, coz jiz bylo popséno (385). Hladiny FGF23, PAPP-

A a PTH nezavisle korelovaly s vékem, zatimco hladina kalcitriolu inverzné korelovala s vékem,
coz by mohlo naznafovat podplirny vliv stdrnuti na oxidacni stres, mikrozanét a CKD-MBD.

Hladina MMP-2 nezavisle korelovala s fosfatémii a s hladinou FGF23. Korelaci MMP-2 s
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fosfatémii neni snadné interpretovat. Zvysena fosfatémie stimuluje cévni kalcifikace cestou indukce
osteoblastické diferenciace VSMCs. Je mozné, ze VSMCs jsou takto nasmérovany k sekreci
raznych cytokini podporujicich mineralizaci v odpovédi na zvySenou fosfatémii.

Hladiny FGF23 v na$i skupiné rostly diive nez hladiny MMP-2, coz mlze znamenat, ze by

FGF23 mohlo byt jednim ze stimulli zvySené produkce MMP-2. Sapienza ve své praci ukazuje, ze
basicky FGF (¢len stejné rodiny jako FGF23) zvySuje produkci a expresi MMP-2 v nestabilnich
karotickych platech (353). V nasi studii hladina FGF23 nezavisle korelovala s hladinou PTH, coz je

ve shod¢ s literaturou (386). Hladina parathormonu rostla diive nez nastaly zmény v hladinach

kalcitriolu, FGF23 nebo Ca a Pi. Toto pozorovani moznéd odrazi velmi citlivou reakci PTH na
deficit kalcitriolu, kdyZ i mirny pokles hladiny kalcitriolu vede ke zvySeni PTH a nésledné rychlé
stimulaci syntézy kalcitriolu. 'V jinych pracich je popisovano zvySeni FGF23 jako nejCasnéjsi
laboratorni projev CKD-MBD (387).

Nezaznamenali jsme signifikantni rozdily mezi hladinami celkového cholesterolu, hsCRP,
vékem, koufenim nebo BMI mezi jednotlivymi stupni CKD, coz naznacuje, Ze n¢které netradicni
KV rizikové faktory u CKD ptevazuji nad tradi¢nimi rizikovymi faktory.

Terapeutické snizeni hladin FGF23 by mohlo zlepsit KV prognézu nemocnych s CKD. Toho by

mohlo byt dosazeno snizenim fosfatové zatéze, napt. snizenim piijmu fosfatli, po totalni
parathyroidektomii nebo podavanim sevelameru. Zvysend fosfatémie je nepochybnym rizikovym
faktorem cévnich kalcifikaci a mortality u CKD, proto doporuceni NKF K/DOQI pro stadium CKD
3-4 doporucuji restrikci fosfath a uzivani fosfatovych vazaci pti fosfatémii >1,49 mmol/I. Pfitom je
ale jiz fosfatémie >1,13 mmol/l spojovana se zvySenym rizikem tmrti a toto riziko linearné stoupa
s kazdym dal§im zvySenim fosfatémie o 0,16 mmol/l (388). V nasi praci jsme nalezli pozitivni

korelaci hladiny PTH s fosfaturii a inverzni korelaci s hladinou kalcitriolu. Naopak hladiny FGF23

nekorelovaly s fosfaturii, ale byly inverzné asociované s hladinami kalcitriolu. Tyto ndlezy mohou

vvvvvv

roli v ovlivnéni hladin kalcitriolu. Proto by mohla byt kontrola pfijmu fosfati vhodna jiz od

casngjSich stadii CKD, tim by se zvySily hladiny kalcitriolu a snizily hladiny PTH a FGF23 jiz u
nemocnych s normalni fosfatémii. Bylo by vhodné monitorovat hladiny FGF23 a s jejich pomoci
vést dietni restrikci fosfata jiz v casnych stadiich CKD, i tehdy kdyz je fosfatémie jest€¢ v normé.

Hladiny matrix-metaloproteindz (PAPP-A a MMP-2), ve shod¢ s publikovanou literaturou,

narustaji az v pozdéjSich staddiich CKD, coz miize napovidat, ze v Casnych stadiich CKD jsou

vyznamnéjsi jiné KV rizikové faktory. V nasi studii hladiny PAPP-A ani MMP-2 nekorelovaly se
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sérovymi lipidy ani s hsCRP, coz je ve shod¢ s literdrnimi udaji (342). Suplementace vitaminem D
by mohla vést k poklesu hladin MMP-2 a MMP-9 (356).

Nase prace byla limitovana nékolika faktory: Z divodu prifezového charakteru studie jsme
nesledovali dlouhodobé zmény klinického stavu, renalni funkce a markertt Ca-P metabolismu.
Neposuzovali jsme dale variabilitu pfijmu fosfati. Hladinu FGF23 jsme méfili pomoci kitu ELISA
(C-terminalni FGF23 fragment, ktery se pravdépodobné¢ u CKD kumuluje). Na druhou stranu ale
hladiny C-terminalniho FGF23 tzce korelovaly s hladinami “full-length FGF23” (389) a provedli
jsme statistickou korekci na eGFR.

Lze shrnout, zZe naSe data potvrzuji vstupni hypotézu, Ze existuje nezavisla korelace hladin
FGF23 s hladinami MMP-2, kalcitriolu a PTH a dale Ze nemocni s anamnézou KV chorob maji

vyss$i hladiny FGF23.

5.2. PIGF, matrix-metaloproteinazy, EN-RAGE a echokardiografické parametry osob s CKD

2-4. Prospektivni observacni studie.

V naSem dal§im souboru nemocnych s mirnou az stfedn¢ pokrocilou CKD jsme zaznamenali

vysokou prevalenci remodelace LK, zvySeného LVMI, pfi¢emz frekvence téchto abnormalit byla
vyssi ve vyssich stadiich CKD. ZvySeny LVMI byl nalezen u 14% pacienti s CKD 2, u 21%
pacienti s CKD 3 a u 48% pacientli ve stadiu CKD 4 (Tabulka 11, Graf 8). Autoti Levin a spol.

zaznamenali prevalenci HLK u 26,7% nemocnych s GFR > 50 ml/min, u 30,8% nemocnych s GFR
25 - 49 ml/min a u 45,2% nemocnych s pokro¢ilou CKD (GFR <25 ml/min) (391). Tyto nélezy jsou
obdobné naSemu pozorovani. Celkové jsme béhem sledovaného obdobi zaznamenali zvySeny
LVMI u 29% vs. 37,1% nemocnych (bazalni vs. findlni data po 36+10 mésicich). Vysoka
prevalence zvyseného indexu LVMI u nemocnych s CKD byla v literatufe opakované popséana
(390), ale studie jsou bohuzel obtizn¢ srovnatelné, predevsim kviili rizné definici HLK, rozdilnym
charakteristikdm sledované populace a také kvili rizné kontrole TK, v¢etné rozdilné miry uzivani
ACE inhibitori a/nebo AR blokatorti. Abnormalni LV geometrii jsme popsali u 43,5% vs. 56,5% a
abnormalni diastolickou funkci LK u 74,1% vs. 75,8% nemocnych (bazélni vs. findlni data po
36+10 mésicich). Autofi Cai et al. sledovali nemocné s CKD 3-5 po dobu 1 roku a popsali nartist
prevalence hypertrofie LK ze 40,3% na 48,9% a narlst objemu levé sin¢ (korelat diastolické
dysfunkce) (380). Autofi Seifert et al. popsali u nemocnych s CKD 3, sledovanych 12 mésict,
zvysujici se LVM, perzistujici diastolickou dysfunkci LK, a to pfi stabilni renalni funkci a krevnim

tlaku. Zména poméru FGF23/klotho siln¢ korelovala se zménou LVM (381). V jiné studii u
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nemocnych s CKD 4-5 byla diastolicka dysfunkce popséna u 85% nemocnych a 35% m¢clo stupen >
2 diastolické dysfunkce. V&k >75 let, anamnéza IM, diastolickda dysfunkce a troponin T byly
nezédvislymi prediktory mortality. (382). U nemocnych s CKD 3-4 (studie CREATE) byl na
pocatku studie zjisStén vyskyt HLK u 47% osob, béhem 2 let se LVMI nezménil, ale geometrie LK
fluktuovala. Kompletni korekce hemoglobinu pomoci erytropoetinu zhorSovala prognozu

nemocnych s HLK (383).

LVMI v naSem souboru nezavisle koreloval se systolickym TK, BNP. hladinou sérového

kreatininu a PIGF. Vztah hladin BNP k LVMI a k vyskytu KV onemocnéni jiz byl v literatufe

popsan, stejn¢ jako byla popsana korelace LVMI a hodnot BNP, CRP a troponinu T u nemocnych
ve stadiu CKD 3—4 (398). V nasi studii jsme vSak vyznamnou korelaci mezi LVMI a hladinou
troponinu ani CRP nepotvrdili. Korelace hladin PIGF s hmotnosti LK byla dosud popsana jen ve

zvitecim modelu CKD. V experimentu u zvitat (326) bylo zjisténo, ze mySi nadmérné exprimujici
PIGF, mély vyssi odpovéd’ kardidlni hypertrofie, vyssi hustotu kapilarni sit€¢ a zvySeny obsah
fibroblastl v srdci, jako odpovéd’ na stres. Mysi zvySené exprimujici PIGF vykazuji kardidlni rist,
ktery je chrani pfed rozvojem srdecniho selhani. Naopak, PIGF(—/—) mySi uhynuly na srdecni
selhani do 1 tydne od pocatku tlakové zatéze. PIGF ziejmé pusobi cestou endotelidlnich bun¢k a
fibroblastt, sekundarné stimuluje myocyty pomoci parakrinnich faktorti jako je interleukin-6. Bylo
popsano, ze PIGF stimuluje angiogenezi v okraji infarktového loziska (399), podporuje
aterosklerotické ztluSténi intimy a akumulaci makrofagl. PIGF je také spojovano s dlouhodobou
predikci koronarniho srdecniho onemocnéni (400). V lidskych aterosklerotickych 1ézich je exprese
PIGF asociovana se zanétem a destabilizaci platu. Podani anti-PIGF protilatek zpomaluje progresi
AS platu do nestabilnich 1ézi (401). Bylo popsdno, Ze exprese PIGF v lidskych cévnich
endotelidlnich a hladkych svalovych buiikach, je indukovana angiotensinem II a aldosteronem a
naopak mineralokortikoidni antagonisté inhibuji expresi PIGF v cévach (87). Bylo zjisténo, ze

hladiny PIGF jsou vyznamné vyssi ve stddiich CKD 1-5D, ve srovnani s kontrolami (271). Zvysené

hladiny PIGF byly také nalezeny u nemocnych s anamnézou KV piihody, ve srovnani s nemocnymi

bez KV anamnézy (271), tyto nalezy se shoduji s na§im pozorovanim.

Hypertrofie LK je silnym prediktorem KV piihod a rizika progrese CKD do dialyza¢niho

stadia. Je zajimavé, Ze nékolik studii u nemocnych s CKD neprokazalo korelaci mezi vysi TK a
hmotnosti LK (402), coz naznacuje, ze klicovou roli ve vyvoji HLK mohou hrat jiné myokardialni
fibrozu vyvolavajici neuro-humoralni faktory. Dle dostupné literatury, hmotnost LK u nemocnych

s CKD vyznamné koreluje s albuminémii, s hladinou FGF23 (177) a s CaxPO4 soucinem (403). Ve
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studii s 3879 CKD pacienty byly vyssi hladiny FGF23 asociovany s rizikem umrti (385). FGF23
v experimentu zpusobilo hypertrofii izolovanych potkanich kardiomyocytti a poddvani blokatoru

FGF-receptoru hypertrofii LK zmirfiovalo. Podle naSich dat vSak hladiny FGF23 korelovaly

s LVMI pouze v univariantni analyze. Naopak inverzni korelace_hladin PTH s EFLK byla

vyznamna i1 v multivariantni analyze. Ve zvifecim modelu byla popsdna asociace hladin PTH
s myokardialni hypertrofii, fibrézou a vy$§im skore koronarnich 1ézi (386).

Diastolicka dysfunkce LK byla popséna jiz v ¢asnych stadiich CKD 1-2 (397). Zavaznost CKD

je nejvyznamnéjSim nezavislym prediktorem zvyseného plniciho tlaku LK (404). NaSe vstupni data
u souboru nemocnych s CKD 2-4 dokumentuji normélni hodnoty diastolické funkce u 25,8%
nemocnych, poruchu relaxace u 43,5% a pseudonormalni charakter plnéni LK u 30,6% nemocnych

(Tabulka 9). Zaznamenali jsme pozitivni korelaci hladiny EN-RAGE s rozmérem levé siné a

inverzni korelaci hladiny EN-RAGE s pomérem E/A. Podle dostupné literatury ptispiva EN-RAGE
(také nazyvané S100A12) k zanétu a ateroskleroze a ¢asna blokdda RAGE podéavanim statinti muze
predchazet zanétu v ateroskleréze (300). Hladiny S100A12 u CKD koreluji s CRP a inverzné s
sRAGE (271). Mezi sSRAGE a LVMI byla u CKD nemocnych popsana inverzni korelace (405),

v nasi studii jsme vSak tuto korelaci neprokazali.

Béhem sledovaného obdobi jsme spolu se snizujici se funkci ledvin zjistili zvySeni LVMI,
rozméru levé siné, EN-RAGE, FGF23, BNP, snizeni EFLK, albuminémie, hladiny vitaminu D a
hemoglobinu, coz je v souladu s literaturou (38, 40, 91, 397, 403). Déle jsme béhem sledovaného

obdobi zaznamenali rostouci procento pacienti se zvySenym LVMI, abnormalni geometrii LK,

snizenou EFLK a diastolickou dysfunkci LK (Tabulka 11), tyto trendy vSak nebyly statisticky

signifikantni, mozna diky limitované dobé¢ sledovani (36 £ 10 mésicti). Castecné regrese HLK u
nemocnych s CKD je v soucasné dobé mozné dosdhnout intenzivni 1écbou antihypertenzivy a

terapii anémie (391, 41). Pivodné nadéjné€ vyhlizejici parikalcitol v experimentu (studie PRIMO)

nevedl po 48 tydennim podavéani k regresi LVMI ani ke zlepSeni diastolické funkce (183).

Ke specifickému zacileni na lé¢bu HLK u CKD nemocnych nadale chybi hlub8i pochopeni

molekularnich pochodt zpisobujicich HLK u CKD (i v nepfitomnosti tlakovych nebo volumovych

zmén). Randomizované kontrolované studie jsou potieba k objasnéni, zda HLK, srde¢ni fibroze a
elektrické nestabilité, Ize predejit intenzivni multifaktoridlni 1é€bou, zapocatou v Casnych stadiich
CKD. Tato lécba by mohla zahrnovat i farmakologické snizeni hladin PIGF, FGF23 nebo EN-
RAGE.

V nasi prospektivni observacni studii jsme realizovali laboratorni analyzy vzork odebranych

v tésné Casové souvislosti s echokardiografickym vySetfenim, s cilem analyzovat zmény v Case a

86



vzajemné korelace téchto parametri. Je potieba pfipustit limitace naSi studie: diky relativné
vysokému poctu sledovanych proménnych a pouzitych statistickych metod u omezeného poctu
nemocnych, nelze vyloucit moznost fale$né pozitivnich vysledkii. Pouzili jsme ale naleZitou metodu
multifaktoridlni adjustace k detekci nezavislych korelaci proménnych. Nehodnotili jsme ROC
kiivky, nebot’ ty jsou povazovany za relevantni teprve u poctu sledovanych subjekt nad 100. Dalsi
limitaci naS$i prace byla skutecnost, Ze hodnoceni ,filling pattern“ bylo provedeno pouze
z transmitralniho toku. Pfitom ale bylo odliSeni normalniho vzorce diastolického plnéni od
pseudonormalniho provedeno zkuSenymi kardiology, kteti do uvahy vzali také pulmonalni vendzni
prutok, dilataci levé sin¢ a u nékterych nemocnych také Dopplerovské mapovani. Méfeni ,,mitral
annulus excursion velocity* pomoci tkanového Doppleru jsme systematicky neprovadéli, nebot

v dob¢ zahdjeni studie (v roce 2005) nebyla tato metoda jesté soucasti rutinniho vysetfeni.

5.3. Jak snizit KV mortalitu u CKD.

V nefrologii je bohuZzel k dispozici malo interven¢nich studii. Donedavna byli nemocni s CKD
rutinné vylucovani z velkych studii KV mortality a morbidity, je tedy k dispozici pomérné malo dat
z kategorie “evidence-based”. Klinicka doporuceni existuji oddélen¢ pro lécbu srde¢niho selhani a
renalniho selhani. Z divodu komplexni organové interakce musi 1é€ba KRS vychazet
z patofyziologie.

Prvnim opatienim musi byt peclivé kontrola TK. CKD je spojena s vyssi aktivitou sympatiku a

systému renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS) (116, 92). Fagocyty produkuji katecholaminy (406),
enzym renaldza pochazejici z ledvin katabolizuje cirkulujici katecholaminy a pii jeho nedostatku se
polocas katecholaminli prodluzuje. [ blokéatory zpomaluji progresi CKD, maji pfiznivy vliv na
srde¢ni funkci a uremickou kardiomyopatii a snizuji mortalitu (407). Moderni B blokatory
(carvedilol, nevibolol) maji méné metabolickych nezadoucich u¢inki a mély by byt u CKD vice

pouzivany (407). Blokéatory RAAS piiznivé plisobi na remodelaci komor a myokardialni fibrozu,

snizuji Groven oxida¢niho stresu a zanétu, snizuji vyskyt arytmii a zlepsuji KV prognozu, zvIasteé pti
poruse funkce LK (studie RENAAL a IDNT (106, 408). ACEI i ARB snizuji progresi albuminurie a
zpomaluji pokles GFR (274), zmiriiuji tuhost cévni stény tepen - jsou kardio- i renoprotektivni

nezavisle na snizeni TK. Lécba spironolaktonem u anurickych HD nemocnych G¢inn€ snizila TK,

a to bez vyvoje hyperkalémie (90). Aldosteron podporuje tvorbu srde¢ni fibrézy a kardiomyopatie
(117). Vzestup natrémie v piitomnosti aldosteronu potlacuje produkci NO v endotelu (409).
Souvislost sodiku a endotelidlni dysfunkce ukazuje na nové 1écebné cile. Redukce piijmu soli je

nutna (80).
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Vsechna bézna antihypertenziva redukuji riziko KV piihod a snizeni TK zpomaluje progresi

CKD (410). Hypertenze je prediktorem mortality CKD pacientl, ale u nemocnych s KV

poskozenim je spiSe nizky nez vysoky TK spojen s vys$i mortalitou (411). Analyza TK u 651 749

osob s CKD ukézala nejnizsi mortalitu pro TK 130/70 — 159/89 mm Hg. Naopak nejvyssi mortalitu
meli nemocni s obéma sTK 1 dTK zarovenn velmi nizko nebo velmi vysoko. (412, 413).
Metaanalyza popsala J point dTK 84 mmHg pro celkovou mortalitu. Pfi¢inou je zfejmé citlivost

koronérni cirkulace na pokles dTK (412). Snizeni sTK ke 120 mmHg je reno- i kardioprotektivni.

sTK<120 mmHg vSak zvySuje riziko nemocnych se srdeénim postizenim (411). Riazna

antihypertenziva mohou mit rizny vliv na KV morbiditu. U HD nemocnych byly KV komplikace

ve veétvi s lisinoprilem Castéjsi nez ve vétvi s atenololem (414). V metaanalyze byl irbesartan lepsi
nez amlodipin v oddaleni renélniho cile, ale amlodipin byl lepsi v prevenci cévni mozkové ptihody
a infarktu myokardu (415).

ZlepsSeni vnitiniho prostiedi zlepSuje systolickou funkci LK u nemocnych po transplantaci

ledviny (416), to plati zejména pro nemocné, kteti byli na dialyze jen po dobu krat$i 17 mésict.

Echokardiografie by u CKD nemocnych méla byt provadéna kazdych 12 mésicii, ev. v budoucnu i

akusticka denzitometrie, k detekci myokardialni fibrozy.

Hladina fosfata je prediktorem KV mortality a to 1 u obecné populace (140). Mechanismus je

komplexni a zahrnuje vliv FGF23, klotho a vitaminu D (221). Endotel exprimuje receptory pro
vitamin D a produkuje aktivni vitamin D. Srdce a cévy jsou cilovymi organy vitaminu D (214).
Probihaji studie zjist'ujici, zda normalizace hladin zasobniho 25-hydroxyvitaminu D a Ié¢ba analogy
vitaminu D ma vliv na KV prognoézu.  Zadna 1é¢ba nebyla dosud prokézana jako dinna v 16¢bé

cévnich kalcifikaci, které se povazuji za ireverzibilni. N&které fosfatové vazace mozné zpomaluji

progresi VC (246), nejdalezitéjsi ale zlstava prevence. Za nejdilezitéjsi je povazovana kontrola
fosfatémie. V Casnych stadiich CKD je fosfatémie u vétSiny pacientli v normé¢, ale i hodnoty na
horni hranici normalnich hodnot se poji s vysSim vyskytem cévnich kalcifikaci (VC) a zvySenou
mortalitou (388).

Aktudlné pouzivame ke snizeni fosfatémie (i) dietni omezeni fosfatd (ii) fosfadtové vazace a

kalcimimetika a (iii)_ev. zvySeni davky dialyzy u CKD 5D. Piijem fosfati u CKD by mél byt max.

1000 mg denné€, bez vzniku proteinové malnutrice (KDIGO, Tabulka 3). Je také nutné¢ vénovat

pozornost kvalit¢ jidla._Neorganické fosfaty z aditiv v priimyslové zpracovanych pokrmech typu

»fast food“ se (oproti organickym fosfatim) rychleji vstfebavaji a vedou k pretizeni fosfaty.
Rozhoduje i zdroj fosfata (zviteci vs. rostlinny) a také pomér protein/fosfor (biologicka dostupnost)

v potrave. Aditiva na bazi fosforu jsou organizaci FDA povaZzovand za bezpecna , takze regulacni
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dohled nad nimi je slaby. Liberdlni konzumace chemikalii s fosfaty ma nejasné a mozna neblahé
disledky pro zdravi (376).

Nejvétsim problémem fosfatovych vazacl je nedostate¢na kompliance nemocnych. VSechny

dostupné vazale (kalciové a magnésiové soli, sevelamer, lantan) uinné snizuji fosfatémii ,
progndézu nemocnych vSak ziejmé nezlepSuji. Sevelamer ma ve srovnani s kalciovymi vazaci

pleiotropni uc€inky, jako je zmirnéni oxida¢niho stresu a zanétu, snizeni hladiny uremickych toxini,

a tak zmirfiuje progresi VC u nemocnych s CKD (202, 246). Kalciové vazace mohou vést
k pretizeni kalciem, doporucuje se tedy nepiekracovat davku 1500 mg kalcia za den. Vazace na bazi

magnésia jsou piijatelnou alternativou.

Tabulka 3: Doporucené cilové hodnoty parametrii u CKD [KDIGO 2009]

Parametr Doporuceni

Intaktni PTH (pmol/l) CKD st. 3 (eGFR 30-59 ml/min): 3,85-7,7
CKD st. 4 (eGFR 15-29 ml/min): 7,7-12,1
CKD st.5-5D (eGFR<15 ml/min): 16,5-33,0

Sérové kalcium (mmol/l) 2,1-2,55

korigované na s-albumin

Sérovy fosfat (mmol)l) CKD st.3-4: 0,87-1,49
CKD st.5-5D: 1,13-1,78

Ca x P soucin (mmol?*/1?) <4.4

Limit prijmu kalcia (mg/den) <1500 z Ca-obsahujicich fosfatovych vazacl
<2000 z Ca-obsahujicich fosfatovych vazacu a diety

25(OH)vitamin D (nmol/l) >3()

Modulace hladin FGF23 by mohla snizit KV riziko. Toho je mozné doséhnout redukci piijmu

fosforu, fosfatovymi vazacdi, podadvanim cinacalcetu a transplantaci ledviny (184). Studie na

zvitatech ukazaly piiznivé ucinky poddvani Klotho u CKD, zatimco podavani protilatek anti-FGF23

sice zlepSilo biochemické parametry, ale zhorSilo cévni kalcifikace a mortalitu (417). Dualni

intervence (900 mg fosfatd v diet¢ + lantan) u CKD 3-4 snizila hladiny FGF23 (200). FGF23

protilaitky u potkanli zmirnily progresi sekundarni hyperparatyreézy, ale za cenu vyvoje
hyperfosfatémie, progrese cévnich kalcifikaci a pfedcasného tmrti (184). N-3 mastné kyseliny
(EPA a DHA) mohou snizovat KV riziko. Prifezova studie sledovala 619 pacientii po renalni
transplantaci, ktefi konzumovali priméme 15 g ryb a 139 mg EPA-DHA/den. Vyssi pfijem EPA-
DHA a ryb byl spojen s niz§imi hladinami FGF23 (198). Ve zvifecim modelu ESRD byla

mortalita pti vysokofosfatové dieté 71,4%, u zvifat zaroven lécenych sevelamerem 37,5% a pfi
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soucasné restrikci fosfat jen 5,9%. Omezeni fosfati v diet€ vedlo ke snizeni hladin PTH, FGF23 a
obsahu kalcia v aorté. Potkani uZivajici sevelamer méli méné glomerulosklerdzy, zanétu, méné

fibrézy v LK a mensi kardiomycyty (418). _Fosfor je hlavnim faktorem FGF23 sekrece. Studie u

CKD nemocnych, 1é¢enych raznymi fosfatovymi vazaci ukazala snizeni sérového i mocového

fosfatu, zmirnéni progrese sekundarni hyperparatyreozy, ale progresi cévnich kalcifikaci (419).

Kalcimimetika (cinakalcet) ve zvifecim modelu zmirnila kalcifikaci médie a proliferaci VSMC.
Podévani cinakalcetu HD nemocnym vedlo ke snizeni sérového PTH, kalcia a fosfatd, ale nesnizilo
KV riziko (EVOLVE) (243).

Nativni vitamin D i jeho analoga (VDRA) jsou u¢inna v 1€¢bé sekundarni hyperparatyredzy. I

farmakologické davky vSak mohou vést k vyvoji hyperkalcémie, hyperfosfatémie nebo adynamické
kostni choroby, které predisponuji k vyvoji cévnich kalcifikaci (VC). Novéjsi VDRA, napf.
paricalcitol, maji mensi riziko hyperkalcémie a hyperfosfatémie.

Pyrofosfat (PPi) je inhibitorem Kkalcifikace v arteridlni médii, ucinkuje cestou piimé

chemickofyzikalni inhibice vzniku krystali hydroxyapatitu. Jeho intraven6zni podani je ale
problematické¢ diky kratkému polo¢asu a komplikacim, jako je kozni nekroza (420).
Hemodialyzovani (HD) pacienti maji nizké hladiny PPI a moznou cestou podani by mohla byt
aplikace PPi do peritonedlni dutiny.

Pouziti antioxidantli v prevenci chorob je kontroverzni . Velka prospektivni randomizovana

studie u obecné populace neprokézala benefit suplementace vitaminem E na KV prognozu (421).
Metaanalyza u osob uzivajicich antioxida¢ni suplementy (vitamin A, beta karoten a vitamin E)
ukazala snizenou mortalitu u skupiny se zvySenym rizikem, ale zvySenou mortalitu u skupiny

s nizkym rizikem (422). Studie u nemocnych s ICHS lécenych kombinaci anti-oxidanti a

simvastatinu s niacinem neprokazala pozitivni efekt (423).  Suplementace PUFAs piisobi

kardioprotektivné proti ischemicko-reperfiznimu (IR) poskozeni, coz je spojeno s posilenim
antioxidacni ochrany. Experimentalni i klinickd data ukazuji, Ze n-3 mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem mohou chranit pted ndhlou smrti (424, 425). Resveratrol (trans-3,5,4'-Trihydroxystilben)
je polyfenol s antioxida¢nimi t¢inky in vivo. Preklinické studie ukazuji také na jeho antihypertenzni

ucinky (127). Cervené krvinky obsahuji mnoZzstvi antioxidantd, zvySeny polet erytrocytll tak

zvysuje antioxidacni kapacitu. Naopak intraven6zni aplikace zeleza 1 terapie ESA mize pfechodné
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aspirin), statiny (ovliviiuji aktivitut NADPH), inhibitory RAAS jsou potieba k vytvofeni doporuceni

pro klinickou praxi.
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Rezimova opatieni k redukci sérového cholesterolu maji maly efekt a neovliviiuji prognozu

nemocnych. Doporucuje se tedy farmakologicka intervence, kterd mulize snizovat KV mortalitu i

nezavisle na hypolipidemickém ucinku. U reziml obsahujicich statin (xezetimib) bylo ukdzano, ze

snizuji riziko KV piihod u CKD populace, jsou tedy doporucovany nemocnym s vySSim
koronarnim rizikem. U CKD nemocnych snizil atorvastatin hladinu cholesterolu, oxLDL a hsCRP

vice nez ezetimib (427). Index reaktivni hyperémie (index endotelidlni funkce) byl vyssi u

atorvastatinu. Atorvastatin je zfejme uc¢innéjsi nez ezetimib ve zlepSeni sérové lipidémie, v redukci
oxidac¢niho stresu, zdnétu a zachovani endotelialni funkce. U ESRD nebyl benefit statinii prokazan,
ale u casn¢jSich stadii CKD je jejich pouziti ziejmé efektivni v prevenci rizika spojeného
s aterosklerdzou (132).

Soucasna 1écebna strategie u CKD dale zahrnuje podévani aspirinu nemocnym s koronarnim

postizenim diuretika, preparaty zeleza a dietni opatieni (428). Aktudlnim trendem je casné

zahdjeni dialyzy (pfi eGFR 10-12 ml/min), jako prevence vyvoje urémie, tato teze vSak neni

dostatecné podloZena. Naopak mozné Skodlivé ucinky Casného zahajeni dialyzy, napi. ztrata
rezidudlni rendlni funkce (RRF), byly dobfe dokumentovany. Rychlost ztraty RRF (,,renal function
trajectory®) je dulezitym parametrem pii rozhodnuti o zahajeni dialyzy (429).

Moderni technologie (kardioprotektivni dialyza, hemofiltrace a hemodiafiltrace) jsou spojeny s

mens$i incidenci hypotenze a arytmie, lepSi clearance P2M a fosfatl, se snizenim zanétu a

oxida¢niho stresu, snizenim poctu hospitalizaci (273). K prevenci zanétu se nedoporucuje

pouzivani doCasnych dialyzacnich katetrii. K redukci oxidaéniho stresu byly zavedeny specidlni

dialyzaéni techniky, jako jsou vitaminem E modifikované membrany a hemolipodialyza (430).

Hemolipodialyza vyuziva liposomy obsahujici vitamin E, které mohou samy byt oxidovany, ¢imz
vychytavaji ROS. Vyssi dévka dialyzy (kazdodenni nebo dlouhd dialyza) se poji s niz§im LVMI,
nizsi fosfatémii a FGF23 a vyssim 250H-D3 (431, 432).

CKD je spojena s vysokou prevalenci HLK, myokardidlni fibrézy, protidnuti kapilérni sit¢ a

cévnimi kalcifikacemi. Tyto abnormality predisponuji k méstnavému srdecnimu selhdni a k nahlé

srdeéni smrti, hlavné na zdklad¢ elektrické instability. Mnoho 1é¢ebnych postupti selhalo
v ovlivnéni HLK, cévnich kalcifikaci nebo pfeziti nemocnych s CKD. Zklamani pfinesly studie s
vitaminem D (PRIMO), kalcimimetiky (EVOLVE), bezkalciovymi fosfatovymi vazaci. Slibné&jsi
vysledky piinesly ARB a [ blokator carvedilol (407). N¢které tradicni KV rizikové faktory

(hyperlipidémie, hypertenze a obezita), jsou u HD pacientli paradoxné spojeny s lepsi prognézou.

Netradi¢ni rizikové faktory, jako je zanét a minerdlova a kostni dysbalance, jsou ziejmé hlavnimi

viniky vysoké mortality u CKD. Ukolem pro budouci vyzkum je objasnit patofyziologii vyvoje
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HLK a myokardialni fibrozy u CKD a zjistit, zda tyto poruchy mohou byt reverzibilni, pfipadn¢ jak
jim zabrénit prevenci.

FGF23 je zfejmé spojovacim ¢lankem mezi minerdlovou dysbalanci HLK a KV mortalitou u

CKD (174). ZvySené hladiny FGF23 jsou u CKD zfejmé¢ (mal-)adaptacnim kompenzatornim

mechanismem. Je tfeba definovat optimalni hladiny FGF23 v séru. Lécba protilatkami proti FGF23
ve zvifecim modelu CKD spise zvySovala mortalitu (184).

Fascinujicim objevem bylo poznani, Ze srde¢ni funkci z velké Casti ovliviiuji mikro-RNAs,
které jsou zodpovédné za transkripci RNA. Dvé specifické mikro-RNAs (miR-1 a miR-133) jsou
spojeny s arytmiemi a jiné (miR-21 a miR-29) s kardialni fibrézou (434). Po zaté¢zi sodikem se pfi
normalni rendlni funkci vyplavuji kardiotonické steroidy (ouabain, marinobufagenin). Tyto latky
vyvolavaji poruchy typické pro uremickou kardiomyopatii a neutralizujici protilatky podobnym
1ézim zabrani (82, 83).

Ackoliv bylo jiz mnoho dokazano, je stdle tfeba zlepSovat Zivoty a duSevni pohodu naSich

nemocnych. Prioritou budouciho vyzkumu by mélo byt ndhlé umrti, nebot’ v této oblasti Ize

oc¢ekavat nejvetsi benefit pro pacienty.

6. ZAVERY

6.1. Fibroblastovy ristovy faktor 23, matrix-metaloproteinazy a kardiovaskularni

anamnéza osob s CKD 1-5. Priifezova studie.

a) Anamnéza KV chorob nezavisle a nejtésnéji korelovala s vékem (r=0,57), s koncentraci
FGF23 (r=0,43) a inverzné s hladinou triacylglyceroli (r= -0,37), p<0,05 pro vsechny uvedené
parametry.

b)  Hladiny FGF23 (r=0,3 p<0,01), PAPP-A (r=0,35, p<0,001) a PTH (1=0,3, p<0,005) nezavisle
korelovaly s v€kem, zatimco hladina kalcitriolu inverzné¢ korelovala s vékem (r=-0,4, p<0,002).

c) Hladina FGF23 nezavisle kolerovala s hladinou MMP-2 (1= 0,42. p< 0,0001)

d) Hladina FGF23 nezavisle korelovala s PTH a inverzn¢ s hladinou kalcitriolu (p<0,01 oba)

e) Hladina MMP-2 nezavisle korelovala s fosfatémii (p<0,01).

NasSe data tedy potvrzuji vstupni hypotézu, ze existuje nezavisla korelace hladin FGF23 s
hladinami MMP-2, kalcitriolu a PTH a déle Ze nemocni s anamnézou KV chorob maji vyssi hladiny
FGF23.

Budouci studie by se mély zaméfit na moznou kauzalitu vztahu FGF23 a MMP-2 a zjistit, zda

kontrola piijmu fosfath a podavani VDRAs muze ovlivnit hladiny MMPs a FGF23 a snizit KV
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riziko CKD nemocnych. Je tfeba zjistit, zda snizeni zatéze fosfaty povede k poklesu hladiny FGF23
a zvySeni produkce kalcitriolu, s moznym pozitivnim efektem na sekundarni hyparparatyre6zu a

kardiovaskularni morbiditu.

6.2. Placentarni ristovy faktor , matrix-metaloproteinazy, extracelularni nové

identifikovany RAGE-vazebny protein a echokardiografické parametry osob

s CKD 2-4. Prospektivni observacni studie.
a) Béhem sledovaného obdob jsme zaznamenali nésledujici zmény (vstupni nélezy vs. finalni
nalezy po 3610 mésicich):
-zvyseny LVMI u 29% vs. 37,1% nemocnych
-abnormalni LV geometrii u 43,5% vs. 56,5%
-abnormalni diastolickou funkeci LK u 74,1% vs. 75,8% nemocnych.
Tyto trendy vSak nebyly statisticky signifikantni.
b) LVMI nezavisle korelovalo s hladinami PIGF, BNP, systolickym TK a funkci ledvin
c) Diastolicka funkce LK nezavisle korelovala s hladinami EN-RAGE a funkci ledvin
d) Béhem sledovaného obdobi jsme spolu se snizujici se funkci ledvin (eGFR) zaznamenali
zvySeni LVMI, rozméru levé siné, EN-RAGE, FGF23 a BNP
e) Béchem sledovaného obdobi jsme spolu se snizujici se eGFR zaznamenali snizeni EFLK,
hladiny albuminémie, hladiny vitaminu D a hemoglobinu.

Nase data tedy potvrzuji vstupni hypotézu, ze PIGF nezavisle koreluje s LVMI u nemocnych
s CKD 2-4. Nebyla zjisténa korelace PIGF s tradi¢nimi rizikovymi faktory. Diastolickd funkce LK
nezavisle korelovala s hladinami EN-RAGE.

Dalsi vyzkum je nezbytny k oziejméni takové strategie, kterd by dokézala zachovat kardialni
strukturu a funkci. Mezi tradi¢nimi a netradicnimi rizikovymi faktory je nyni tfeba nalézt ty,
kter¢é mohou byt modifikovany a na které muze cilit 1éCba. Vyzkum by se mél zaméfit na

antagonizovani FGF23 a klinické vystupy této 1é¢by u CKD.
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