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Abstrakt (CZ)

Vyzkum endotelové dysfunkce a mikrocirkulace se stal v posledni dob¢ stfedem zdjmu,
nebot’ endotelova dysfunkce je prvnim stadiem cévniho poskozeni a ukazatelem rizika
nasledného kardiovaskularniho onemocnéni. Cilem ptedkladané prace je proto posouzeni
funkce endotelu a mikrovaskularni reaktivity u pacientl s nékterymi metabolickymi
a hormonélnimi poruchami.

Prace shrnuje cCtyfi studie sriznymi soubory subjektd: pacienty s Cushingovym
syndromem, pacienty s diabetem 2. typu a dva soubory pacientd s diabetem 1. typu.
U prvné¢  jmenované  skupiny byl  zkouman  vliv  hyperkortizolizmu
a pfidruzenych onemocnéni na mikrovaskularni reaktivitu a dale byly posuzovany zmény
v mikrocirkulaci po uspé$né operaci. U pacienti s diabetem 2. typu byly hodnoceny
zmény mikrovaskularni reaktivity a funkce endotelu po standardni snidani. Pacienti
s diabetem 1. typu podstoupili hyperinzulinemicky izoglykemicky a hyperglykemicky
clamp, béhem néhoz byla sledovana mikrovaskularni reaktivita, a u druhé skupiny
pacientt s diabetem 1. typu byla zkoumana glykemicka variabilita a jeji souvislost
s mikrocirkulaci a se zpiisobem vedeni inzulinoterapie.

Ziskané vysledky naznacuji, ze mikrovaskularni reaktivita a funkce endotelu je vedle
dalsich faktorG vyznamné ovlivnéna inzulinémii a inzulinovou rezistenci. U pacientt
S Cushingovym syndromem byla mikrovaskulérni reaktivita nejvice snizena pii souc¢asné
ptitomnosti diabetu a arterialni hypertenze. Pacienti s diabetem 2. typu méli proti osobam
bez diabetu niZ§i hodnoty mikrovaskularni reaktivity nalacno a doslo u nich k dalSimu
poklesu mikrovaskularni reaktivity postprandialné. V obou studiich s pacienty s diabetem
1. typu byla mikrocirkulace vyznamné ovlivnéna inzulinem. Neprokazali jsme vSak
u nich negativni vliv rychle navozené hyperglykémie na mikrovaskularni reaktivitu pfi
clampu ani jsme nenalezli vztah mezi parametry mikrovaskularni reaktivity

a glykemickou variabilitou.

Kli¢ova slova: mikrovaskularni reaktivita, mikrocirkulace, endotelovd dysfunkece,

laser-Doppler, diabetes mellitus 1. typu, diabetes mellitus 2. typu, Cushingiv syndrom.



Abstract (EN)

Endothelial dysfunction is an early marker of atherosclerotic and cardiovascular
complications. It is also a target of research aimed at the factors and mechanisms leading
to the vascular impairment. The aim of the thesis was to evaluate the microvascular
reactivity and endothelial function in patients with specific metabolic and hormonal
disorders.

Four separate studies are included in the thesis. First, the influence of hypercortisolism
and associated diseases on microvascular reactivity was evaluated in patients with
Cushing's syndrome. Second, the changes in microvascular reactivity and endothelial
function after standard breakfast were studied in patients with type 2 diabetes. Next two
studies were done in type 1 diabetic patients. The impact of acute hyperglycemia
on microvascular reactivity was evaluated during hyperinsulinemic isoglycemic
and hyperglycemic clamp. Finally, the influence of glycemic variability and insulin
treatment on microvascular reactivity and its possible relationship were studied
in type 1 diabetic patients.

The results indicate that microvascular reactivity and endothelial function are, among
other factors, influenced by insulinemia and insulin resistance. Microvascular reactivity
was predominantly impaired by the arterial hypertension and diabetes in patients
with Cushing's syndrome. In patients with type 2 diabetes, microvascular reactivity was
decreased in fasting compared to the control group and further decrease was observed
postprandially. Microcirculation was significantly influenced by insulinemia in both
studies in type 1 diabetic patients. However, there was no negative influence of acute
hyperglycemia on microcirculation and no significant relationship between glycemic

variability and microvascular reactivity was observed.

Keywords:  microvascular reactivity, microcirculation, endothelial function,

laser-Doppler, type 1 diabetes mellitus, type 2 diabetes mellitus, Cushing's syndrome.



1. Uvod

Cilem této dizertatni prace je uvést prehledné naplin a vysledky postgradualniho
doktorského studia, jehoz tématem je mikrovaskularni reaktivita (MVR) a funkce
endotelu u pacientll s riznym typem diabetu a nékterymi dal§imi endokrinopatiemi.
Prace méla ovétit hypotézu o vlivu nékterych faktorii (hyperglykémie, hyperinzulinémie,
arteridlni hypertenze, dyslipidémie, humoralnich i hormondlnich dysbalanci, pfijmu
potravy) na funkci endotelu a mikrovaskularni reaktivitu a popsat zmény ve sledovanych
parametrech po odstranéni nebo zmirnéni ovliviujiciho faktoru. ZlepSeni funkce
endotelu a mikrovaskuldrni reaktivity bylo po upravé negativné pusobicich faktort
opakované pozorovano vV mnoha studiich (1, 2). U diabetu i riznych endokrinopatii vSak
muze dochazet k rozvoji endotelové dysfunkce, poruse MVR i jejich Gpravé riznymi
zpusoby a mohou mit rozdilny pribéh (3-8).

V prib¢hu studia byly provedeny ctyii hlavni vyzkumné projekty se zaméfenim na
funkci endotelu a MVR: u pacientl s Cushingovym syndromem, u pacienti s diabetem
1. typu pii akutni hyperglykémii béhem clampu, u pacienti s diabetem 2. typu
Vv postprandialnim stavu a u pacientti s diabetem 1. typu ve vztahu K variabilité glykémie.
Funkce endotelu byla v projektech hodnocena pomoci biochemickych parametra
endotelové dysfunkce a mikrovaskularni reaktivita pomoci instrumentalniho vysetfeni
metodou laser-Doppler. Vyzkum probihal u hospitalizovanych i ambulantnich pacientt
na III. interni klinice VFN. Ziskana data byla prezentovana na domacich i zahrani¢nich
kongresech a publikovana v odbornych c¢asopisech, nebo jsou v soucasné dobé
k publikaci pfipravovana. Pfinosem prace jsou nové poznatky v oblasti detekce
a ovlivnéni poruch funkce endotelu, mikrovaskularni reaktivity a cévnich komplikaci.

V §irs$i souvislosti se zdkladnim tématem dizertacni prace je studie zabyvajici se
rizikovymi faktory kardiovaskularnich onemocnéni u pacienti s erektilni dysfunkei, jejiz
soucasti bylo i hodnoceni mikrovaskularni reaktivity a funkce endotelu (uvedena
v piiloze 10.4.) a dvé studie genetické a funk¢ni analyzy kandidatnich genii pro rozvoj
diabetu a diabetické nefropatie provedené¢ b&hem studijniho pobytu v Karolinska
Institutet ve Stockholmu (v ptiloze 10.4.).



2. Teoreticka ¢ast

2.1. Endotelova dysfunkce

Endotel je tvofen jedinou vrstvou bun¢k pokryvajici vnitini povrch cév. Nejedna se vSak
o prostou cévni vystelku slouzici pouze jako strukturalni bariéra, ale o pIné funk¢ni a pro
organismus nepostradatelny organ. Vzhledem k mnozstvi cév v lidském téle se jedna
o organ s obrovskou plochou a s kli¢ovym postavenim v regulaci fady biochemickych
a fyziologickych procest. Funkce endotelu neni pouze autokrinni, ptisobi také parakrinné
a endokrinn€. Strukturdlni a funk¢ni integrita endotelovych bunék je zékladnim
predpokladem pro homeostazu cévni stény, pro udrzeni vazomotorické rovnovahy a pro
zachovani fyziologické cirkulace (9). Homeostaza cévni stény je zajistovana produkci
protrombotickych i antitrombotickych komponent, prokoagulaénich i antikoagulacnich
latek a latek ptsobicich v procesu fibrinolyzy. Endotel svoji funkci ovliviiuje bunéénou
proliferaci, migraci, adhezi i aktivaci leukocyti a ucastni se i1 imunologickych

a zanétlivych procest.

Endotelova dysfunkce je prvni fazi poSkozeni cévni stény. Je definovdna jako funkéni
poskozeni endotelu, charakterizované piedev§im zvySenou propustnosti cévni stény,
nerovhovdhou mezi vazoaktivnimi a hemokoagulacné¢ pisobicimi  latkami
a nerovnovdhou mezi latkami inhibujicimi ¢i stimulujicimi proliferaci. Inicidlni
poskozeni endotelu je také oznaovano jako aktivace endotelu (obr. 1). Jiz ve stadiu
endotelové dysfunkce se nachazi porucha cévni relaxace, nedostatend vazomotoricka
odpovéd’ na podnéty zavislé na endotelu a predispozice k vazokonstrikci i Kk tvorbé
destickového trombu. Dochazi také k selektivnimu zvySeni permeability, k infiltraci
zanétlivych bun€k do cévni stény a k nedostateéné inhibici subendotelové proliferace
(10).

Endotelova dysfunkce piedstavuje Casnou, morfologicky némou fazi aterosklerozy.
Podili se vSak i1 na vyvoji morfologicky zfejmych aterosklerotickych 1ézi a pfispiva ke
klinické manifestaci aterosklerdzy. Hraje dilezitou roli také v patogenezi hypertenze,
srde¢niho selhani, renalniho selhani, komplikaci diabetu, sepse a dalsich chorob (7, 8).

%

Existuje fada pficin endotelové dysfunkce. VéEtSina z nich jsou znamé rizikové faktory
aterosklerdzy spojené s oxidacnim stresem. Mezi hlavni pfi¢iny patii arteridlni
hypertenze, hyperlipoproteinémie, hyperglykémie a koufeni. K témto systémovym
negativnim faktorim se mohou pfidat jeSt¢ faktory plsobici lokaln€, jako turbulence

krevniho toku, vrozené¢ <¢i ziskané cévni anomalie a intravaskularni vykony
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(angioplastika). Dalsi faktory pak mohou mensi ¢i vétsi mérou k rozvoji endotelové
dysfunkce pfispivat (11, 12). Endotelova dysfunkce je naopak sama o sobé povazovana
za jeden z markert zvySeného kardiovaskularniho rizika.

Klinické studie potvrzuji, Ze endotelova dysfunkce je v ¢asném stadiu reverzibilni, coz je

divod ke snaze o dislednou prevenci jejiho vzniku a progrese.

Snizeni produkce NO,

Turbulence, Infekce, zanét, Trombin, ldiiaee destical
hypertenze, cytokiny, hypoxie, homocystein, ——— koagulacé
smykové volné radikaly, vék, pohlavi liibice fibrinolyzy’
trenti, hyperlipidemie (LDL) 2vjeni permeabilit’y
kouFeni, modifikované LDL, adheze, diape deza’

diabetes \ aktivace trombocytu

A
1 ?I | " [enpoTeL ] XC L I:

Infekce,

Ané ' e g 0 Aktivace makrofagu,
Zanﬁbpzﬁzl,(my, | CEVNI STENA | — vazoaktivni substa?\ce,
volné radikaly, produkce cytokinu,

modifikované LDL akumulace leukocytu

Obrazek 1. Hlavni faktory aktivace endotelu (modie) a hlavni projevy endotelové

dysfunkce (Cervené) v lumen a ve sténé cévy (upraveno podle 13).

2.1.1. Patogeneze endotelové dysfunkce

K rozvoji endotelové dysfunkce piispivaji podnéty metabolické, mechanické, biologické
1 fyzikalni. Rozdé€leni faktort vedoucich ke vzniku endotelové dysfunkce a mechanizmu
jejich ptisobeni je vytvofené uméle. V lidském organizmu prakticky nikdy nenastane
moment, kdy by se negativné uplatnil pouze jediny faktor ¢i jeden konkrétni metabolicky
proces. Stejné tak nejsou disledky endotelové dysfunkce spjaty pouze s procesy
odehravajicimi se v cévach. Rozvoj endotelové dysfunkce je ovlivnén riznymi dalSimi
vlivy - genetickou dispozici, vyzivou i zivotnim prostfedim a mira dysfunkce endotelu
proto nemusi byt pfimo umérna poctu ¢i intenzité rizikovych faktorfi. Uvedené faktory se
vétSinou v lidském organizmu kombinuji a jejich jednotnym projevem v cévni sténé je

oxidacni stres.
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Oxidacni stres

Vystupniovany o0xidacni stres je vysledkem porusené rovnovdhy mezi vznikem
a odstranovanim reaktivnich forem kysliku (ROS). Je vyvolan zvySenou tvorbou
kyslikovych radikal, snizenim kapacity antioxida¢nich mechanizmii nebo kombinaci
obou uvedenych situaci. Za normalnich okolnosti je tvorba ROS v rovnovaze s ¢innosti
antioxida¢nich mechanizmi, které jsou schopny reaktivni formy kysliku neutralizovat.
K tvorbé ROS dochazi za urcitych okolnosti ve tkénich pfi aerobnim metabolizmu
(obr. 2). Hlavnim zdrojem ROS jsou v aterosklerotickych cévach makrofagy, bunky

vvvvvv

anion a hydroxylovy radikal (14).

o, 0, 0,
I |
l Cytosolove enzymy l CYP 450 1
5 Mitochondrie NADPH-oxidaza
BUNKA  Enzymy ER Xanthin-oxidaza Tvorba ROS
Peroxisomy \ presahuje kapacitu
\ B o =8 ochrannych mechanismu
2+ > 3+
SoD il LS
0, ———— H,0, OH-+OH" — H,0
= 2GSH S
Katalaza 1 Glutathion Glutathion
peroxidaza reduktaza
H,0 = GSSG =¥
1
P vk‘ ; I Peroxidace lipidu
e 2 Modifikace a $tépeni proteinti
zanik bunék Modifikace a zlomy v NK

Obrdazek 2. Reaktivni Castice kysliku v buiice (upraveno podle 15).

Antioxidacni systémy se rozdéluji na enzymové a neenzymové. Enzym
superoxiddismutdza (SOD) katalyzuje pifeménu superoxidu na peroxid vodiku.
Nejznaméjsi  subtypy jsou Cu, Zn-SOD, ktera se nachazi v cytosolu

a mezimembranovém prostoru mitochondrii, Mn-SOD z mitochondrialni matrix
a extracelularni EC-SOD. Superoxiddismutaza odpovida za antioxidac¢ni vlastnosti
télesnych tekutin a v mitochondriich inaktivuje superoxid vznikajici v dychacim fetézci.
Peroxid vodiku se rozklada kataldzou, ktera tim brani Vv mitochondriich vzniku

hydroxylového radikdlu. K dalS$im enzymovym antioxida¢nim latkdm patfi

glutathionperoxiddza, glutathiontransferaza a glutathionreduktiza. Neenzymové

antioxidanty inaktivuji radikal pfeménou na méné toxicky produkt, ktery se vylouci nebo
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metabolizuje. Mezi nejznaméjs$i neenzymové antioxidanty patii né€které bilkoviny
a peptidy (glutathion, transferin, ferritin, haptoglobin, ceruloplazmin), nizkomolekularni

antioxidanty (vitamin C, vitamin E, karotenoidy, bilirubin, kyselina moc¢ova) a koenzym

Q10.

Hyperglykémie

Hyperglykémie podmiiiuje zvySeny transport glukézy z plazmy do endotelové bunky.
Tento proces je usnadnén glukdézovymi transportéry GLUT 1 nezéavislymi na inzulinu,
které transportuji glukoézu do bunky podle koncentra¢niho spadu a intraceluldrni prostredi
tak zlstdva nechranéné pred hyperglykémii (na rozdil napt. od svalu, kde transport
probiha pomoci transportéru GLUT 4, jehoZ funkce zavisi na inzulinu). Hyperglykémie
dale vede k aktivaci alternativnich gluk6zovych metabolickych drah, jejichz konecnym
dusledkem jsou znamé mikro- a makroangiopatické komplikace (16, 17). Patogeneze
téchto komplikaci se vysvétluje nékolika zptisoby (obr. 3).

Hyperglykémie podminuje V bufikach jiz zmifovany oxidacni stres, tedy zvySenou
produkci ROS a depleci kofaktori antioxidacnich enzymi (NADH, NADPH). ZvysSena
tvorba reaktivnich forem kysliku je popisovana v respiratnim fetézci mitochondrii
a v endoplazmatickém retikulu (18).

Neenzymova glykace proteinit je spontanni proces probihajici bez katalytického plisobeni
enzymu jako nasledek interakce proteint s gluk6zou. Dochézi pii ném k vazbé glukdzy
na intra- 1 extracelularné lokalizované proteiny a nasledné k jejich funkénim
1 morfologickym zméndm. V prvni fazi této reakce vznika labilni Schiffova baze (Casny
produkt glykace), kterd je reverzibilni. V dalsi fazi tzv. Amadoriho pfesmyku pak vznika
ketoamin a nasledné pokrocilé produkty glykace (Advanced Glycation End-products,
AGE), které jsou jiz stabilni. Pisobeni pokrocilych produktu glykace je zprosttedkovano
specifickymi receptory (RAGE), které jsou solubilni nebo vazané na povrchu makrofagt
a endotelovych bunék. Po vazbé AGE na specificky receptor se pozoruje vyssi syntéza
cytoadhezivnich molekul, cytokin a ristovych faktort (19). AGE tak nepfimo zpUsobuji
proliferaci vaziva, zmnoZeni mimobunééné hmoty a ztlu§téni bazalnich membran. Tyto
zmény jsou podkladem rozvoje komplikaci diabetes mellitus (DM) vcetné organovych
zmén (16). AGE s glukézou davaji za ptitomnosti kysliku také vznik dal§im ROS, tento
proces se nazyva glykoxidace (20).

Pii hyperglykémii dale dochazi ke vzniku a akumulaci polyoli (sorbitol), jejichz u€inek
je z€asti osmoticky.
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Obrazek 3. Lokalizace patogenetickych cest chronickych komplikaci diabetu v glykolyze

a vliv blokady superoxidovym radikalem (ptevzato z 21).

SniZend koncentrace oxidu dusnatého (NO)

Oxid dusnaty je klicovym faktorem ovliviiujicim cévni tonus. Je povazovan za silné
antiaterogenni molekulu. Vzhledem ke své nizké molekulové hmotnosti snadno
difunduje pfes bunééné membrany a intimu, zptisobuje relaxaci hladkého svalstva cévni
stétny a vede k nasledné vazodilataci. NO inhibuje agregaci krevnich desti¢ek, adhezi
leukocytl a je vyznamnym inhibitorem proliferace hladké svaloviny v cévach.
Antiaterogenné pusobi také redukci vaskularni permeability a inhibici syntézy
adhezivnich molekul (10).

NO je produkovan v endotelovych bunkach pfeménou L-argininu na L-citrulin. Tento
proces katalyzuje NO-syntaza (NOS), ktera je aktivovana smykovym tfenim krevniho
proudu (shear-stress), hypoxii a celou fadou lokalnich faktorti. NOS se vyskytuje ve tfech
izoformach. Dv¢€ konstitutivni izoformy (c-NOS) jsou produkovany v relativné malém
mnozstvi, ale pomoci jejich katalyzy je tvorba NO rychld (n-NOS z nervové tkané
a e-NOS z endotelovych bungk). Tteti, inducibilni, i-NOS je tvofena ve vétSim mnoZstvi
piedev$im makrofagy a endotelovymi buiikami aktivovanymi prozanétlivymi cytokiny,
napf. tumor necrosis faktorem o (TNF- o). Tvorba NO vsak probiha ptisobenim i-NOS
pomalu. Syntéza NO je ovliviiovana fadou okolnosti jako je dostupnost kofaktort
tetrahydrobiopterinu a flavinmononukleotidu, redukovanymi thioly, dale endogennim
inhibitorem NOS a dostupnosti substratu. Oxidac¢ni stres inhibuje NOS oxidaci jejiho

klicového kofaktoru — tetrahydrobiopterinu (22). Aktivita e-NOS je inhibovana také pies
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nukledrni faktor kB (NF-kB). SniZena produkce e-NOS je povazovana za dulezity faktor
pfispivajici ke vzniku endotelové dysfunkce (19).

Arterialni hypertenze

Arteridlni hypertenze mize byt povazovéna za pticinu i disledek endotelové dysfunkce.
Aktivovany endotel uvoliiovanim nékterych latek vyznamné ovliviluje cévni tonus.
Zmény prutoku krve vyvolavaji zvySenou produkci vazoaktivnich substanci. Funkcéné
neposkozeny endotel cév produkuje vyvazeny pomér oxidi dusiku a v men$i mife
prostacyklinu, které zpusobuji vazodilataci, a vazokonstrikénich latek endotelinu-1
a tromboxanu A; (23). Poskozeny endotel produkuje méné¢ NO a ve veétsi mife
endotelin-1, a proto dochazi k vazokonstrikci a zvyseni cévniho tonu.

Endotelin-1 pisobi v organizmu jako jedna z nejacinnéjSich vazokonstrikénich latek.
Také stimuluje proliferaci myocytl v cévni sténé. Syntéza endotelinu-1 se vedle podnétt
vedoucich k uvolnéni NO (napft. bradykinin, angiotenzin II, smykové tieni) zvySuje také
nékterymi aterogennimi proteiny (trombin) ¢&i lipoproteiny (oxidovany low density
lipoprotein - LDL). Koncentrace endotelinu-1 v plazmé je zvySena u pacientl
s pokrocilou ateroskler6zou (24).

Angiotenzin Il (Ay) je silnou vazokonstrikéné pusobici latkou zpusobujici arterialni
hypertenzi a stimulujici proliferaci bunck cévni hladké svaloviny. Dale pulsobi
protrombogenné, aktivuje expresi cytoadhezivnich molekul 1 adhezi leukocyt
a podporuje tak progresi aterosklerozy (9). A; pusobi pies specificky receptor ATj.
Stimulace AT; vede k uvolnéni reaktivnich forem kysliku a dusiku v bunkach stény
arterif.

Oxidacni stres navozuje atrakci a aktivaci monocytii. Cestou superoxidového aniontu je
stimulovana exprese adhezivnich molekul intercellular adhesion molecule (ICAM-1)
a vascular cell adhesion molecule (VCAM-1) v endotelovych buiikach. Cestou aktivace
fosfolipazy C se zvysuje intracelularni koncentrace Ca?*, kontrahuje se cévni svalovina
a dochazi k hypertrofii hladké svaloviny stény cévni. Receptor AT po vazbé s Aj také
zvySuje aktivitu lipoxygendzy v buiikdch hladké svaloviny a tim stimuluje zanétlivou
odpovéd’ a lipoperoxidaci LDL (25). Ay se tak podili na progresi cévniho poskozeni ve
vSech stadiich jeho rozvoje. Stimulaci proliferace bun€k cévni hladké svaloviny pfispiva
Ay k hypertrofii a remodelaci cévni stény 1 myokardu, zptisobuje hypertrofii glomeruld

a proliferaci mezangia v ledviné. A; dale stimuluje tvorbu aldosteronu v zona
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glomerulosa kiry nadledvin a uvolnéni antidiuretického hormonu ze zadniho laloku

hypofyzy (26).

Dyslipidémie

Dyslipidémie, zejména hypercholesterolémie a zvySend hladina LDL, je dalSim
patogenetickym ¢initelem podporujicim vznik endotelové dysfunkce. Negativni vliv na
cévni sténu maji hlavné LDL c¢astice, které mohou byt modifikované oxidaci, glykaci,
agregaci nebo asociaci s glykoproteiny. Takto modifikované LDL vedou ke zvySené
produkci prozanétlivych cytokint, ristovych faktorii a cytoadhezivnich molekul,
pfedevsim ICAM-1 a endotelového selektinu (E-selektin), které umozni vazbu
s monocyty. Monocyty a T-lymfocyty jsou z krevni cirkulace do mista 1éze ptitahovany
aktivovanymi bunikami endotelu. Soucasné zvySeni permeability endotelové vystelky
umoziuje pronikdni lipoproteinovych c¢astic do subendotelového prostoru, kde cast
z nich podléha oxidaci. Oxidované LDL ¢astice se vazi na scavengerové receptory na
povrchu makrofdgii a jsou jimi pohlcovany. V disledku nadmérné akumulace
cholesterolu se pak makrofagy méni na pénové buiky, které se stavaji zédkladem pro
vznik lipidového jadra aterosklerotického platu (obr. 4) (27). Sténa cévy se v dasledku
proliferace vlaken hladkych svali a tvorby kolagenové matrix rozsSifuje a zmeéna

smacivosti povrchu endotelu vede ke zvysSené koagulacni aktivite.

Krevni

Endotelové desti¢ky

bunky

Hladké

svalové burky Ruptrura tenkého

fibrézniho krytu

Zanétlive
bunky -
Lipidove jadro

Obrazek 4. Vznik aterosklerotického platu (upraveno podle 28).

Nezavislym mechanizmem se na poSkozeni cévni stény podili lipoprotein(a) (Lp[a]),

ktery vznikd vazbou specifického apoproteinu(a) na apoB LDL-Castic. Jeho hlavni
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pusobeni je protrombogenni. Lp(a) je strukturdlné podobny plazminogenu, ktery ma
fibrinolytické ucinky, proto snim Lp(a) kompetuje o vazebné misto a pusobi tak
antifibrinolyticky. Dalsi vyzkumy ukazaly, ze zvySené koncentrace Lp(a) mohou
vyvolavat téz endotelovou dysfunkci (29), ziejmé jednak piimou vazbou na endotel,

jednak neptimo aktivaci leukocyta.

Koureni

Koufeni cigaret je uzce spojeno se vznikem endotelové dysfunkce, pro coz sveédci
pozitivni asociace koufeni s fadou marker endotelové dysfunkce. U kufdkii byva
zvysena koncentrace oxidovaného LDL-cholesterolu a zvySena hladina dimethylargininu
(asymetricky dimetylarginin, ADMA), endogenniho inhibitoru NO syntazy (30).
U pravidelnych kutdkid cigaret je také prokdzana zvySend hladina cytoadhezivnich
molekul (pfedevsim VCAM-1 a E—selektinu), kterd dokonce pietrvava i po zanechani
koufeni (31). Dale bylo opakované prokazano, ze koufeni vede ke zvySené agregaci
desticek, tvorbé fibrinogenu, zvySuje viskozitu krve a pocet leukocytl. VSechny tyto
ukazatele jsou rizikovymi faktory endotelové dysfunkce (32).

Prestoze je prokdzana asociace mezi koufenim, aterosklerotickym procesem
a kardiovaskularnimi nemocemi, patofyziologicky mechanizmus, ktery se na vzniku
téchto nemoci podili, neni zatim zcela objasnén. Studie ukazuji, Ze kufdci maji Casto
poruchy metabolizmu lipid, endotelovou dysfunkci, vy$si sympatickou nervovou
aktivitu, vyssi hladiny fibrinogenu a dalsi projevy potvrzujici sklon ke zvysené koagulaci
a sniZzené fibrinolyze. Kufaci maji €astéji hyperinzulinémii a jsou vice inzulinorezistentni

ve srovnani s nekufaky (33).

Proudeni krve a smykové treni

Na vnitfnim povrchu cév v organizmu dochézi pfirozené vlivem proudéni krve k tzv.
smykovému tfeni (shear stress), které je za normalnich podminek udrzovano v urcitém
uvolnéni NO. V arteridlnim fecisti vSak existuji predilekéni mista (bifurkace, ohyby,
vétveni), kde dochazi ke zménam v proudu krve, zvySené turbulenci, ale i ke zpomaleni
toku krve. ZvySend rychlost proudéni krve za normalnich podminek zpiisobuje
prostiednictvim zvySené produkce NO tzv. vazodilataci zavislou na endotelu (endotel
dependentni). Je-li vSak smykové tfeni zvySené nad kritickou hodnotu, dochazi

k mechanickému poSkozeni a erozi endotelu, agregaci desti¢ek nebo piimo k ruptuie
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aterosklerotického platu, je-li pfitomen. Naopak v oblastech s oblenénim toku
¢i sretrogradnim tokem je produkce NO snizena. V téchto mistech je zvySena
koncentrace adhezivnich molekul a rastovych faktori a dochazi zde k aktivaci

zanétlivych procest (9).

Infekce

Casto se uvazuje o mozné souvislosti mezi chronickou virovou infekci, nékterymi
bakteriemi a endotelovou dysfunkci. V aterosklerotickych platech byly nalezeny napf.
herpetické viry a Chlamydia pneumoniae. U pacientli s akutnim koronarnim syndromem
byla pozorovana zvySena koncentrace protildtek proti riznym infekénim agens
(Helicobacter pylori, Cytomegalovirus, virus Epsteina a Barrové, Hemophilus influenzae,
Mycoplasma pneumoniae) (34). Rovnéz chronicky zanét parodontia je ¢asto povazovan
za faktor ptispivajici k rozvoji aterosklerozy (35).

Patogeneze pravdépodobné spoc¢iva ve zméné funkce endotelovych bunék infikovanych
patogenem. Dochézi v nich ke zvySené expresi adhezivnich molekul, stimulaci tvorby
cytokind, ristovych faktord, zvySuje se oxidacni stres kumulaci ROS a rozviji se proces
aterogeneze. Aterosklerotické 1éze mohou byt také infekénimi patogeny kolonizovany

dodatecné (36).

Homocystein

Spornou a stale Casto diskutovanou ziistava tloha homocysteinu jako patogenetického
Cinitele cévniho poskozeni a rizikového faktoru aterogeneze. Vyrazné zvySeni
koncentrace homocysteinu zvySuje predevSim riziko Zilni trombozy. Drivéjsi
epidemiologické studie ukazaly také zvySeni kardiovaskuldrniho rizika se zvySujici
se koncentraci homocysteinu, a to jiz v pasmu jeho normdlnich nebo jen mirné
zvysenych koncentraci (37).

Hlavnim mechanizmem patogenetického piisobeni homocysteinu je ziejmé predevSim
zvySeni oxidacniho stresu, které vede k pfimému poskozeni cévni stény, aktivaci
zanétlivych mechanizmti a zvySené peroxidaci LDL-¢astic (38). Ve shod¢ s tim bylo pii
zvySeni koncentrace homocysteinu prokdzdno zhorSeni endotelové dysfunkce.
Experimentalni prace také prokazaly zlepSeni endotelové dysfunkce po sniZeni
koncentrace homocysteinu  poddvanim folatd, vysledky vSak nejsou zcela

jednoznacné (39).
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Na zakladé téchto experimentalnich i epidemiologickych studii vznikl pfedpoklad, ze
lécba hyperhomocysteinémie povede ke snizeni kardiovaskularniho rizika. Bylo proto
piekvapenim, Ze zadna z dosud provedenych klinickych studii (VISP, NORVIT,
SEARCH, HOPE-2) neprokazala jakékoliv pfiznivé ucinky snizeni koncentrace
homocysteinu. Vysvétleni pro tyto vysledky zlstavaji zatim spekulativni, mnoho
odbornikl vSak v souc¢asné dob¢ zastdva nazor, ze zvyseni koncentrace homocysteinu je
spiSe markerem kardiovaskularniho rizika, nez pfimym patogenetickym Cinitelem

kardiovaskularnich piihod (40).

2.1.2. Disledky endotelové dysfunkce

Odpovéd’ endotelové buiikky na podnéty zpusobujici endotelovou dysfunkci se déje
prostfednictvim signdlnich drah. Mezi nejzndméjsi cestu zéanétlivé a proliferacni
odpovédi patti draha proteinkinasy aktivované mitogenem (MAPK, mitogen activated
protein kinase). Centralni ulohu pifi bunééném pievodu signald na prozanétlivé stimuly
hraji transkrip¢ni faktory. V ptipadé¢ endotelové dysfunkce se nejvice uplatituje nuklearni
faktor kappa B (NF-kB). Tento faktor je aktivovan fadou riznych stimuld, predevsim
oxida¢nim stresem a prozanétlivymi cytokiny. Uvolnéné dimery NF-kB se premist'uji do
jéadra k ptislusnym gentim, kde navodi transkripci a tvorbu riznych cytokinti, chemokini
a adhezivnich molekul. NF-xkB déle aktivuje geny podporujici proliferaci i apoptdézu
bun¢k a mimo jiné také aktivuje geny pro expresi svého vlastniho inhibitoru, coz zpétné
inhibuje jeho aktivaci (autoregulacni systém) (41).

NF-xB zvysuje produkci proteinkingzy C (PKC) a PKC indukovanou genovou expresi.
Zvysené mnozstvi PKC je pfitomno u hyperglykémie, negativné ovliviiuje kontraktilitu
i propustnost cévni stény (19) a ma za nasledek zvySeni produkce cytokint,

extracelularni hmoty a superoxidu (obr. 5) (42).
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Hyperglykémie

Obrazek 5. Vliv hyperglykémie na endotelovou dysfunkci (upraveno podle 43).
DAG - diacylaglycerol, ET-1 — endotelin 1, VEGF — vaskularni endotelialni rdstovy

faktor, TGF-B — transformujici ristovy faktor beta.

Adhezivni molekuly a cytokiny

Prozanétlivé cytokiny a oxidacni stres aktivuji NF-kB, ktery vede k dalSimu zvySeni
exprese cytokint, interleukinii, chemokinii a adhezivnich molekul. Tato heterogenni
skupina molekul se vyznamné podili na aktivaci endotelu i na nasledném rozvoji
ateroskler6zy. Adhezivni molekuly se ucastni adheze imunocytt k extraceluldrni hmotg,
komunikace mezi buiikami imunitniho systému a podileji se i na neoangiogenezi (obr. 6)
(44). Adhezivni molekuly lze rozdélit do tii skupin:

Integriny jsou membranové glykoproteiny lokalizované na riznych bunkach
a zodpovidaji za intercelularni adhezi a adhezi k extracelularni matrix (31). Nejéastéji se
vyskytuji na leukocytech, trombocytech, fibroblastech, endotelovych buikach a vazi se
nejvice k proteinim kolagenu, lamininu a fibronektinu. Touto vazbou integriny umoziuji
adhezi krevnich desti¢ek k subendotelové matrix a vazbu cirkulujicich leukocytti na
endotelové bunky.

Selektiny jsou povrchové glykoproteiny, které maji na svém N-terminalnim konci
lektinim podobnou doménu, jez vaze nékteré sacharidové zbytky, a dale obsahuji
doménu homologni ¢asti molekuly epidermalniho ristového faktoru (EGF). E-selektin je
exprimovan pievazné na povrchu endotelovych bunék. Vazi se na ného receptory
lokalizované na povrchu granulocytl, monocyti a ¢asti T-lymfocytl. Selektiny jsou

zodpovédné za inicidlni stadia leukocytarni adheze. Adheze mezi endotelovymi buiikami
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a leukocyty je velmi rychld, plisobi shlukovani leukocytli a usnadni jejich diapedézu
mimo cévu do mista zanétu. L-selektin (leukocytarni) je exprimovan pouze na povrchu
leukocytu, ligand pro L-selektin je lokalizovan na endotelu. P-selektin (desti¢kovy)
mohou exprimovat jak krevni desticky, tak endotelové bunky. P-selektin je lokalizovan
uvnitt desticek a po jejich aktivaci (napf. trombinem) se rychle translokuje na jejich
povrch (44).

Adhezivni molekuly imunoglobulinové rodiny jsou molekuly s imunoglobulinovymi
doménami, které vazi molekuly integrini na povrchu jinych bunck. Pasobi tedy jako
endotelové ligandy pro integriny exprimované na leukocytech a destiCkach. Zajist'uji
migraci bunék do cévni stény (31). Patii sem ICAM-1 a ICAM-2, které jsou
exprimovany endotelovymi a nékterymi dal$imi bunikami. Jejich exprese se zvysSuje po
stimulaci cytokiny. VCAM-1 je exprimovana endotelem a podili se na adhezi

pamétovych T-lymfocytd, monocyti a bazofila (45).

LUMEN Chemoatraktanty Permeabilita
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Obrazek 6. Navazani leukocytl na cytoadhezivni molekuly a jejich prostup endotelovou

bariérou (upraveno podle 46).

Po aktivaci endotelu dochézi v prvni fazi (pod vlivem cytokint IL-1 a TNF-a) ke zvySeni
exprese E-selektinu. Selektiny spolu s molekulami mucinového typu na povrchu
endotelovych bunék zprostfedkuji vazbu s leukocyty, coz podporuje jejich adhezi
a hromadéni téchto bunék i trombocytl na cévni stén€. Soucasné s popsanym procesem
endotel produkuje volné (solubilni) molekuly — chemoatraktanty, které aktivuji cestou
G proteinu integriny na povrchu leukocytti. Jako chemoatraktanty plisobi leukotrien By,
faktor aktivujici desticky (platelet activating factor, PAF), komplement C5, nékteré

chemokiny (IL-8, tromboglobulin B, monocyte chemotactic protein MCP) a bakterialni
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proteiny. Integriny se vazi s vazebnou bilkovinou typu imunoglobulinu (VCAM
a ICAM) na endotel a umoziuji tak prinik leukocytti do subendotelovych vrstev. Rovnéz
exprese integrini na endotelové membrang je fizena cytokiny (45).

Vstup zanétlivych bunék (pfedevsim makrofagli) do cévni stény je tedy vicestupniovy
proces. Zahrnuje postupné navazujici interakce mezi adhezivnimi molekulami ze skupiny
selektind  (P-selektin), chemokini (MCP-1), adhezivnimi molekulami ze skupiny
imunoglobulin (VCAM-1), chemoatraktanty (PAF) a cytokiny (IL-1). Adhezivni
molekuly a cytokiny se vyznamné podileji na celém procesu aktivace endotelu,
poskozeni cévni stény zancétem a aterosklerdzou. Tyto molekuly se také ucastni lokélni

i systémové odpoveédi na poskozeni endotelu a jeho reparace (31).

Hemokoagulace a fibrinolyza

Jak jiz bylo uvedeno vySe, endotelova dysfunkce je spojena se zvySenou tvorbou
prokoagulaénich molekul a s nerovnovédhou mezi prokoagulaénimi a antikoagulacnimi
faktory i slozkami pusobicimi v procesu fibrinolyzy. Zanétlivé cytokiny indukuji
v endotelovych bunkach tvorbu prokoagula¢nich molekul (vVWF, PAI-1 a PAI-2) (47).
Von Willebrandiiv faktor (VWF) je syntetizovan v trombocytech (alfa granula)
a endotelu. Pti naruSeni povrchu cévni stény je vVWF uvoliiovan z bunék endotelu a vazan
na kolagen subendotelovych vrstev. Po obnazeni subendotelovych vrstev je vychytavan
i solubilni vWF z plazmy. Vazbou VWF s glykoproteinovym integrinovym receptorem na
povrchu desti¢ek vznikd v mist€¢ poSkozeni cévni stény zakladni vrstva trombocytd.
Adheze trombocytli vede k jejich aktivaci, nasledné agregaci a vzniku bilého trombu
(primarni hemostaza). Aktivaci desticek dochazi také k jejich degranulaci s uvolnénim
fady proagregacné a vazokonstrikéné ptsobicich latek (tromboxan, PAF a dalsi) (48).
Kli¢ovou roli v aktivaci sekundarni hemostazy hraje tkarnovy faktor (tissue factor, TF),
glykoprotein vdzany na bunéné membrany vétSiny epitelidlnich, stromalnich ¢i
perivaskularnich bunék organizmu. Vaskularni poSkozeni spousti koagulaéni kaskadu,
V niz vlivem tkanového faktoru dochazi k tvorbé trombinu v misté¢ poskozeni. Trombin
katalyzuje v ptitomnosti faktoru XIII a iontid kalcia pfeménu fibrinogenu v nerozpustnou
fibrinovou sit’ (49).

Rychlost a rozsah krevniho srazeni jsou regulovany rychlosti toku krve, koncentraci
inhibi¢nich faktort (antitrombinu IlI, proteinu C, trombomodulinu a proteinu S)
a fibrinolyzou. Fibrinolyza je zprostfedkovana serinovou proteazou plazminem, ktery

cirkuluje jako neaktivni proenzym (plazminogen). Je aktivovan tkanovym aktivatorem
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plazminogenu tPA za vzniku plazminu. Aktivita tPA je inhibovana inhibitorem
aktivatoru plazminogenu (PAI-1) (49).

Tkanovy aktivator plazminogenu (tissue plasminogen activator, t-PA) je glykoprotein
syntetizovany v endotelovych buiikach, z nichz je uvoliiovan po podnétu vyvolaném
riznymi mediatory (trombin, adrenalin, dezmopresin), ale i mechanickymi vlivy (télesna
zatéz, komprese cév). V ob€hu se vaze na fibrin a tvofi s nim komplex s plazminogenem.
Rychle jej inaktivuje PAI-1 (50).

Inhibitor tkdnového aktivatoru plazminogenu (plasminogen activator inhibitor PAI-1,2,3)
se fyziologicky tvoii zejména v endotelu (PAI-1), v placenté¢ (PAI-2), v hepatocytech
a v trombocytech (PAI-3). Pii fibrinolyze se plazminogen a aktivator plazminogenu vazi
na fibrin, soucasné se aktivuji inhibitory aktivatoru plazminogenu a jelikoz koncentrace
téchto inhibitori vyznamné prevysuji koncentraci plazminu, nadmérnd fibrinolyza je tak
blokovana. Efekt inhibitort plazminogenu je piedevs§im lokalni. PAI-1 je tak
nejvyznamngj$im regulatorem fibrinolyzy. K endotelové dysfunkci patii snizena

produkce t-PA a zvysena koncentrace PAI-1 (50, 51).

Endotelové mikrocdstice

Aktivované endotelové bunky v poSkozené mikrocirkulaci uvolfiuji do ob¢hu
membrandzni ¢astice, které jsou pro jejich extrémé malou velikost (0,1-2 pm) nazyvané
mikrocastice. Tyto mikrocastice nesou na povrchu membranové proteiny, fosfolipidy
a nékteré markery, které byly ptivodné na povrchu matetskych endotelovych bun¢k (52).
Endotelové mikrocastice 1ze povazovat za marker endotelové dysfunkce a rizikovy faktor
vzniku vaskularnich onemocnéni, jejich detekce je vSak obtizna (52, 53). Konkrétné se
na jejich uvolnéni podili TNF-a, IL-6 a tu¢na dieta. Tyto Castice jsou schopné sniZit
dilata¢ni schopnost endotelu na podéani acetylcholinu, podporuji tvorbu superoxidového

aniontu a puisobi prokoagulacné a prozanétlive (54).

2.2. Mikrocirkulace a mikrovaskularni reaktivita

Malé cévy neboli mikrocirkulace je cévni feCiSt¢ zahrnujici malé arterie, arterioly,
kapilary, venuly a arteriolo-venulozni zkraty (obr. 7). Funkce a velikost cév
mikrocirkulace se od systémového cévniho fecisté velmi 1isi. Velké cévy zajistuji
pfedevsim transport krve mezi organy, malé cévy kromé transportni funkce zajist'uji také
regulaci krevniho tlaku ve tkanich a nutriéni funkci. K ptizpiisobeni pritoku a zajisténi

homeostazy i1 metabolickych potieb tkani slouzi v mikrocirkulaci ptedevsim lokalni
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regulacni systémy. Zékladni funkéni procesy v mikrovaskuldrnim fecisti jsou myogenni

odpoved’, vazomoce a permeabilita (55).

| arteriola

AV zkrat

| venula I

kapilary

Obrdazek 7. Mikrocirkulace (upraveno podle 56).

Malé arterie (primér 100-200 pm) jsou mistem cévni rezistence a jejich porusena funkce
vede ke vzniku arteridlni hypertenze. Na této trovni je cévni tonus regulovan piredevsim
smykovym tfenim krevniho proudu. S klesajicim primérem malych cév se
v mikrocirkulaci jako hlavni dilata¢ni faktor namisto NO uplatiiuje endothelium-derived
hyperpolarizing factor (EDHF) (57). EDHF je uvoliiovan pii zvySené rychlosti toku krve,
pfi bazalnim pritoku je jeho koncentrace nizka. Elasticita malych arterii (ne velkych, jak
bylo pfedpokladano) predikuje riziko kardiovaskularnich ptihod (58). Malé arterie se
vétvi do arteriol.

Arterioly a jejich fecisté jsou hlavnim mistem fizeni kapilarniho prutoku, reguluji
a v kratkém case pfizpisobuji pritok krve potiebam tkani. Kazda arteriola se dale vétvi
na dalsi 3-4 arterioly s postupné klesajicim primérem az k tzv. terminalnim arteriolam
o pruméru 10-15 pm. Mechanizmus regulace arteriol je odlisny od regulace malych
arterii. Hlavnim prostiedkem regulace vétsich arteriol (20-30 pum) je tlakem ovlivnéna
konstrik¢ni schopnost hladkého svalstva v jejich sténach, tzv. myogenni odpovéd (59).
Zvyseny transmurdlni tonus indukuje konstrikci k zamezeni zvySeného pfitoku do
kapilarniho fecisté. Tento autoregulacni systém pritoku v mikrocirkulaci udrzuje tlak ve
tkanich stabilné pouze s malymi odchylkami od normélniho krevniho tlaku a ptedchézi
tak kapilarni hyperperfuzi a hypertenzi ve tkanich. Autoregulace mikrocirkulace probiha

V organizmu nepretrzit¢ a jeji porucha piedznamenavd vznik mikrovaskularnich
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komplikaci. V mensich arteriolach (méné¢ nez 20 pum) se v regulaci tonu uplatiuje
predevSim lokalni vyména latek. VSechny mechanismy arteriolarniho fecisté plynule
reguluji ptitok a hlavné redistribuci krve do kapilarniho fecisté a zajist'uji tak adekvatni
metabolickou pottebu cilovych tkani. Kapilary jsou organizovany po 10-15 do funk¢nich
jednotek, pticemz kazda funk¢ni jednotka je zdsobena a regulovana jednou arteriolou.
V klidovém stavu je pln¢ prokrvena pouze asi polovina kapildrniho fecisté a prutok
jednotlivymi funkénimi jednotkami je nepravidelny. Toto uspofddani ma vyhodu velké
flexibility a funk¢ni rezervy. Distribuce krve do kapilarnich funkénich jednotek je fizena
vazomoci (60).

Vazomoce se odehrava na urovni vétveni malych arteriol témet ve vSech tkanich. Je to
spontanni rytmicka aktivita cév, kterd se projevuje periodickymi zménami cévniho
prusvitu a nasledné¢ zménami perfuze. Jeji pfesny mechanizmus neni dosud podrobné
objasnén, hlavni vliv ma vSak fenomén jakési lokalni autostimulace vychazejici
pravdépodobné ze svalové komponenty cévni stény, kterd v urcitych mistech ptisobi jako
pacemaker. Kontrakce se nasledné §iii dale do periferie. Za klidovych podminek je
amplituda vazomoce mald, zvyraznit ji Ize stimulaci, nejlépe zahtatim. Vazomoce je také
pravdépodobné ovlivnéna nervovou stimulaci, protoze je prokazan inhibi¢ni vliv lokalni
anestezie (61). Malé arterioly jsou bohaté¢ inervované a porucha jejich reaktivity na
neuronalni podnéty spolu s poruSenym metabolizmem vlastnich nervii jsou podkladem
diabetické neuropatie (62).

Kapilary (5-8 um) jsou cévy nejmensiho priméru a jejich hlavni funkci je vyména plynt
a nutrientd ve tkanich. Tento proces je regulovan zménami transendotelidlni
a interendotelidlni permeability. K zajisténi bezprostiedni metabolické potfeby pfi
zvySené aktivité maji rlizné tkané rizn€ hustou kapilarni sit. ZvySenou metabolickou
potfebu zajiStuje predevSim vazodilatace zéasobujicich arteriol spolu s mobilizaci
zavienych ¢i v klidu kontrahovanych kapilar. Tyto cévy nejmensiho priiméru jsou
ovlivnény také nervovymi podnéty (nejvice pies al adrenoreceptory) (1).

Piimé spoje mezi arteriolami a venulami se nazyvaji AV zkraty (AV shunts), jimiz pritok
obchazi kapilarni tecisté. Plni pfedev§im termoregulacni funkci. Podil AV zkrath
a kapilarniho tecisté je rizny podle druhu tkanég, nejvyraznéjsi rozdil je mezi papilarnim
(prst, dlan, planta) a nepapilarnim typem kuze. Pfiblizné 25% krevniho pritoku
mikrovaskularnim fecistém v papilarnim typu kize probihd v nutricnich kapilarach
a 75% v AV zkratech (63, 64). Proti tomu nepapilarni typ kiize ma minimum AV zkrati

a mikrocirkulace zde plni pfedev§im nutri¢ni funkci.
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Mikrovaskularni reaktivita je odpovéd mikrocirkulace na rtizné vlivy. Klicovou tlohu
Vtomto procesu hraje NO. Mezi faktory ovlivilujici MVR patii rtizné cirkulujici
substance, neurotransmitery, lokalné pusobici latky a krevni plyny. Nezanedbatelny vliv
ma také nervova stimulace. Malé¢ cévy reaguji na podnéty dvéma typy odpovédi — na
endotelu zavislou a nezavislou (endotel dependentni a endotel non-dependentni).
Nasledkem endotelové dysfunkce je snizena dostupnost NO (9) a tim snizena schopnost
cév k vazodilataci zavislé na endotelu. Mechanizmus této odpovédi spocéiva v navazani
acetylcholinu na endotelové receptory, zvySeni koncentrace nitrobunécného kalcia,
aktivaci eNOS a tim zvySené produkci NO. Vazodilatace nezavisla na endotelu je
zalozena na piimé difuzi NO skrz endotelovou bunku. Kone¢nym krokem obou
mechanizmu je ovlivnéni hladké svaloviny ve sténé cév molekulami NO s naslednou
vazodilataci (65).

Citlivost mikrocirkulace na vazodilatacné piisobici latky se vyuzivd k hodnoceni jeji
reaktivity. Hodnoceni je zaloZeno na porovnani pratoku fecistém v klidovém stavu a po
stimulaci. V praxi se ke stimulaci pouzivaji ptimo vazodilataéné pusobici latky nebo
ruzné fyzikalni stimulacni testy (teplo, tlak), které vazodilataci zplsobuji nepiimo,
vétSinou pies zvysSenou koncentraci NO. Nejpouzivanéjsi vazodilataéné pusobici latkou
je acetylcholin (odpovéd’ zavisla na endotelu) a nitroprusid sodny (odpovéd’ nezavisla na
endotelu). Ze stimula¢nich testli jsou nejéastéji vyuzivané post-okluzivni reaktivni
hyperémie (PORH) a termalni hyperémie (TH). Reaktivni hyperémie je fyziologicky
proces. Proto je k hodnoceni MVR vhodna a v praxi jako stimulace relativné jednoduse
navoditelna. Reakce mikrocirkulace je pfi hyperémii podminéna podnétem ze zvySené¢ho
smykového tieni (66). Reaktivni hyperémii zajist'uje jak vazodilata¢ni kapacita vétSich
cév, tak predevsim procesy v mikrocirkulaci — vazodilatace arteriol a otevieni rezervnich

kapilér.

2.3. Hodnoceni funkce endotelu a mikrovaskularni reaktivity

Moderni angiologie se stdle Castéji zabyva otazkou endotelové dysfunkce, moZznostmi
jejiho hodnoceni a ovlivnéni. Endotelovd dysfunkce a MVR se hodnoti za pomoci
biochemickych parametr v krvi 1 v moc€i, instrumentélnich invazivnich i neinvazivnich
metod nebo kombinaci obou postupli. Stanoveni ptitomnosti dysfunkce endotelu a jeji
kvantifikace by mohly byt vyuZzity naptiklad i pfi odhadu kardiovaskularniho rizika
pacienta (31). Veskeré metody detekce endotelové dysfunkce zde popisované jsou sice

proveditelné v praxi, nicméné rutinné se k tomuto ucelu zatim neprovadéji a zstavaji tak
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hodnocenim okrajovym ¢i experimentdlnim. Vyjimkou je vySetfeni mikroalbuminurie

pouzivané bézné k diagnostice i kontrole terapie.

2.3.1. Biochemické parametry

Existuje né€kolik biochemickych parametrii, podle jejichz plazmatickych koncentraci
a podle zmén téchto koncentraci lze stanovit miru aktivace endotelu. Dosud nebyly
vyvinuty metody Kk pfimému biochemickému hodnoceni funkce endotelu, a proto se
pouzivaji vysetieni, z jejichz vysledku ji 1ze odvodit nepiimo. Cirkulujici biomarkery se
mohou méfit nejen jako nepiimé indikatory poSkozeni endotelovych bunék, ale i jako
ukazatele poc¢inajiciho zanétu. O funkci endotelu nejlépe vypovidaji vzorky krve ziskané
piimo z postizeného mista, napf. pii koronarografii, coz vSak vyzaduje slozity invazivni
vykon. Pro praxi je tedy vhodnéj$i stanoveni plazmatickych ¢i sérovych koncentraci
z zilni krve. Toto stanoveni vSak miize byt ovlivnéno biotransformaci latek endotel
ovlivityjicich i latek endotelem produkovanych ¢i paralelné probihajicim patologickym
procesem (napf. zanétem). Podle potieby lze hodnotit bazdlni koncentraci markerii
endotelové dysfunkce ¢i  jejich koncentraci po stimulaci (fyzickou zatézi,
farmaky) (12, 17).

Nepiimé hodnoceni vychézi ze stanoveni koncentrace cirkulujicich adhezivnich molekul,
enzymil, proaterogennich latek, antifibrinolytickych latek a koncentrace markert zanétu.
O zvysené aktivaci endotelu vypovidaji vyssi hladiny cytoadhezivnich molekul ICAM,
VCAM, E- a P-selektini, zvySené hodnoty aktivity sérové N-acetyl-beta-
glukosaminidazy (NAG), fibronektinu a vitronektinu. Rozvoj oxidaéniho stresu mutize byt
také dokumentovan stanovenim malondialdehydu (MDA) jako indikatoru lipidové
peroxidace (67).

Z faktort koagulacni kaskady a slozek podilejicich se na fibrinolyze se pozoruje pii
endotelové dysfunkci pfedevSim sniZzend produkce t-PA, zvySena hladina PAI-1
a vzestup koncentrace VWF.

Z faktorti ovliviiyjicich vazokonstrikei a vazodilataci se stanovuji koncentrace vSech tii
izoforem NO-syntazy, angiotenzinu Il, endotelinli a pomér mnoZzstvi nitritd a nitrati.
Idealni by bylo stanoveni koncentrace NO, to je vSak pro jeho nestabilitu obtizné (65).
Nékteré cytokiny uvolfiované pii aktivaci endotelu (IL-6) zvySuji plazmatickou
koncentraci CRP, fibrinogenu, PAI-1 a sérového amyloidového proteinu A. CRP pak
dale urychluje imunologickou odpoveéd véetné zvySené tvorby adhezivnich molekul

a chemokinli, podporuje uvoliiovani PAI-1 z endotelovych bunék, uvoliiovani
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endotelinu-1 a také snizuje aktivitu e-NOS. CRP je pokladan za jeden z cirkulujicich
markertl endotelové dysfunkce, je vSak zna¢né nespecificky. Laboratorné se stanovuje
hs-CRP (high sensitivity C-reactive protein) (10).

Endotelovou dysfunkci lze hodnotit i vySetienim moci, kde se stanovuje albuminurie.
Mikroalbuminurie je definovana jako mirny vzestup exkrece albuminu do moci, ktery
neni prokazatelny semikvantitativni metodou (indikdtorovymi prouzky ke stanoveni
proteinurie), a to v mnozstvi mezi 20 - 200 pg/min (tj. 30 - 300 mg/den), nebo pomérem
albumin/kreatinin v mo¢i 2,5 — 25 mg/mmol. Exkrece albuminu do mo¢i zavisi na
integrit¢ glomerularni membrany i tubuldrni reabsorpci. Po pocate¢ni hyperfiltraci
a nasledné¢ mikroalbuminurické fazi onemocnéni dochdzi u pacientli k postupnému
vzestupu exkrece bilkovin do moci a kpoklesu glomerularni filtrace. Nasleduje
proteinurie jiz prokazatelnd indikatorovymi prouzky (makroproteinurie), kterd je
charakteristicka pro klinicky manifestni nefropatii. Mikroalbuminurie je sdruzena s fadou
rizikovych kardiovaskularnich faktord jako je arteridlni hypertenze, inzulinova
rezistence, diabetes mellitus, dyslipidémie a endotelova dysfunkce (68).

Vysetfovani mikroalbuminurie je velmi dilezitym a klinicky snadno zjistitelnym
markerem endotelové dysfunkce, prediktorem renalniho poskozeni, kardiovaskularniho
rizika i celkové mortality. Pouziva se jak v diagnostice, tak i ke kontrole 1écby. Zvlasté
pfinosné je toto vysetieni u nemocnych s diabetem obou typd a u nemocnych s arterialni
hypertenzi. Nalez mikroalbuminurie upozoriiuje na nezbytnost zahajeni ¢i upravy terapie,
protoze Casna léCebnd intervence muze progresi nefropatie zpomalit ¢i zastavit a tim
ovlivnit riziko pacienta (69). Pokles mikroalbuminurie je navic projevem pozitivni

reakce na zvoleny terapeuticky postup.

2.3.2. Instrumentalni metody

Funkci endotelu 1ze hodnotit pomoci instrumentalnich metod jak na velkych cévach, tak
1 na kapilarach v mikrocirkulaci. VySetfeni parametri mikrocirkulace a hodnoceni
tkanové perfuze bylo jesté¢ doneddvna obtizné proveditelné, protoze tyto cévy jsou
k pfimému neinvazivnimu pozorovani in vivo malo dostupné. Moderni vysetfovaci
metody vsak jiz tuto detekci umoziuji.

Zobrazovaci metody stanovujici endotelovou dysfunkci na zéklade reakce cévni stény Ize
rozde€lit na invazivni a neinvazivni. Pouziti téchto metod vychazi z predpokladu, ze
endotelova dysfunkce je systémovy déj a ze vysledky ziskané ve vySetfované oblasti

vypovidaji o stavu cévniho feCisté¢ v ostatnich, méné pfistupnych, a pfitom klinicky
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vyznamnéjSich lokalizacich. Tyto metody jsou zaloZeny na principu omezené schopnosti
poskozené cévni stény reagovat pfimefenou vazodilataci na podnéty zavislé na endotelu.
Patofyziologickym podkladem je sniZzeni biologické dostupnosti NO v disledku
endotelové dysfunkce (70).

Vysetreni velkych cév

Pfimo v koronarnim fecisti Ize pomoci kvantitativni koronarografie ¢i intrakoronarni
dopplerovské ultrasonografie posuzovat schopnost dilatace epikardialnich véncitych
tepen po podani infuze acetylcholinu, ktery ptfedstavuje na endotelu zavisly podnét,
podobné jako bradykinin, serotonin ¢i L-arginin (65). Tuto invazivni metodu Ize vyuzit
i v perifernim fecisti. Ke srovnani lze uzit podnéty na endotelu nezavislé napf. nitraty,
adenozin ¢i papaverin. U pacientll s ateroskler6zou, endotelovou dysfunkei, ale
i u pacientl s pouhou piitomnosti kardiovaskularnich rizikovych faktort je na endotelu
zavisla odpovéd’ na stimuly snizend, nebo se muze objevit paradoxni vazokonstrikce
(10, 71). Endotelova dysfunkce ovliviiuje oba typy vazodilataénich odpovédi.

Vzhledem kinvazivit¢ i naronosti na prostorové a piistrojové vybaveni se vSak

k detekci endotelové dysfunkce pouzivaji metody méné invazivni a jednodussi.

Pletyzmografie a digitalni fotopletyzmografie

K detekci zmén v tkanové perfizi lze dale vyuzit ¢asteéné invazivni pletyzmografii na
predlokti s aplikaci acetylcholinu nebo metacholinu. Pletyzmografie je zaloZena na
registraci zmén objemu tkané riznymi snimaci. Slouzi k zaznamenavani pulzaci, méteni
tlaku a prutoku krve. Nejcastéji se dnes uziva tzv. strain-gauge pletyzmografu (trubic¢ky
naplnéné rtuti), reopletyzmografu nebo fotopletyzmografu (obr. 8). Prutok se méfi na
principu okluzivni pletyzmografie - proximalné od snimace je insuflovanou manzetou
tonometru docasné€ zastaven odtok krve z koncetiny. Pocatecni vzestup objemu koncetiny
odpovida ptitoku krve, tedy i pratoku. Obvykle se neméfi klidové hodnoty pratoku, ale
tzv. maximalni pritok po 3-5 minutové tepenné okluzi (reaktivni hyperémie) (71).
Digitalni fotopletyzmografie je jedna z neinvazivnich metod, ktera je schopna posoudit
hemodynamiku Zilniho 1 tepenného toku. Je zaloZena na digitalnim méfeni pulzni viny
pomoci infraCerveného svétla, jehoz zdrojem i1 snimacem jsou diody upevnéné na

vysetfovaném prstu (72).
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Obrazek 8. Princip fotoelektrické prstové pletyzmografie (upraveno podle 73).

Flow mediated dilation

Mezi ultrazvukové metody detekujici endotelovou dysfunkei se fadi i méteni dilatace
tepny prutokem — flow-mediated dilation (FMD). Tato metoda je zaloZena na stanoveni
postischemické, na endotelu zavislé vazodilatace tepny, kterd je ultrazvukovému
vySetfeni dobfe dostupnd. Vysetfovanou tepnou je nejcastéji a. brachialis, eventuelné
a. poplitea (72). S poklesem FMD jsou spojeny i hlavni rizikové faktory aterosklerozy.
Snizeni FMD je prokdzano u déti s familiarni hypercholesterolémii, u dospélych kuiaku
a u jedincu s jiz diagnostikovanou koronarni nemoci. Snizena FMD byla detekovana také
v pritomnosti dalSich rizikovych faktord, jako jsou pozdni vek, arterialni hypertenze,
diabetes mellitus, rodinnd anamnéza koronarni nemoci, menopauza, nedostatek pohybu,
hyperhomocysteinémie ¢i obezita (70, 71).

FMD je zavisla na fad¢ faktorti (bazalnim primeéru vysetiované tepny, poziti alkoholu,
kofeinu a tuc¢ného jidla, koufeni, pfedchozi fyzické aktivité, uzivani riznych 1éku
1 vitamind). Déle zalezi na technickém vybaveni, zplisobu vyhodnocovani a erudici

vysettujiciho (71).

Laser-Doppler

Dalsi metodou vhodnou k vysetfeni mikrocirkulace je stanoveni kozni perfuze zaloZené
na principu metody laser-Doppler. Lze tak hodnotit parametry cirkulace i v nejmensich
cévach. Jeji vyhodou je moznost métfeni 1 velmi nizkych hodnot tkanové perfuze a také
fakt, ze se jedna o metodu neinvazivni, pacienta nezatézujici a relativné jednoduchou pro
vySetiujici osobu (74). Na rozdil od sonografického vysetfeni v§ak metoda laser-Doppler

z mnoha diivodi neni vhodné k méfeni priitoku krve ve vétSich cévach.
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Princip metody laser-Doppler je zaloZen na tzv. dopplerovském efektu. V pfistroji je
emitovan svételny laserovy paprsek, ktery je optickymi vldkny veden do sondy
piipevnéné oboustranné lepici paskou ke kiizi vySetfovaného pacienta. V klzi se svételny
paprsek odrazi od pevnych i pohybujicich se struktur, ale jen paprsek odrazeny od
pohybujici se ¢astice (vétsinou krvinky) mize zménit svoji vinovou délku. Cast
odrazenych paprskli se pomoci dalSiho svételného vodice vraci zpét do analytické
jednotky, kde je intenzita svétla a velikost dopplerovského posunu vlnové délky

vyhodnocena (obr. 9).

Obrdazek 9. Princip metody laser-Doppler, odraz svételného paprsku od pohybujicich se
Cervenych  krvinek vkuzi (pfevzato z firemnich materialdi ~ www.perimed-

instruments.com).

Touto metodou 1ze zméfit poet pohybujicich se krevnich elementt a jejich rychlost do
maximalni hloubky pfiblizné¢ 0,8-1,2 mm. Zmétené hodnoty se nasobi a za pouziti
korek¢nich algoritmti se vypocitava perfize v tzv. perfuznich jednotkach (PU), které jsou
arbitrarni a nejsou vztazeny k pfesnému objemu méfené tkané. Aktualni hodnoty jsou
zobrazeny na displeji pfistroje a soucasné¢ zaznamenavany pro pozdé¢jsi vyhodnoceni
(obr. 10). Vysetfeni musi byt provadéno za standardnich podminek (zejména teploty
vzduchu) a u aklimatizovaného pacienta. Hodnocena je klidova kozni mikrocirkulace na
piedlokti nedominantni horni koncetiny, kde je pfevazné nutri¢ni mikrovaskularni fecisté
(nepapilérni typ klize), a prstu na téze konceting, kde je ptevaha funkénich kapilédr a AV

zkrati (papilarni typ kuze) (75).
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Pii mé&feni pomoci metody laser-Doppler se vyuziva zmén perfize ptred stimulaci a po ni,
protoze klidové hodnoty perfize bez stimulace neposkytuji dostatecnou vypovédni
hodnotu. Stimula¢nim testem je zde reaktivni hyperémie po ischémii koncetiny (PORH),
ktera je zajiSténa standardni manzetou tonometru insuflovanou na suprasystolicky tlak po
dobu nékolika minut s naslednym uvolnénim. Toto vySetteni je zaloZzeno na produkci NO
endotelem, jeho vazodilataénim efektu a funkcni kapacité endotelu. Hlavnim stimulem
k syntéze a uvolnéni NO je jiz zminéné smykové tfeni na sténé cévy, které je zplisobené
zrychlenim toku krve a vede k nasledné vazodilataci (76). Kozni perfuze je siln¢ zavisla
na teplot¢ kiize. Proto se jako druhy stimulacni zatézovy test pouziva lokalni zahtati za

pouziti specialni termostatické sondy, zptusobujici reaktivni hyperémii (TH) (77).

Obrazek 10. Piistroj a ukazka vySetfeni metodou laser-Doppler (pievzato z firemnich

materiali www.perimed-instruments.com).

Kapilaroskopie a videokapilaroskopie

Kapilaroskopie je neinvazivni, pomémé levné a jednoduché mikroskopické vysetieni
(obr. 11). In vivo se provadi na kapilarach o¢ni spojivky nebo kize, v praxi pro snadnou
dostupnost nejcastéji v oblasti nehtovych valii prstii hornich koncetin. Klicky kapilar zde
na rozdil od jinych lokalit probihaji paralelné¢ s koznim povrchem. Pied zahdjenim
vySetfeni je nutné adaptovat vySetfovanou osobu na standardni teplotu a zajistit Cistotu
nehtového ltzka. Pro lepsi rozliSeni kapilarnich kli¢ek se aplikuje do oblasti nehtového
valu kapka imerzniho oleje. Obvykle se vySetiuje 2.-5. prst na obou hornich
koncetinach (78).
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Dokonalejsi modifikaci standardniho kapilaroskopického vySetieni je
videokapilaroskopie. Jde o metodu, pii které se kapilaroskopicky obraz piendSi na
obrazovku a zaznam je nahravan, coz umoziuje podrobné posouzeni zmen véetné méteni
pruméru jednotlivych kapilar a soucasn¢ usnadnuje sledovani dynamiky nalezi na
kapilarnich klickdch v case. V kapilaroskopickém obraze je jednim z hlavnich

hodnocenych kritérii pocet kapilarnich klicek (79).

Laserova kapilaroskopie
Dopplerovska

flowmetrie I

cca 15%
nutrivni
pratok

cca 85%
termoreg.
prutok

Obrazek 11. Porovnani vysetfovacich technik mikrocirkulace (metoda laser-Doppler,

kapilaroskopie a metoda transkutanniho méfeni krevnich plynt) (upraveno podle 80).

Kontrastni vysSetireni mikrocirkulace s mikrobublinami

Kontrastni ultrazvukové vysetieni s mikrobublinami (contrast-enhanced ultrasound with
microbubles) patii mezi nové ultrasonografické metody k hodnoceni mikrocirkulace.
Toto vySetfeni umoznuje v redlném Case hodnotit perfiizi riznych tkani. Jako kontrastni
latka se pouziva plyn ve stabilizovanych mikrobublinich (81). Vyhodou je pak
1 interakce mezi ultrazvukovym vinénim a vlastnim kontrastnim médiem (za pouZiti

urcitych frekvenci dochazi k destrukci bublin).

2.3.3. Kombinace biochemickych parametri a instrumentalnich metod

Kombinace hodnoceni endotelové dysfunkce pomoci metod instrumentalnich
a biochemickych miiZze pfinést komplexnéjsi obraz o cévnich zménach nez samotné
vySetfeni pouze jednim z vySe uvedenych postupl a to i v pocate¢nim stadiu poskozeni,

kdy zmény ve funkci endotelu jesté nelze detekovat jinymi postupy (82).
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2.4. Endotelova dysfunkce a mikrovaskularni reaktivita u diabetu a endokrinopatii

U pacientd sdiabetem se cévni zmény tradicné rozd€luji na mikroangiopatii
a makroangiopatii, pfi¢emz endotelova dysfunkce je globalni poruchou celého cévniho
feCisté. Mikroangiopatie zptusobuje u pacienti s diabetem 1. i 2. typu rozvoj pozdnich
komplikaci  (nefropatie,  retinopatie, = neuropatie).  Dusledkem  pfitomnosti
makroangiopatickych zmén (aterosklerdzy) je v této skupiné pacienti zvySeny vyskyt
kardiovaskularnich a cerebrovaskularnich ptihod a ischemické choroby dolnich koncetin.
Zvysené riziko vyskytu cévnich komplikaci je popisovano i u pacientii s hormonalnimi
nemocemi, jako je napiiklad akromegalie (spojena s nadprodukci rdstového hormonu)
(4), Cushingtiv syndrom (s nadprodukci kortizolu) (3, 5) a Conniv syndrom (vyssi
produkce aldosteronu s pfitomnosti vyznamné arterialni hypertenze) (6).

Podrobny patofyziologicky podklad vzniku endotelové dysfunkce u jednotlivych
onemocnéni ¢i stavi (hyperglykémie, arteridlni hypertenze, hyperlipidémie) je popsan
v kapitole 2.1.1.

Diabetes mellitus 2. typu je onemocnéni tzce spojené s negativnimi civiliza¢nimi
navyky, jako je nedostate¢na fyzicka aktivita, zvySeny pfijem potravy, koufeni a také
s ostatnimi chorobami. Patofyziologickym podkladem vzniku endotelové dysfunkce pak
u takového pacienta neni pouze hyperglykémie, ale cely soubor negativnich vlivi
(hyperinzulinémie, arterialni hypertenze, hyperlipidémie a dalsi). Mizeme se domnivat,

Ze se tyto rizikové faktory scitaji a poSkozeni endotelu vznika o to rychleji (1).

Poruchy mikrocirkulace jsou pfitomné i u pacientli s Cerstvé diagnostikovanym diabetem,
u nediabetikd s inzulinovou rezistenci a dokonce i u 0sob s normalnim metabolizmem
glukozy, ale s familiarnim rizikem pro rozvoj diabetu (7, 83). Né&kteti obézni pacienti
s inzulinovou rezistenci a normdlni glukézovou toleranci maji stejné zavaznou
endotelovou dysfunkci jako pacienti s diabetem 2. typu bez inzulinové 1écby. Tato
skutecnost vede k domnénce, Ze endotelovd dysfunkce muize byt vice ovlivnéna
inzulinovou rezistenci nez hyperglykémii (84). Podle jiného nazoru by dokonce mohla
byt inzulinovd rezistence vyvoldvajicim faktorem poskozeni mikrovaskularni
reaktivity (85).

Dysbalance inzulinémie S diabetem uzce souvisi. Pacienti s diabetem 2. typu maji
vétSinou na pocatku onemocnéni hyperinzulinémii, sekrece inzulinu u nich postupné
klesa a v pozd¢jsi fazi onemocnéni se Casto stavaji zavisli na inzulinoterapii stejné jako

pacienti s diabetem 1. typu. Inzulin ma kromé fady metabolickych G¢inkt i vyznamny
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vliv na endotel a hladkou svalovinu v cévni stén¢. Je dulezitym stimulatorem tvorby NO
v endotelu prostiednictvim aktivace fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K), coz vede
k vazodilataci a zvySeni kapilarni perfuze. Za fyziologickych podminek vede stimulace
tvorby NO inzulinem K udrzeni rovnovahy mezi vazodilataci a vazokonstrikci (obr. 12).
Pfi inzulinové rezistenci je aktivace cesty PI3K snizena a pfevazuje druhd hlavni signalni

cesta inzulinu, ktera pisobi pfes mitogenem aktivovanou protein-kinazu (MAPK).

¥
IRS-1

|

|vazurelaxace| antiaterogenni proliferace a | vazokonstrikce |
efekt migrace

protizanétlivy r;'j;:z':
metabolické efekt
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efekt

I/
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||

Obrazek 12. Schématické zndzornéni mechanizmu pusobeni inzulinu na cévni sténu
a rovnovahy mezi vazodilatanim a vazokonstrikénim pisobenim inzulinu (autor M.

Prazny). IRS-1 — inzulin responzivni substrat 1, ET-1 — endotelin 1.

Aktivace MAPK zplsobuje pievazné vazokonstrikci a zvysuje riziko rozvoje endotelové
dysfunkce a aterosklerotickych zmén (86).

Vazodilataéni plisobeni inzulinu Vv tepenném 1 Zilnim fecisti a zvySeni kapilarni perfuze
bylo prokazéno v fad€ studii. V pribéhu euglykemického clampu dochazi ke zvyseni
prutoku krve v kosternim svalu. Tento jev je zavisly na délce plsobeni a koncentraci
inzulinu. Ke zvySeni mnozstvi kapilar zapojenych do perfize dochazi v fadu minut
a nasledné se zvySuje i vychytavani glukozy v kosternim svalu (87). V piipadé
inzulinové rezistence ¢i inzulinopenie dochédzi k nedostatecnému vazodilataénimu
plsobeni inzulinu, tim je otevieno méné kapildr, snizuje se pritok kosternim svalem, je

Vv ném sniZena spotieba glukdzy, zatimco glykémie v plazmé stoupa (88).



Koncentrace inzulinu vkrvi ma vliv také na krevni tlak. Inzulin vede Kk aktivaci
sympatického autonomniho nervového systému a stimulaci sekrece vazokonstrikéné
pusobiciho endotelinu 1. U zdravych osob dochazi po vzestupu koncentrace inzulinu ke
zvySeni koncentrace katecholamint. Inhibice MAPK a blokada receptori pro endotelin 1
vede ke zvySeni arterialniho krevniho tlaku a pievazujici vazokonstrikei (89). Inzulin tak
vykazuje protichiidné piisobeni, které¢ je za fyziologickych podminek v rovnovaze a ma
tak pouze maly dopad na krevni tlak. Za situace, kdy se u jedince rozvine inzulinova
rezistence, dochazi ke sniZzeni biologické dostupnosti NO a k chronické aktivaci
sympatiku vlivem kompenzatorni hyperinzulinémie. Rovnovédha mezi vazodilataénim
a vazokonstrikénim pusobenim inzulinu je tak vychylena ve sméru vazokonstrikce.
Hyperinzulinémie se u pacientii s inzulinovou rezistenci proto mutize podilet i na rozvoji
arterialni hypertenze (90).

Aktivaci MAPK a dalSich protoonkogennich transkripénich faktord se inzulin uplatiuje
jako rustovy faktor. V kulturach hladkych bunék arteridlni stény stimuluje jejich rust
a migraci (86). ZvySena proliferaéni aktivita nékterych bunck cévni stény se mize
projevit zvySenym vyskytem cévnich komplikaci u pacientli s hyperinzulinémii.
V hladkych svalovych buiikach cévni stény dochdzi k interakci mezi signalni cestou
inzulinu a renin-angioteninovym systémem (91). Receptor pro angiotenzin Il (AT;) po
aktivaci zpusobuje prozanétlivou odpovéd’ a ma proaterogenni efekt. Inzulin stimuluje
prostiednictvim MAPK expresi angiotenzinu a AT; Vkulturach hladkého svalstva
a naopak angiotenzin Il ovliviiuje signalni cestu inzulinu. Pfi inzulinové rezistenci tak
nadmérnd aktivace angiotenzinu II vede kromé¢ vlastniho proaterogenniho ptisobeni navic
i k pfevazujici aktivaci MAPK se vSemi vySe uvedenymi disledky a mize se podilet na

rozvoji kardiovaskularnich komplikaci (92).

Diabetes mellitus ovliviiuje také distribuci krve v mikrocirkulaci. Dynamickym
kapilaroskopickym vysetfenim byl v mikrovaskularnim fecisti u pacientd s diabetem
prokazan mirné zvySeny pritok, pouze vSak u pacientd s diabetem bez
makrovaskularnich komplikaci, u pacientil s diabetem a vaskularnimi komplikacemi byl
prutok naopak snizeny. Diivodem je pravdépodobné zvySeni pratoku AV zkraty
a maldistribuce v mikrocirkulaci (93). U pacientt s diabetem byl taktéz pozorovan pokles
prutoku v nutricnich kapilarach se soucasnym tmérnym zvySenim prutoku v AV

zkratech. K diabetické mikroangiopatii pfispiva i ztrata venoarterialni reaktivity, ktera
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vV normalni situaci omezuje arterialni pfitok, zvySuje prekapilarni rezistenci ve tkanich
a zamezuje vyrazn&jSimu vzestupu kapilarniho tlaku (94).

Mikrovaskularni dysfunkci u pacientt s diabetem v neposledni fadé negativné ovliviiuji
AGE. Vyssi koncentrace AGE se vyskytuje u pacient s diabetem 2. typu i u pacient
srizikem jeho rozvoje a je asociovdna se signifikantnim zhorSenim mikrovaskularni

reaktivity (95).

2.5. Shrnuti teoretické casti

Endotel ma nezastupitelnou ulohu v regulaci funkce cévni stény a mikrovaskularni
reaktivity. Podili se na regulaci cévniho tonu, krevniho tlaku, tkanové perfize a Gcastni
se mnoha fyziologickych procesti. Endotelové bunky pomoci riiznych mediatort
ovliviiuji vazomotorickou ¢innost cév, rovnovahu koagula¢ni kaskady, proces fibrinolyzy
a reguluji permeabilitu cév. Existuje mnoho mechanickych, biologickych
i imunochemickych faktort, které vedou k rozvoji oxidacniho stresu, negativné ovliviiuji
endotel, vedou kjeho aktivaci a dysfunkci. Endotelova dysfunkce piedchazi rozvoj
aterosklerotickych zmén a je reverzibilni. Jeji v€asna detekce a zahajeni preventivnich
lécebnych opatieni by u predisponovanych pacienti mohlo vést k zabranéni rozvoje
cévnich komplikaci nebo alespon k jejich oddéaleni. Vyzkum endotelové dysfunkce
i mikrocirkulace a vyvoj novych metod k jejich hodnoceni je proto aktualnim tématem
moderni angiologie i fady jinych oborid. V soucasné dobé se mira endotelové dysfunkce
a stav mikrovaskularniho fecist¢ hodnoti pomoci biochemickych markert, nékterymi
instrumentalnimi metodami nebo jejich kombinaci. Znalost téchto parametrii mize
pfinést souhrnny obraz o zménach funkce endotelu i v poc¢ateénim stadiu poskozeni, kdy
tyto zmény jesté nelze detekovat jinou metodou. U predisponovanych jedinct, napiiklad
pacientli s diabetem, by mohlo byt hodnoceni endotelové dysfunkce a stavu
mikrovaskularniho fecisté dillezZité pro posouzeni rizika rozvoje vaskularnich komplikaci.
U rizikovych pacientl by ptipadné farmakologicka i nefarmakologicka intervence mohla
vést ke snizeni rizika rozvoje cévnich komplikaci jiz vzniklych.

Krom¢ mikroalbuminurie neni endotelova dysfunkce zatim v praxi bézné vySetiovana.
Limitaci rutinniho vySetfeni je pfedevsim rozporuplnost vysledkli ziskanych z rtiznych
uvedenych vySetfovacich metod, neznalost pfesnéjSich vztahovych souvislosti
jednotlivych markertt endotelové dysfunkce a rizika vzniku onemocnéni, chybéjici
pfesna diagnostickd kritéria a V neposledni fadé¢ nedostatek studiemi podloZenych

moznosti 1é¢ebné intervence endotelové dysfunkce.
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3. Hypotéza a cile prace

Regula¢ni mechanizmy mikrocirkulace exponované komplexnim patologickym vliviim
jsou odlisné od regulace za podminek fyziologickych (1). Cilem prace je doloZit na
ctyfech presné definovanych souborech pacientii s metabolickymi a hormonalnimi
poruchami vliv téchto patologickych podminek na regulaci mikrovaskularniho fecisté
v klidu i po stimulaci. Vychazeli jsme z ptedpokladu, Ze po odstranéni patologickych
podminek dojde knormalizaci nebo alesponn k vyznamnému zlepSeni zmén
v mikrocirkulaci a v jejich regula¢nich mechanizmech. Ke zkoumani mikrocirkulace byla
pouzita kombinovand metodika vySetfeni vybranych biochemickych ukazateli funkce

endotelu a neinvazivni vySetfeni kozni mikrocirkulace pomoci metody laser-Doppler.

Specifické cile nasi prace byly nasledujici:

zhodnotit kozni mikrovaskularni reaktivitu a faktory, které ji mohou u pacientii

s Cushingovym syndromem ovliviiovat (parametry fibrinolyzy, oxida¢niho stresu,

pfitomnost arterialni hypertenze, diabetu a hyperlipidémie)

- zhodnotit vliv rychlé zmény glykémie na mikrovaskuladrni reaktivitu a funkci
endotelu béhem hyperinzulinemického izoglykemického a hyperglykemického
clampu u pacientd s diabetem 1. typu

- porovnat mikrovaskuldrni reaktivitu, metabolické parametry a parametry funkce
endotelu pfed standardni snidani a nasledné v né€kolika casovych intervalech
postprandialné u pacientl s recentné zjisténym diabetem 2. typu

- porovnat parametry glykemické variability s kompenzaci diabetu, s parametry

inzulinové terapie a s mikrovaskularni reaktivitou u pacientd s diabetem 1. typu

l1écenych inzulinovou pumpou
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4. Metodika

V jednotlivych studiich byly pouzity rizné soubory pacienti S metabolickymi
a hormonalnimi poruchami, jejichz definice jsou uvedené v ptislusnych podkapitolach.
Metody vySetfeni biochemickych parametrt, markerd endotelové dysfunkce

a mikrovaskularni reaktivity, stejn¢ tak jako pouzité statistické metody, byly shodné.

4.1. Biochemické metody

Celkovy plazmaticky cholesterol (TC), HDL- a LDL-cholesterol (HDL-C, LDL-C)
a triglyceridy (TG) byly stanoveny rutinnimi metodami v analyzatoru HITACHI nebo
analyzatoru COBAS Mira (Roche). LDL-C byl vypoditan pomoci Friedwaldova
vzorce (96).

Glykovany hemoglobin HbA;c byl méfen pomoci Imx Ghb Assay system, Abbot
analyzer (USA) s DCCT kalibraci ve studii s pacienty s Cushingovym syndromem
a pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC — high performance liquid
chromatography) s IFCC kalibraci v ostatnich studiich. Plazmaticka hladina glukozy byla
métena standardni glukdzo-oxiddzovou metodou analyzatorem Cobas Mira (ROCHE) ¢i
Super GL Ambulance (Dr. Miiller Gerdtebau, Némecko). Hladina inzulinu v séru byla
stanovena pomoci RIA kitu (Pharmacia-Upjohn Diagnostics, Svédsko a CIS Bio
International, Francie). Inzulinova rezistence byla vypocitana pomoci HOMA-R indexu
(homeostasis model assessment insulin resistance index) z glykémie nala¢no (G)
a koncentrace inzulinu (I) s pouzitim vzorce: (G*1)/22.5 (97).

Aktivita Cu,Zn-SOD v erytrocytech byla vyhodnocena xantin-xantin-oxidazovym
systémem ve spektrofotometru Genesys 5, USA (98). Plazmaticka koncentrace MDA
byla méfena pomoci fluorimetrické metody (99).

Plazmaticka koncentrace tPA a PAI-1 byly stanoveny pomoci ELISA, komerénim kitem
Coalisa tPA and PAI-1 (KABI Diagnostics, Svédsko). Fibrinogen byl stanoven pomoci
metody dle Clausse (100) v automatickém analyzatoru.

E-selektin, P-selektin, ICAM-1 a VCAM byly stanoveny komerénimi kyty ELISA, RD
System Europe, (Abingdon, UK). Sérova NAG byla meéfena spektrofotometricky
s vyuzitim p-nitrofenyl-N-acetyl-B-D-glukézaminu (Sigma, USA) jako substratu (101).
Hladiny plazmatického kortizolu a volny mocovy kortizol (UFC) byly stanoveny pomoci
RIA kitu (Immunotech, Francie).

Vsechny vzorky pacientl v jednotlivych studiich byly zpracovany vzdy najednou, aby se

minimalizovala variabilita méfeni.
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4.2. Mikrovaskularni reaktivita

Kozni mikrovaskularni reaktivita byla méfena metodou laser-Doppler, pfistrojem
PeriFlux PF 4001 Master a termostatickou jednotkou PeriTemp 4001 Heater, Perimed
(Svédsko) (obr. 13). Nastaveni piistroje bylo nasledovné: Gasova konstanta 0,02 s,
frekvence meéteni 32 Hz. VySetfovani probihalo pfi pokojové teploté 22°C, vsedé,
pacienti byly pied vysetfenim ponechani 30 minut v Klidu z dvodu aklimatizace. Ke
stanoveni mikrovaskularni reaktivity byly vybrany stimulac¢ni testy post-okluzivni
reaktivni hyperémie (PORH) a termdlni hyperémie (TH). Pro oba testy byly pouzity dvé
sondy; standardni sonda umisténa na bfisku tietiho prstu nedominantni horni koncetiny
a termostatickd sonda umisténd na ventralni stranu predlokti téze koncetiny (typ 455,
pramér 23 mm, vzdalenost vldken 0,25 mm). Svétlovodnd vldkna termostatické sondy
jsou integrovéana do temperovaného disku, coz umoZiluje konzistentni zahtati celé plochy
pod sondou. Sondy byly pfipevnény oboustranné lepici néplasti (3M, USA).
Termostaticka sonda na predlokti byla zahtata na 32°C z divodu stabilizace teploty kiize

pii PORH. Jako teplotni stimulace pii TH byla teplota zvySena na 44°C.

Obrazek 13. Ptistroj na méteni metodou laser-Doppler na 3. interni klinice VFN.

Bazalni perfize (PORHb) byla méfena 2 minuty pfed PORH testem. Nasledné byla
provedena okluze brachialni arterie po dobu 3,5 min pomoci manzety tonometru
insuflované na suprasystolickou hodnotu tlaku (+20 mmHg). K omezeni manipulace
s koncetinou v pribéhu testu byla manzeta tonometru upevnéna kolem paze pied
zaCatkem vySetfeni. PORH byla zaznamenéana po rychlém uvolnéni manzety po 3,5 min
okluzi, véetné¢ maximalni perfuze pii hyperémii (PORHmMax) a casu potiebného

k dosazeni maximalni perfuze (PORHt). Dynamicky parametr, rychlost vzestupu perfuze
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(PORHmax/t), byla vypocitana jako pomér PORHmax a PORHt. Relativni hyperémie
(PORH%) byla vypocitana jako procentualni vzestup nad bazalni hodnotu
PORH%=(PORHmax/PORHb-1)*100.

Termalni hyperémie byla méfena 10 minut po testu s PORH na stejném misté paze.
Teplota sondy byla nastavena na 44°C a podobn¢ jako u testu s PORH byly zaznamenany
nebo vypocitany parametry THmax, THt a THmax/t. TH% byla vypocitana s pouzitim
vzorce TH%=(THmax/PORHb-1)*100.

Hodnoty perfaze jsou uvedeny Vv arbitrarnich perfuznich jednotkach (PU). Pro
zaznamenani a vyhodnoceni dat perfaze byl pouzit software Perisoft pro DOS 5.10C2
a Perisoft pro Windows 2.5 (obr. 14). Zaznamy byly zaslepeny a vyhodnocovani bylo
provadéno V jednotlivych studiich jednou osobou. Intra-individualni koeficient
variability metody laser-Doppler u 5 zdravych osob vySetfovanych 10x béhem po sobé
jdoucich dni se liSil od 17 do 24% v TH a od 19 do 25% u PORH, v zavislosti na

meétenych parametrech.

1FU 1 L it
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= mmm
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D_ ]
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Obrazek 14. Ukazka zaznamu méfeni metodou laser-Doppler, kiivka ze sondy na prstu

(nahote) a na ptedlokti (dole).

4.3. Statistické vyhodnoceni

Ke statistické analyze byly pouzity software S.A.S. 8.2 a Statistica 6.0 pro Windows.
Khodnoceni byly vyuzity zakladni metody deskriptivni statistiky, pro porovnani
vysledkti mezi skupinami parovy a neparovy t-test, ANOVA nebo Wilcoxonav test
(ptipadné test Mann-Whitney a Kolmogorov-Smirnov podle distribuce dat). Pro
korela¢ni analyzu byla dale k hodnoceni pouzita Pearsonova ¢i piipadné Spearmanova
korelacni analyza, v zavislosti na distribuci dat. Data jsou vyjadiena jako primér £SD,

neni-li uvedeno jinak.
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5. Vlastni studie

5.1. Mikrovaskularni reaktivita a funkce endotelu u pacientii s Cushingovym
syndromem

Vysledky této studie byly publikovany v praci: Prazny, M., Jezkova, J., Horova, E.,
Lazarova, V., Hana, V., Kvasnicka, J. et al. Impaired microvascular reactivity and
endothelial function in patients with Cushing’s syndrome: Influence of arterial

hypertension. Physiological Research, 2008. 57(1): 13-22. IF=1,505 (piiloha 10.4.).

Cil prace

Cilem této studie bylo zhodnotit kozni mikrovaskularni reaktivitu a faktory, které ji
mohou u pacientli s Cushingovym syndromem ovliviiovat. Mezi tyto mozné faktory jsme
zatadili parametry fibrinolyzy, oxida¢niho stresu, ptitomnost arterialni hypertenze,

diabetu a hyperlipidémie.

Uvod

Hyperkortizolémie je spojena s Castéj$im vyskytem aterosklerdzy, cévnich i jinych
komplikaci, a proto také s vys$si morbiditou a mortalitou. Cushingova choroba
predstavuje asi 70% vSech pripadi endogenni nadprodukce kortizolu (Cushinglv
syndrom). Je to vzacné endokrinni onemocnéni s prevalenci okolo 3,9 pfipadd na
100 000 obyvatel s ptibliznou incidenci 0,24 pfipadt na 100 000 obyvatel za rok (102).
Pacienti s nelécenym Cushingovym syndromem maji vyrazné zvysené kardiovaskularni
riziko a jejich mortalita z kardiovaskularnich pti¢in je 4-5x vyS$i nez u ostatni populace
(102, 103). Nicméné i pacienti slécenym Cushingovym syndromem maji zvySenou
prevalenci aterosklerozy jesté n€kolik let po normalizaci hladin kortizolu (104, 105).
Efekt hyperkortizolizmu na mikrovaskularni reaktivitu je malo znam. Cilem této studie
bylo vyhodnoceni mikrovaskularni reaktivity pomoci metody laser-Doppler a dale
zhodnoceni funkce endotelu, parametrti fibrinolyzy a oxida¢niho stresu u pacientt
S Cushingovym syndromem. Vysledky byly porovndny s kontrolni skupinou a také
S podskupinou pacientil po UspéSné operaci.

Kombinace vySetfeni metodou laser-Doppler a stanoveni biochemickych parametra
endotelové dysfunkce, oxidaéniho stresu a fibrinolyzy by mohlo pfinést uzite¢né
informace o cévnich zménach u pacienti s Cushingovym syndromem a mohlo by vést

k lepsimu porozuméni mechanizmu vzniku cévniho postizeni pii hyperkortizolizmu.
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Obrazek 15. Schéma a fotografie typického obrazu pacientky s Cushingovym

syndromem (schéma upraveno podle 106, autor fotografie M. Prazny).

Metody

Do studie bylo zafazeno 29 pacientt (8 muzd, 21 zen, vék 47 =+ 12 let)
s hyperkortizolizmem (skupina HC). Pfi¢inou hyperkortizolizmu byl u 22 pacienti
adenom hypofyzy (Cushingova choroba), u 6 pacientti adenom nadledvin a u 1 pacienta
ektopicka produkce ACTH. Pacienti s Cushingovym syndromem se vyznacovali
typickym vzhledem (obr. 15), zvySenou koncentraci volného kortizolu v moc¢i (UFC),
naruSenym cirkadidnnim rytmem sekrece kortizolu bez no¢niho poklesu a nedostatecnym
poklesem hladiny kortizolu v odpovéd’ na dexametazonovy supresni test S nizkou davkou
dexametazonu (LDDST - zkracena varianta s | mg dexametazonu podaného peroralné
vecer ve 23:00 hodin). Diagnéza adenomu hypofyzy a adenomu kiry nadledvin byla
potvrzena histologickym vySetfenim. 15 pacientd (52%) s hyperkortizolizmem mélo
diabetes mellitus, 11 (38%) z nich bylo 1é¢eno dietou ¢i peroralnimi antidiabetiky
a 4 (14%) inzulinem. Pacienti s diabetem byli do studie zahrnuti, protoze sekundarni
diabetes je castou a neoddélitelnou komplikaci klinicky vyjadteného hyperkortizolizmu.

Ve studii byli ponechani i1 pacienti 1é¢eni inzulinem, nebot’ se svymi parametry vyraznéji
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neliSili od zbytku skupiny. 17 pacientti (59%) bylo 1éCeno pro arteridlni hypertenzi
peroralnimi antihypertenzivy. Pouze jeden pacient mél v anamnéze ischemickou chorobu
srde¢ni s anginou pectoris.

10 pacienti (4 muzi, 6 zen, vék 45 £ 11 let) podstoupilo Uspésny chirurgicky vykon
a bylo znovu vysetfeno v odstupu 6-24 mésict (prumérmné 16 = 6 mesict), kdy jejich
hladiny kortizolu dosahly normalnich hodnot (skupina NC). Tato uspé&$na lécba byla
potvrzena normalni koncentraci vylucovaného volného mocového kortizolu za 24 hod,
tpravou cirkadianni sekrece kortizolu a snizenim hladiny kortizolu po LDDST. Zadny
Z pacientl z NC skupiny nemé¢l v dobé vySetfeni po operaci pfitomny diabetes ani
arterialni hypertenzi.

16 zdravych osob srovnatelného v€ku a body mass indexu (BMI) (4 muzi, 12 Zen, veék
48 £+ 11 let) bylo zafazeno do studie jako kontrolni skupina. Tyto osoby se studie
zucastnily dobrovolné a byly vybrany z fad persondlu nemocnice a z fad jinak zdravych
obéznich pacientii nezapojenych do reduk¢nich programti ani jinych studii.

Parametry vSech ucastnikii studie jsou uvedeny v tabulce 1. Fibrinolyza byla
charakterizovana plazmatickou koncentraci tPA a PAI-1. Aktivita sérové NAG,
E-selektin, P-selektin a ICAM-1 byly pouzity jako biochemické markery endotelové
aktivity. Mikrovaskularni reaktivita byla stanovena metodou laser-Doppler.

Studie byla schvalena Etickou komisi 1. Iékatské fakulty Univerzity Karlovy a vSichni

ucastnici podepsali pfed zafazenim do studie informovany souhlas.

Vysledky

Vysledky BMI, UFC, no¢ni hladiny kortizolu a hladiny kortizolu po LDDST, glykémie,
HbAic, triglyceridd, inzulinu a HOMA-R jsou uvedeny vtabulce 1. Pacienti
S Cushingovym syndromem se podle ocekavani signifikantné liSili od kontrolni skupiny
v parametrech sekrece kortizolu: ve zvysené hladiné volného kortizolu v moc¢i (UFC,
p<0,001), no¢ni hladin€ kortizolu (p<0,001) a v abnormalni sekreci kortizolu v odpoveéd’
na podani 1,0 mg dexametazonu (p<0,001). U skupiny HC byly naméteny signifikantné
vys$i koncentrace lipidovych parametri, po uspé$né operaci vSak doslo k jejich poklesu
na hladiny srovnatelné s kontrolni skupinou. Pacienti ze skupiny HC méli také
signifikantné vyssi systolicky (STK) a diastolicky (dTK) krevni tlak v porovnani

s kontrolni skupinou. Pacienti ze skupiny NC m¢li signifikantné zvySeny pouze sTK.
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Tabulka 1. Charakteristika pacientl s hyperkortizolizmem (HC), s normalizovanou

sekreci kortizolu (NC) a kontrolni skupiny.

HC NC kontrolni skupina

(n=29) (n=10) (n=16)
vék (roky) 47 £ 12 45+ 11 48+ 11
pohlavi (M/Z) 8/21 4/6 4/12
BMI (kg/m?) 31,30 + 7,07 27,97 + 8,09 28,66 + 3,52
glykémie (mmol/1) 7,55+3,75 5,27 +0,73 5,16 £ 0,24
HbA.c (%, DCCT) 75+1,8% 58+1,3 47403
UFC (nmol/24 hod) 1702,8 +2709,5 *¢ 146,8 +110,1 186,0 £ 79,9
?rllarlrcll(i)rllla;)noéniho kortizolu 682.9 + 353,8 %° 04,8 + 38,2 i
kortizol p¥i LDDST (nmol/l) | 728,2 +369,1 *¢ 47,6+ 16,2 53,9+12,5
TC (mmol/l) 722+ 1,67Y° 5,35+ 0,50 538+0,78
HDL-C (mmol/l) 1,44 +0,27° 1,27 + 0,34 1,19+0,21
LDL-C (mmol/I) 428 + 1,27 *P 3,20+ 0,39 344+ 0,67
TG (mmol/l) 2,80 +1,26°" 1,94 + 1,28 1,66 + 0,94
inzulinémie (mIU/I) 35+£24° 215 16+12
HOMA-R 12,20 + 12,58 4,60 £ 1,45 34419
sTK (mmHg) 148 +21° 133+10° 122+6
dTK (mmHg) 92+13° 82+8 77+ 6

Statistickd vyznamnost rozdild mezi skupinami HC a NC *p<0,05, Yp<0,01, mezi
skupinami HC nebo NC a kontrolni skupinou ®p<0,05, bp<0,01, °p<0,001.

Vysledky parametrii fibrinolyzy, oxidaéniho stresu a funkce endotelu jsou uvedeny
v tabulce 2. Plazmaticka koncentrace MDA byla u HC pacienti signifikantné zvysena
(graf 1a) v porovnani s hodnotami po 1é¢bé a v porovnani s kontrolni skupinou. Aktivita
Cu,Zn-SOD byla signifikantné¢ snizena u HC i NC pacienti V porovnani s kontrolami
(graf 1b). Plazmaticka hladina tPA byla signifikantné zvySena pii hyperkortizolémii
a normalizovéana po 1écbé. V porovnani s kontrolni skupinou byla u HC a NC pacientt
zvysena také hladina ICAM-1 (graf 1c), nejvyssi koncentrace byla prekvapivé zjisténa
u pacientll po normalizaci kortizolémie. Rozdil byl signifikantni také pfi porovnani NC
a HC skupiny. Hladiny E- a P- selektinu byly u pacient s hyperkortizolémii zvySeny

nesignifikantné.
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Graf 1. Porovnani plazmatické koncentrace MDA a), aktivity Cu,Zn-SOD b)
a plazmatické hladiny ICAM-1 c¢) u pacienti s hyperkortizolizmem (HC), pacienti

s normalni hladinou kortizolu po Gspé&sné operaci (NC) a kontrolni skupinou.
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Statisticka vyznamnost rozdil mezi skupinami HC a NC *p<0,05, mezi skupinami HC
nebo NC a kontrolni skupinou "p<0,05, *"p<0,01, *"*p<0,001.
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Vysledky mikrovaskularni reaktivity jsou uvedeny Vv tabulce 2. MVR byla ve tfech

parametrech signifikantné snizena u HC pacientti ve srovnani s kontrolami (graf 2a,b,c).

Pozorovali jsme trend ke zlepSeni MVR po normalizaci hladin kortizolu, ale rozdil

Vv porovnani S HC pacienty ani kontrolni skupinou nedosahl statistického vyznamu.

Tabulka 2. Parametry oxida¢niho stresu, funkce endotelu, fibrinolyzy a mikrovaskularni

reaktivity u pacienti s hyperkortizolizmem (HC), s normalizovanou sekreci kortizolu

(NC) a kontrolni skupiny.

HC NC kontrolni skupina
(n=29) (n=10) (n=16)

MDA (pmol/l) 2,71 40,61 %P 2,07 +0,28 2,14+ 0,37
Cu,Zn-SOD (V) 0,88+ 0,29 ° 0,95+0,18°" 1,31+0,13
tPA (ng/ml) 7,87 +3,43 %2 447 +2,72 436+ 1,57
PAI-1 (ng/ml) 80,83 + 33,42 76,88 + 33,50 99,19 + 32,29
NAG (Ul 22,92 +7,74 21,19 + 6,06 18,66 + 5,92
E-selektin (ng/ml) 47,65 + 23,27 57,28 + 26,18 41,36 + 14,18
P-selektin (ng/ml) 169,00 + 63,60 175,17 £ 62,08 132,02 £ 47,22
ICAM-1 (ng/ml) 227,40 + 67,13 *P 290,84 + 74,22 ° 210,94 + 56,33
PORHmax (PU) 46,30 £25,392 59,02 + 35,56 64,25 £ 24,97
PORHmax/t (PU/s) 3,95+ 2,53 4,08 + 3,41 541+2,89
PORH% (%) 441,33 + 265,64 469,90 + 285,47 591,31 + 194,53
THmax (PU) 115,89 + 71,51 ° 144,11 + 73,80 171,63 + 68,06
THmax/t (PU/s) 1,27 +0,90° 1,66 + 0,76 2,30+ 1,39
TH% (%) 1305,37 + 815,71 1281,70 + 515,77 1768,06 + 628,07

Statistickd vyznamnost rozdili mezi skupinami HC a NC *p<0,05, Yp<0,01, mezi

skupinami HC nebo NC a kontrolni skupinou *p<0,05, °p<0,01, °p<0,001.
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Graf 2. Porovnani parametri mikrovaskularni reaktivity: PORHmax na ptedlokti a),
THmax b) a THmax/t c) u pacientt s hyperkortizolizmem (HC), pacientii s normalni

hladinou kortizolu po tspésné operaci (NC) a kontrolni skupinou.
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Statisticka vyznamnost rozdili mezi skupinami HC a NC *p<0,05, mezi skupinami HC

nebo NC a kontrolni skupinou "p<0,05, *"p<0,01.
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V parametrech diabetu se HC pacienti 1é¢eni dietou, peroralnimi antidiabetiky C¢i
inzulinem od sebe vyraznéji nelisili. Jediny statisticky vyznamny rozdil mezi pacienty
s diabetem léCenym inzulinem a zbytkem HC skupiny byl v koncentraci PAI-1
(123,5 + 30,8 vs. 70,1 + 25,2 ng/ml, p<0,01). Biochemické parametry byly u skupiny HC
pacientl s arteridlni hypertenzi srovnatelné s HC pacienty bez arteridlni hypertenze,
ackoliv se tyto dvé skupiny statisticky vyznamné lisily v parametrech MVR. Hodnoty
PORHmax a PORHmax/t byly signifikantné¢ nizS§i u hypertenznich pacientli nez
u pacientli bez arterialni hypertenze (36,3 = 13,0 vs. 63,3 = 32,4 PU, p<0,01a 3,2+ 1,5
vs. 5,2 + 3,4 PU/s, p<0,05) a podobné¢ THmax a THmax/t (90,4 + 36,6 vs. 159,2 + 95,3
PU, p<0,05a 0,95 + 0,6 vs. 1,8 + 1,1 PU/s, p<0,05). Porovnani téchto parametri MVR
u pacientli s hyperkortizolémii s ohledem na piitomnost diabetes mellitus a/nebo

arterialni hypertenze jsou zobrazeny v grafech 3, 4 a 5.

Graf 3. Porovnani maximalni perfuze pfi PORHmax na predlokti u pacienti
s Cushingovym syndromem s diabetes mellitus a bez né¢ho (DM+, DM-) a s arteridlni
hypertenzi a bez ni (AH+, AH-) a u kontrolni skupiny. Statisticka vyznamnost rozdilu
mezi DM-AH+ nebo DM+AH+ a kontrolni skupinou "p<0,01, *'p<0,005 a mezi
skupinou DM-AH+ nebo DM+AH+ a skupinou DM-AH- *p<0,03, **p<0,01.
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Graf 4. Porovnani  maximalni  perfuize pfi THmax u  pacientl
s Cushingovym syndromem s diabetes mellitus a bez n¢ho (DM+, DM-) a s arterialni
hypertenzi a bez ni (AH+, AH-) a u kontrolni skupiny. Statistickd vyznamnost rozdilu
mezi DM-AH+ nebo DM+AH+ a kontrolni skupinou ‘p<0,01, ""p<0,005 a mezi
skupinou DM-AH+ nebo DM+AH+ a skupinou DM-AH- *p<0,03, **p<0,01.
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Graf 5. Porovnani rychlosti vzestupu perfize pti THmax/t u pacient s Cushingovym
syndromem s diabetes mellitus a bez n€ého (DM+, DM-) a s arterialni hypertenzi a bez ni
(AH+, AH-) a kontrolni skupiny. Statisticka vyznamnost rozdilu mezi DM-AH+ nebo
DM+AH+ a kontrolni skupinou "p<0,01, *'p<0,005 a mezi skupinou DM-AH+ nebo
DM+AH+ a skupinou DM-AH- *p<0,03, **p<0,01.
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U pacientl s hyperkortizolémii pozitivné korelovala koncentrace PAI-1 s BMI (r=0,62,
p=0,001), triglyceridy (r=0,56, p=0,003), aktivitou NAG v séru (r=0,58, p=0,008)
a koncentraci tPA (r=0,65, p=0,002). Vyznamn¢ pozitivni korelace byla zjiS§téna mezi
aktivitou NAG a BMI (r=0,63, p=0,002), zatimco mezi aktivitou NAG a Cu,Zn-SOD
(r=-0,56, p=0,02) a krevnim tlakem (r=-0,59, p=0,005) byla korelace negativni.
Negativni vztah byl zjistén také mezi ICAM-1 a termdlni hyperémii vyjadienou v %
(TH%, r=-0,44, p=0,02), zatimco koncentrace ICAM-1 pozitivné korelovala s hladinou
celkového cholesterolu (r=0,46, p=0,02) a glykémii nala¢no (r=0,58, p=0,003). Také
koncentrace MDA byla v pozitivnim vztahu k celkovému cholesterolu (r=0,61, p=0,004).
PORHmax a THmax/t negativné¢ korelovaly s krevnim tlakem (r=-0,50, p=0,009
ar=-0,42, p=0,03).

U pacienti po normalizaci sekrece kortizolu byla pozorovana vyznamna korelace pouze
mezi ICAM-1 a rychlosti vzestupu perfuze pti TH (r=0,75, p=0,04).

U kontrolni skupiny vyznamné korelovala koncentrace ICAM-1 s BMI (r=0,55, p=0,03)
a hladinou triglyceridt (r=0,65, p=0,009). Také koncentrace P-selektinu méla pozitivni
vztah k hladiné trigliceridt (r=0,63, p=0,009). Mezi aktivitou NAG a rychlosti vzestupu
perfuze pii PORH byla zjisténa negativni korelace (r=-0,60, p=0,02), zatimco mezi
koncentraci tPA a aktivitou NAG byl vztah pozitivni (r=0,84, p=0,02). MDA byl
V negativnim vztahu k PORHmax/t (r=-0,71, p=0,01), THmax (r=-0,59, p=0,05)
a THmax/t (r=-0,62, p=0,03).

Zavér

Ve studii zabyvajici se MVR a funkci endotelu u pacientd s Cushingovym syndromem
jsme u nemocnych s hyperkortizolémii zjistili zvySeny vyskyt arterialni hypertenze,
inzulinové rezistence a dyslipidémie. Pacienti s Cushingovym syndromem méli také
poruseny proces fibrinolyzy, zvySeny oxidacni stres a endotelovou dysfunkci. Samotny
hyperkortizolizmus pravdépodobné neni na inhibici oxidac¢niho stresu dostate¢ny. Dale
jsme u pacientd s Cushingovym syndromem prokéazali snizenou MVR, kterd zatim
u tohoto endokrinniho onemocnéni nebyla popsana. Piima souvislost mezi MVR
a hyperkortizolémii prok4zana nebyla. Na zakladé vysledkl studie se domnivame, ze
MVR muze byt pii hyperkortizolizmu ovlivnéna mnoha riznymi faktory. Jako
nejvyznamngj$i faktor se jevi pritomnost arterialni hypertenze, nejvice poskozenou MVR
vSak méli pacienti s hyperkortizolémii a soucasnou kombinaci arteridlni hypertenze

a diabetu.
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Potvrzeni téchto vysledki dal§imi studiemi mize byt komplikovano relativné vzacnym
vyskytem této choroby. Neni jasné, zda porucha mikrocirkulace souvisi pfimo
i s makrovaskularnimi komplikacemi, ale pokud by tomu tak bylo, intenzivn&jsi 1é¢ba
arterialni hypertenze a tiprava hyperglykémie by mohla snizit vyskyt cévnich komplikaci

a kardiovaskularniho rizika u pacientii s Cushingovym syndromem.

5.2. Vliv rychlé zmény glykémie béhem hyperinzulinemického izoglykemického
a hyperglykemického clampu na mikrovaskularni reaktivitu a funkci endotelu
u pacienti s diabetem 1. typu

Vysledky této studie byly publikovany v praci: Horova, E., Mazoch, J., Hilgertova, J.,
Kvasni¢ka, J., Skrha, J., Soupal, J., Prazny, M. Acute hyperglycemia does not impair
microvascular reactivity and endothelial function during hyperinsulinemic isoglycemic
and hyperglycemic clamp in type 1 diabetic patients. Exp Diabetes Res, 2012. 851487.
IF=1,528 (piiloha 10.4.).

Cil prace
Cilem této studie bylo zhodnotit vliv rychlé¢ zmény glykémie na mikrovaskularni
reaktivitu a funkci endotelu béhem hyperinzulinemického izoglykemického

a hyperglykemického clampu u pacientii s diabetem 1. typu.

Uvod

Dlouhodoba hyperglykémie sindukci oxida¢niho stresu a dysfunkce endotelu je
u pacienti s diabetem povazovana za jeden z kliCovych faktord pfi rozvoji mikro-
1 makrovaskularnich komplikaci. Dostate¢na kompenzace diabetu toto riziko vyznamné
snizuje (107, 108). Diskutovanou otazkou je vliv kratkodobé hyperglykémie a zvysené
variability glykémii (GV) na vznik diabetickych komplikaci. Zvysenda GV
pravdépodobné muize souviset srozvojem mikro- i makrovaskularnich komplikaci
u pacientt s diabetem 2. typu (109-112). Pouze jedna studie s mensim poc¢tem diabetika
1. typu dokladé pravdépodobnou souvislost mezi zvySenou GV a diabetickou neuropatii
(113). Nicméné na zakladé studie DCCT neni zvySena GV povaZzovana za rizikovy faktor
ptispivajici ke vzniku mikrovaskularnich komplikaci u pacientti s diabetem 1. typu (114,
115). Limitaci studie DCCT a mozny divod negativniho vysledku je nizky pocet kiivek
GV, které byly v této studii méteny.
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Detailngj$i vyznam zvySené GV u pacientl s diabetem 1. typu, podlozeny klinickymi
studiemi, vSak neni zatim zcela znam. Stejné tak neni pfili§ jasné, jakym mechanizmem
by mohla zvysena GV diabetické komplikace zpusobit. Jednim z faktord muze byt
pravdépodobné endotelova dysfunkce indukovana oxidacnim stresem pii zvysené GV
(116-120), coz bylo prokazano u pacientti s diabetem 2. typu (121, 122).

Proto bylo naSim cilem zhodnotit vliv rychlych zmén glykémie na MVR a funkci
endotelu u pacienti s diabetem 1. typu. Zkoumali jsme vztah mezi rychle navozenou
hyperglykémii béhem clampu a oxida¢nim stresem.

U pacienti s diabetem 2. typu muze ovliviiovat cévni sténu a tim i rozvoj cévnich
komplikaci celd fada parametri jako je hyperglykémie, hyperinzulinémie, arterialni
hypertenze, hyperlipidémie a dalsi faktory (123, 124). U pacientd s diabetem 1. typu je
situace ponc¢kud odliSna, primarni poruchou je deficit endogenni produkce inzulinu, ale
vliv inzulinu na cévni sténu zustava stejny. Stejné jako hyperglykémie, tak
i hyperinzulinémie ovliviiuje cévni reaktivitu (125, 126).

Je znamo, Ze inzulin ma in vivo i in vitro protizanétlivé ucinky a tlumi prooxidacni
reakce (127, 128). Nedavna prace Monniera et al. prokazala vyznamny rozdil
V parametrech oxida¢niho stresu mezi diabetiky 1. i 2. typu lééenymi inzulinem
a diabetiky 2. typu bez inzulinoterapie. Tento rozdil mize byt vysvétlen protektivnim

vlivem inzulinu na vznik oxida¢niho stresu (129).

Metody

Pacienti

Do studie bylo zatfazeno 16 pacientd s diabetem 1. typu (vék 51 = 7 let, BMI 25,7 + 3.7
kg/m?, trvani diabetu 24 + 7 let a HbAic 7,8 + 0,9% dle IFCC). Diagnoza diabetu byla
stanovena na podkladé klinického obrazu a nedetekovatelné hladiny C-peptidu (C-peptid
<0,05 nmol/l). Do studie byli zafazeni pouze pacienti bez vyjadienych mikro-
a makrovaskularnich komplikaci. VSichni pacienti byli 1é€eni kontinudlni subkutanni
infazi inzulinu (CSIl) pomoci inzulinové pumpy. Pouzity inzulin byl inzulinovy analog
lispro (n=8) nebo aspart (n=8). Primérna denni davka bazalniho inzulinu byla 24,9 + 9,1
IU, inzulinu podaného bolusy 21,8 £ 5,7 IU a celkového inzulinu 47,0 + 14 U za den.
Studie byla schvalena Etickou komisi 1. 1ékaiské fakulty Univerzity Karlovy a vSichni

ucastnici podepsali pied zafazenim do studie informovany souhlas.
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Hyperinzulinemicky izoglykemicky a hyperglykemicky clamp a kontrolni vysSetieni
Pacienti ve studii podstoupili dva clampy: nejprve standardni hyperinzulinemicky izo-
a hyperglykemicky clamp a nasledné s odstupem 2-8 tydna kontrolni izoglykemicky
clamp. Kontrolni clamp bez aplikace inzulinu a bez zvySeni glykémie byl proveden
z diivodu vylouceni nespecifickych vlivii souvisejicich s metodou clampu, ptedevs§im
zvétseni intravaskularniho volumu podévanymi roztoky a z ného vyplyvajici hemodiluci.
Dva pacienti ze Sestnacti odmitli uc¢ast na kontrolnim clampu. Ostatni pacienti tedy
slouzili zaroven i jako kontrolni skupina.

Clamp byl proveden standardnim zptisobem (130, 131) (obr. 16) s pouzitim intravendzni
infaze inzulinu 0,001 1U/kg/min. Inzulinova pumpa byla zastavena vzdy bezprostiedné
pred zacatkem clampu a znovu spusténa po jeho skonceni. Vstupni glykémie byla
6,8 = 2,7 mmol/l. Izoglykemicka faze testu trvala tfi hodiny (primérna glykémie
6,5 = 1,9 mmol/l), stejn¢ jako nasledna hyperglykemicka faze (3 hodiny, primérna
glykémie 12,0 £+ 1,6 mmol/l). Hladina glukézy v krvi byla métena v 5-10 min intervalech
pomoci piistroje SuperGL Ambulance (Freital, Némecko) a na zakladé¢ glykémie byla
manualné upravovana rychlost infaze 20% roztoku glukézy. Byly vypocitany parametry
inzulinové senzitivity: glucose disposal rate (M) charakterizujici souhrnny transport
glukézy zavisly a nezavisly na inzulinu, metabolicka clearance glukézy (MCRg)
vyjadiena jako pomér M/glykémie a index inzulinové senzitivity (MCRg/l) vyjadieny
pomérem MCRg/inzulinémie.

Béhem kontrolniho clampu nebyl podavan inzulin intraven6zné, ale pacienti ponechali
inzulinovou pumpu zapojenou Vv bazalnim rezimu. Korekce glykémie byla provadéna
infazi 20% roztoku glukézy a paralelné byl intravendzné béhem Sesti hodin podavan
stejny objem tekutin (fyziologicky roztok 0,9% NaCl) jako pfi pfedchazejicim izo-
a hyperglykemickém hyperinzulinemickém clampu. Vstupni glykémie byla 6,9 + 2,2

mmol/l a glykémie na konci testu 6,9 + 1,8 mmol/l.
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| méreni MVR

|| stanoveni glykémie
|| ze zilni krve

|| manuaini korekce

inzulin

20% glukodza
proménna rychlost

roztok 0,9% NaCl

Obrazek 16. Schéma aplikace latek, méfeni MVR a krevnich odbért pfi izoglykemickém
a hyperglykemickém hyperinzulinemickém clampu (upraveno podle Leonardo da Vinci,
Vitruvius, 1485-90, Venezia, Galleria dell'Accademia).

Biochemické metody a mikrovaskularni reaktivita

Sledované biochemické parametry jsou uvedeny v tabulce 3, inzulinémie v plazmé byla
méfena vstupné, v izo- i hyperglykemické fazi clampu a pii kontrolnim clampu vstupné
a na konci. Ostatni biochemické parametry byly stanoveny vstupné a na konci
hyperinzulinemického i kontrolniho clampu.

MVR byla méfena pomoci metody laser-Doppler vstupné, na konci izo-

1 hyperglykemické faze clampu a pfi kontrolnim clampu vstupné a na konci.

Vysledky

Vysledky biochemickych parametrt, inzulinové senzitivity, fibrinogenu, oxida¢niho
stresu, cytoadhezivnich molekul a MVR jsou uvedeny Vv tabulce 3. Vstupni hodnoty
vSech proménnych v hyperinzulinemickém a kontrolnim clampu jsou srovnatelné, bez
statisticky signifikantniho rozdilu.

TC, HDL 1 LDL cholesterol vyznamné klesl v hyperglykemické fazi clampu ve srovnani
se vstupni hodnotou a stejné tak se tyto koncentrace snizily na konci kontrolniho clampu.
Hodnoty TG a MDA se vyznamn& neménily. Koncentrace cytoadhezivnich molekul
(E- a P-selektini, ICAM-1 a VCAM) signifikantné poklesly v hyperglykemické fazi
clampu ve srovnani se vstupnimi hodnotami stejné jako béhem kontrolniho clampu

(pouze u P-selektinu pfi kontrolnim clampu nebyl pokles statisticky vyznamny).
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Tabulka 3. Biochemické parametry, parametry inzulinové senzitivity a mikrovaskularni

reaktivity — pfi

izoglykemické

(IZO) a

hyperglykemické

(HYPER)

fazi

hyperinzulinemického clampu a pfi kontrolnim clampu u pacientt s diabetem 1. typu.

hyperinzulinemicky clamp

kontrolni clamp

(n=16) (n=14)

vstupné 1O HYPER vstupné na konci
glykémie (mmol/l) 6,8+2,7 6,5+1,9 12,0+ 1,6 6,9+2,2 6,9+1,8
inzulinémie (mlU/I) 55+39 155 + 542 152 £47% 74 £55 65 + 46
M (umol/kg.min) - 30+£10 57 +£26 - -
MCRg (ml/kg.min) - 50+23 48+24 - -
21%5)6“ (ml/kg.min/mIU/I i 35416 35420 i i
TC (mmol/l) 4,6+0,7 - 43 +0,6° 4,7+0,8 4,3+0,8"
HDL-C (mmol/l) 1,3+0,4 - 1,2 +0,4° 1,3+0,4 1,2+0,3"
LDL-C (mmol/l) 2,9+0,6 - 2,7+0,5° 2,9+0,6 2,740,6°
TG (mmol/l) 0,9+03 - 0,8+0,2 1,1£0,7 1,0£0,5
fibrinogen (g/l) 3,4+09 - 33+£0,8 34+£1,0 3,1+0,9°
MDA (pmol/l) 1,8+03 - 1,8+0,2 1,8+0,5 1,7+0,3
E-selektin (ng/ml) 29+12 - 27112 29+15 28 + 14°
P-selektin (ng/ml) 132 +50 - 93 + 34° 126 £ 50 111 £27
ICAM-1 (ng/ml) 251 £48 - 215412 237 £ 40 212 +33°
VCAM (ng/ml) 812 + 183 - 673 + 117% 815+ 203 665 + 165°
PORHmax prst (PU) 224 + 88 255+ 112 234+ 99 212+92 199 + 60
PORHtmax prst (s) 247 +£22.1 154+11.2 19,1 +£12.2 19,4 +£20,3 28,3 +£27,8
PORHmax/t prst (PU/s) 83+11,8 9,3+12,6 4,5+4.4 6,7+7,7 13,1 £20,5
PORHmax predlokti (PU) 40+ 16 39+ 19 47 £ 16" 32+12 35+12
PORHtmax predlokti (s) 13,5+5,1 6,1 +4,7° 10,4+ 8,4 11,8+ 6,0 11,3+9,0
PORHmax/t piedlokti (PU/s) 26+1,5 11,2+14,9° | 10,4+16,5° 2,7+2.4 3,7+3,0
THmax (PU) 94 £ 29 90 £42 97 £52 89 £ 46 91 £45
THtmax (s) 70 +£13 77+£16 69 £ 15* 70 £ 16 64 +£19
THmax/t (PU/s) 1,3+0,5 1,2+0,7 1,4+0,8" 1,3+1,0 1,7+ 1,6
Statistickd ~ vyznamnost rozdili mezi hodnotami méfenymi v  pribéhu

hyperinzulinemického nebo kontrolniho clampu a pfisluSnymi bazalnimi hodnotami

3p<0,001, "p<0,01, °p<0,05 a *p<0,05 pii srovnani izo- a hyperglykemické faze.
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Pii izoglykemické fazi clampu jsme v parametrech MVR pozorovali signifikantni
zkraceni Casu nutného k dosazeni maximalni hodnoty perfuze piti PORH na pifedlokti
a zvyseni rychlosti vzestupu perfuze pti PORH Vv porovnani se vstupnimi hodnotami
(graf 6b, 6¢). Parametry MVR méfené na prstu se signifikantné neménily.

Pii hyperglykemické fazi clampu jsme v parametrech MVR pozorovali signifikantni
vzestup maximalni perfuze a rychlosti vzestupu perfize na piedlokti pfi PORH
V porovnani se vstupnimi hodnotami (graf 6a, 6c). Pti TH nebyly béhem clampu
pozorovany signifikantné¢ vyznamné zmeény, ackoliv ¢as k dosazeni maximalni perfuze
pti TH byl béhem hyperglykemického clampu kratsi a rychlost vzestupu perfuze pii TH
byla vyssi v porovnani s izoglykemickou fazi clampu (tab. 3).

P11 kontrolnim clampu nebyly v parametrech MVR pozorovany vyznamné zmeény.

V parametrech MVR byl vstupné pii hyperinzulinemickém clampu pozorovan negativni
vztah mezi koncentraci fibrinogenu a THmax i PORHmax na prstu (r=-0,67, p=0,009,
graf 7, r=-0,77, p<0,0005, graf 8). Pozitivni vztah byl pozorovan mezi ICAM-1
a THtmax (r=0,63, p=0,016, graf 9).

Negativni korelace byla pozorovana mezi inzulinémii a ¢asem nutnym K dosazeni
maximalni perfuze pti PORH na prstu (r=-0,7, p=0,007, graf 10). Stejn¢ tak byl
pozorovan negativni vztah mezi hodnotou P-selektinu a ¢asem nutnym k dosazeni
maximalni perfize pti PORH na prstu i predlokti (r=-0,57, p=0,035, graf 11, r=-0,6,
p= 0,029, graf 12).

Mezi glykémii a MVR nebyla prokdzdna Z7adnd vyznamna korelace pii
hyperinzulinemickém ani pfi kontrolnim clampu. Podobné nebyl prokazan Zzadny vztah

mezi parametry inzulinové senzitivity a MVR.
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Graf 6. Porovnani parametri mikrovaskularni reaktivity: PORHmax na ptedlokti a),
PORHtmax na ptedlokti b) a PORHmax/t na predlokti c) vstupné, pii izoglykemické
(IZO) a hyperglykemické (HYPER) fazi testu u pacienti s diabetem 1. typu.
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Statisticka vyznamnost rozdild mezi vstupnimi hodnotami a hodnotami méfenymi

v pribéhu izo- a hyperglykemické faze clampu ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05.
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Graf 7. Vztah mezi koncentraci plazmatického fibrinogenu a maximalni perfuzi pii
termalni hyperémii (THmax) vstupné pted clampem (r =-0,67, p=0,009).
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Graf 8. Vztah mezi koncentraci plazmatického fibrinogenu a maximalni perfizi pii
PORH na prstu (PORHmMax) vstupné pied clampem (r=-0,77, p=0,0005).
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Graf 9. Vztah mezi ICAM-1 a Casem potiebnym k dosazeni maximalni perfuze pfi

termalni hyperémii (THtmax) vstupné pted clampem (r=-0,63, p=0,016).
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Graf 10. Vztah mezi plazmatickou koncentraci inzulinu a ¢asem potfebnym k dosazeni
maximalni perfize pti PORH na prstu (PORHtmax) v hyperglykemické fazi clampu
(r=-0,70, p=0,007).
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Graf 11. Vztah mezi koncentraci P-selektinu v séru a ¢asem potfebnym k dosazeni
maximalni perfuze pii PORH na prstu (PORHtmax) v hyperglykemické fazi clampu
(r=-0,57, p=0,035).
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Graf 12. Vztah mezi koncentraci P-selektinu v séru a ¢asem potfebnym k dosaZeni
maximalni perfuze pii PORH na ptedlokti (PORHtmax) v hyperglykemické fazi clampu
(r=-0,60, p=0,029).
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Zavér

Studie vlivu rychle navozené hyperglykémie na MVR a funkci endotelu u pacientt
sdiabetem 1. typu prokazala, ze béhem izoglykemického a hyperglykemického
hyperinzulinemického clampu patrné nedochdzi k vyznamnym zménam MVR
souvisejicim s rychlou zménou glykémie. Pozorovali jsme rychlejsi mikrovaskularni
vazodilataci  vizoglykemické  fazi  clampu, ktera  nasledné  pfetrvavala
i V hyperglykemické fazi. Tyto zmény MVR pravdépodobné souvisely s vazodilataénim
pusobenim inzulinu. Vysledek nasi studie mize svéd¢it o vyznamném vlivu inzulinu na
regulaci mikrovaskularni perfize u pacientt s diabetem. U pacientt s diabetem 1. typu se
onemocnéni manifestuje ve chvili, kdy tbytek B bunék pankreatu vede ke klinicky
vyznamnému nedostatku inzulinu. V zavislosti na pfiméfenosti substituce inzulinem
mohou mit tito pacienti hypo-, normo- i hyperinzulinémii (132). Je-li glykemicka
variabilita povazovéana za rizikovy faktor vzniku vaskularnich komplikaci, mohla by
variabilita inzulinémie mit stejné¢ nezanedbatelny vliv. Mozna by bylo proto pfinosné,
kdyby se studie zaméfené na vznik cévnich komplikaci diabetu zabyvaly kromé
sledovani glykémii také sledovanim a hodnocenim vlivu inzulinémie.

V nasi studii jsme neprokazali korelaci mezi MVVR a parametry inzulinové senzitivity.
Nezaznamenali jsme ani vyznamné zmény v biochemickych parametrech oxida¢niho
stresu a endotelové dysfunkce v souvislosti s rychle navozenou hyperglykémii, nebot’
doba jednoho clampového vySetieni pravdépodobné neni dostacujici k vyvolani takovych
zmén. V neposledni fad€ jsme potvrdili dileZitost kontrolniho vysetfeni u clampové
techniky, pfi které opakované dochazi k nespecifickému ovlivnéni ob&hu objemovou

Zatezi.

5.3. Zmény mikrovaskularni reaktivity a funkce endotelu po standardni snidani
u pacientu v ¢asnych stadiich diabetu 2. typu
Tato studie byla dokoncena v listopadu 2011 a je v soucasné dobé& ptipravena

k publikaci.

Cil prace

Cilem préce bylo porovnat mikrovaskuldrni reaktivitu, metabolické parametry a nékteré
parametry funkce endotelu pfed standardni snidani a nasledné v nékolika Casovych
intervalech postprandialn€ u pacientt s diabetem 2. typu, ktefi jsou v ¢asném stadiu této

metabolické poruchy a u kontrolni skupiny osob bez diabetu.
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Uvod

Vlivem piijmu potravy dochazi v organizmu k mnoha biochemickym, hematologickym
1 cévnim zménam. ZvySené hladiny postprandialni glykémie 1 postprandialni
triglyceridémic jsou nezavislym rizikovym faktorem kardiovaskularni morbidity
a mortality (121, 133). Pfi¢inami zvySovani postprandialnich glykémii nad fyziologické
rozmezi jsou piitomna inzulinova rezistence a/nebo porucha inzulinové sekrece. Tyto
patologické vlivy zcela méni kvalitu a kvantitu postprandidlniho stavu. Obdobi po jidle,
které je spojeno s rizikovymi hormonalnimi, metabolickymi i jinymi prozéanétlivymi
zménami, se vyznamn¢ prodluzuje a u nékterych pacientli s diabetem mize trvat
I 24 hodin (134).

Hyperglykémie ma piimy vliv na endotel zprosttedkovany oxida¢nim stresem, ktery je
nezavisly na dalSich kardiovaskularnich rizikovych faktorech (napt. hyperlipidémii
a arterialni hypertenzi). Postprandialni zvyseni glykémie indukuje kromé oxida¢niho
stresu také mechanizmy glykace, gluk6zové autooxidace a intracelularni aktivace
polyolové cesty (135, 136).

Z dalSich postprandidlnich zmén je rizikové predevsim zvySeni hladiny malych denznich
LDL-¢astic, zvySena aktivita koagula¢niho systému a zvyseni arterialniho tlaku. VSechny
uvedené metabolické odpovédi na jidlo jsou vystupfiovany u pacienti S diabetem
2. typu (137).

Dosud vsak nebyl plné objasnén vztah mezi postprandialnimi zmé€nami a MVR (136).
Proto jsme provedli studii, v niZ jsme porovnavali MVR s parametry endotelové
dysfunkce, oxidacniho stresu a s metabolickymi parametry u pacientll v po¢atecni fazi
onemocnéni diabetem 2. typu. Pfedpokladali jsme vliv inzulinové rezistence a zachovalé
vlastni sekrece inzulinu na MVR. Dale byla vySetiena kontrolni skupina osob bez
diabetu.

Metody

Pacienti

Do studie bylo zatazeno 20 pacientt s diabetem 2. typu v pocate¢nim stadiu onemocnéni
(veék 58 + 6 let, HbA ¢ 4,8 = 0,5%, doba od diagnozy diabetu 2 + 1 rok) a 14 osob bez
diabetu (vék 59 + 3 let, HbA;c 4,1 = 0,4%) slouzilo jako kontrolni skupina. Skupiny se
v zékladnich parametrech (vék, BMI, TK, urea, kreatinin) vyznamné nelisily, u skupiny
diabetikli byly podle ocekdvani vyznamné vyssi hodnoty glykémie nalacno a HbAic.

Charakteristika obou skupin je uvedena v tabulce 4. Diagn6za diabetu byla stanovena na
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zaklad¢ hodnoty glykémie nala¢no a/nebo ordlniho glukézového toleranéniho testu.
Vsichni pacienti ve studii byli 1é¢eni pouze metforminem v pramérné davce 925mg/den.
Zadny z pacienttl nemél vyjadfené mikro- ani makrovaskularni komplikace. 15 (75%)
pacientii m¢lo krom¢ diabetu jesté arterialni hypertenzi a 14 (70%) osob dyslipidémii.
V kontrolni skupiné bylo s arterialni hypertenzi 1éceno 6 (43%) osob a s dyslipidémii
7 (50%) osob.

Studie byla schvalena Etickou komisi 1. Iékaiské fakulty Univerzity Karlovy a vSichni

ucastnici podepsali pred zatazenim do studie informovany souhlas.

Standardni snidané a provedena vysetieni

Vysetieni probihalo u kazdého subjektu béhem jednoho dopoledne. Po vstupnim odbéru
krve nala¢no a zméfeni MVR byla pacientim i kontrolnim osobam podana standardni
snidané. Od jejiho dojedeni byly za 60, 120 a 180 minut provadény odbéry zilni krve
a po 60 a 180 minutach méfena MVR (obr. 18).

Standardni snidané obsahovala jeden rohlik 40 g, dZem 20 g, maslo 10 g a 200 ml
doplitkové vyZivy Resource (celkoveé 2006 kJ, bilkoviny 22,36 g, sacharidy 62,94 g, tuky
15,51 g). Pacientim i kontrolnim osobam bylo béhem vySetteni povoleno volné¢ pfijimat

neslazené neperlivé tekutiny do maximalniho obému 500 ml.

standardni
snidané
-20 0 60 120 180
[ } } } | min
-odbér krve -odbér krve -odbér krve -odbér krve
-MVR -MVR -MVR

Obrazek 18. Schématické zndzornéni Casového rozvrhu studie - odbért krve, méfeni

MVR a podani standardni snidané pacientiim s diabetem a kontrolni skuping.

Laboratorni parametry byly stanoveny vzdy nala¢no a dale po 60, 120 a 180 minutach po
standardni snidani. Z metabolickych parametrd byla sledovana glykémie, inzulinémie,
parametry lipidogramu a CRP. Dale byly sledovany koncentrace cytoadhezivnich
molekul a koagula¢ni parametry jako markery endotelové dysfunkce a MDA

a konjugované dieny (KD) jako parametry oxidacniho stresu.
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Tabulka 4. Charakteristika pacientti s DM 2. typu a kontrolni skupiny.

pacienti s DM 2. typu kontrolni skupina
podet osob (M/Z) 10/10 6/8
vek (roky) 58,3+5,9 58,9+3,3
trvani diabetu (roky) 23+1,3
glykémie nalacno (mmol/I) 6,9+0,6 49+0,6
HbAc (%, IFCC) 4,8+0,5 4,1+04
BMI (kg/m?) 293 +5,0 290 +4,2
STK (mmHg) 130 + 14 133 £12
dTK (mmHg) 80+9 81+8
urea (mmol/l) 55+1,2 50£1,0
kreatinin (umol/l) 72+ 13 79+ 13
arterialni hypertenze 15 (75%) 6 (43%)
dyslipidémie 14 (70%) 7 (50%)
Vysledky

Podle ocekavéani doSlo postprandidlné po 60 minutich k vzestupu glykémie a jeji
nasledné normalizaci ve 180. minuté u pacientu s diabetem (6,9 + 0,7 vs. 8,8 + 1,6 vs.
6,2 = 0,8 mmol) i v kontrolni skupiné¢ (4,9 + 0,6 vs. 6,1 + 1,6 vs. 5,2 = 0,7 mmol/l)
(graf 13a). Vyrazné se zvysila inzulinémie u pacientd s diabetem (35 + 17 vs. 139 + 76
vs. 49 £ 37 mIU/1, p<0,001) i v kontrolni skupiné (27 + 8 vs. 118 + 58 vs. 35 + 20 mIU/I,
p<0,001), i kdyz rozdily mezi obéma skupinami nebyly statisticky vyznamné (graf 13b).
Pacienti s diabetem méli bazalné vyssi hodnotu MDA ve srovnani s kontrolni skupinou
(3,0£0,5vs. 2,2 + 0,4 umol/l, p<0,001), u pacientti s DM, nikoliv vS§ak u kontrol, doslo
béhem vysetfeni k jejimu vyznamnému poklesu (3,0 £ 0,5 vs. 2,8 + 0,5 pmol/l, p<0,05)
(graf 13c).

Parametry lipidogramu pravdépodobné ovlivnila lepsi kontrola a dislednéjsi terapie
dyslipidémie ve skupiné s diabetem. Vstupni hodnota TC byla u pacientt s diabetem
vyznamné niz§i neZz v kontrolni skupiné (tab. 5). Béhem vysetieni doslo piekvapiveé
k vyznamnému poklesu TC, HDL- i LDL-cholesterolu u pacienti s diabetem
i v kontrolni skupin¢€. Divodem poklesu mohla byt hemodiluce zptisobena peroralnim
pfijmem tekutin spolecné se standardni snidani. Pouze v hodnotich TG doslo
postprandidlné ke vzestupu, ktery vSak byl vyznamny pouze v kontrolni skupiné, nebot’

0soby bez diabetu méli nizsi hodnotu TG bazalné.
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Graf 13. Porovnani vyvoje glykémie a), inzulinémie b) a koncentrace MDA c) nala¢no
aVv 60., 120. a 180. minuté postprandialné u pacientd s diabetem (DM) a kontrol (K).
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Statistickd vyznamnost rozdilii mezi vstupnimi a naslednymi postprandialnimi hodnotami
po 60, 120 a 180 min u pacientii s diabetem i v kontrolni skuping “p<0,001, "p<0,05.
Statistickd vyznamnost rozdili mezi skupinou pacientii s diabetem a kontrolni skupinou

v ¢asech 0, 60 a 180 **p<0,001, *p<0,05.
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Stejné jako v parametrech lipidogramu doslo pravdépodobné vlivem hemodiluce
v 60. minuté postprandialné Kk poklesu ve vSech hodnotach cytoadhezivnich molekul ve
skupin¢ pacientd s diabetem i u kontrol. Vzijemné rozdily obou skupin nebyly
vyznamne.

V parametrech koagulace jsme sledovali hodnoty vWF, t-PA a PAI-1. Ve skupiné
pacientu s diabetem i v kontrolni skupin¢ doslo k vyznamnému poklesu hodnot PAI-1
ve 180. minuté postprandialné (tab. 5). Hodnota t-PA vyznamné klesla ve 180. minuté

pouze u pacientt s diabetem, nikoliv v kontrolni skuping.

U pacientti s DM poklesla v 60. i ve 180. minuté postprandialné ve srovnani se vstupni
hodnotou bazalni perfize i maximalni perfiize na prstu piti PORH (164 + 66 vs. 139 + 81
vs. 111 + 42 PU, p<0,05 a 240 + 67 vs. 221 + 85 vs. 203 + 49 PU, p<0,05) (graf 14a,
14b). Tento pokles nebyl pozorovan u kontrolni skupiny, u které byly ve 180. minuté ve
srovnani s pacienty s DM vyznamné vys$i hodnoty bazalni perfize (181 + 107 vs.
111 + 42 PU, p<0,05) i maximalni perfize na prstu pti PORH (323 + 89 vs. 203 + 49 PU,
p<0,001). Pacienti s diabetem méli nala¢no niz8§i maximalni perfazi i rychlost vzestupu
perfuze na prstu ve srovnani s kontrolni skupinou (240 + 67 vs. 297 + 97 PU, p<0,05
a215+ 11,6 vs. 57,7 + 31,4 PU/s, p<0,001) (graf 14b, 14c). Tyto rozdily pietrvavaly
i v 60. a 180. minuté testu.

V parametrech MVR méfenych na predlokti doSlo u pacientd s diabetem, nikoliv
u kontrol, ve 180. minuté postprandialné k poklesu maximalni perfuze pti PORH a ¢asu
nutného k dosazeni maximalni perfuze pti PORH, avSak bez statistické vyznamnosti
(graf 15a, 15b). Rychlost vzestupu perfuze pii PORH na piedlokti v 60. minuté
postprandialné u obou skupin piekvapivé vzrostla (graf 15c), ale rovnéZ bez statistické
vyznamnosti. Z téchto vysledkti usuzujeme, ze K hodnoceni MVR v postprandialnim
stavu muze byt vhodnéjsi méteni perfize na prstu, v papilarnim typu ktize, nebot’ ptijem
potravy a nésledna redistribuce krve MVR patrné ovliviiuji.

U pacientil s diabetem, nikoliv vSak u kontrolni skupiny, vyznamné poklesla v 60.
i ve 180. minuté postprandialné ve srovnani se vstupni hodnotou maximani perfuze pfi
TH (tab. 6). V kontrolni skupiné vyznamné poklesla pouze relativni hyperémie pii TH
v 60. minuté ve srovnani se vstupni hodnotou, pficemz hodnota relativni hyperémie pii
TH v 60. minut¢ byla vyznamné vys$si u pacientd s diabetem ve srovnani s kontrolni

skupinou.

67



Graf 14. Porovnani bazalni perfuze na prstu a), PORHmax na prstu b) a PORHmax/t na

prstu ¢) nalac¢no a v 60. a 180. minuté postprandialné u pacientt s diabetem a kontrol (K).
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Statistickd vyznamnost rozdilti mezi vstupnimi a naslednymi postprandialnimi hodnotami
po 60 a 180 min u pacientti s diabetem i v kontrolni skupingé "p<0,05. Statistickd
vyznamnost rozdili mezi skupinou pacienti s diabetem a kontrolni skupinou v ¢asech 0,

60 a 180 **p<0,001, *p<0,05.
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Graf 15. Porovnani MVR na piedlokti: PORHmax a), PORHtmax b) a PORHmax/t c)

nala¢no a v 60. a 180. minuté postprandialné u pacientt s diabetem (DM) a kontrol (K).
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Statistickd vyznamnost rozdilii mezi vstupnimi a naslednymi postprandialnimi hodnotami
po 60 a 180 min u pacienti s diabetem i v kontrolni skupingé "p<0,05. Statistickd
vyznamnost rozdili mezi skupinou pacientt s diabetem a kontrolni skupinou v ¢asech 0,

60 a 180 min *p<0,05.
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Tabulka 5. Biochemické parametry, parametry oxidaéniho stresu, funkce endotelu a fibrinolyzy u pacienti s DM 2. typu a kontrolni skupiny

nala¢no a v 60., 120. a 180. minuté postprandialné.

pacienti s DM 2. typu

kontrolni skupina

nala¢no 60 min 120 min 180 min nala¢no 60 min 120 min 180 min
glykémie (mmol/l) 6,9+ 0,7 88+1,6° | 76+12° | 62+08" | 49+06° | 61+1,6™ | 60+12% | 52+0,7
inzulinémie (mIU/) 35+ 17 139 + 76° 99 + 60° 49 £ 37° 27+ 8 118 + 58° 83 + 43° 35 +20P
CRP (mg/l) 2,9+27 1,8 +2,0° 2,4+22 2,1+2.4 2,7+2,0 24+1,9° | 2,1+1,9° | 24+1,8°
TC (mmol/l) 51+0,9 48+1,00 | 47+0,9 | 49+09° | 57206 | 5605 | 55+06° | 55+0,6"
TG (mmol/l) 1,7+0,9 1,8+0,7 2,1+0,9 2,0+0,8 1,4+0,7 1,6£0,7° | 1,9+0,9° | 2,0+09°
HDL (mmol/l) 1,33+024 | 1,24+021% | 1,20+ 0,25 | 1,26 +0,23° | 1,60 +0,28” |1,55+0,27°Y | 1,53 +0,25" | 1,52 + 0,24"Y
LDL (mmol/l) 3,1+0,7 28+0,7% | 2,6+0,6% | 27+07% | 3,5+0,5 | 33£0,5% | 31£04% | 3,1+04°
KD (umol/l) 512+12,8 | 524+13,5 | 522+13,7 | 525+11,9 | 60,8+21,7 | 61,7+23,0 | 62,7+21,7 | 64,0+248
MDA (umol/l) 3,0+0,5 2,9+0,5 28+04° | 28+05" | 22+04" X 2,2+0,4 2,1+0,3"
ICAM (ng/ml) 263+ 72 245+ 86" | 235+63° 253+ 75 270 + 94 253 +86° | 237+94° 255+ 78
VCAM (ng/ml) 745+ 171 | 658+173% | 671+169* | 697 +177 876 £225 | 767+185" | 793+213* | 757 +171°
E-sel (ng/ml) 425+13,8 | 38,6+ 13,8° | 36,8+12,17 | 37,9+13,2 | 353+12,0 | 33,5+11,7° | 33,6+12,6 | 33,0+12,1°
P-sel (ng/ml) 72,0+25,6 | 60,1 +24,3" | 56,7+255% | 61,8+22,1 | 70,3+16,2 | 58,3+24,4° | 56,2 +25,9° | 49,2 +25,6°
VWF 127 + 33 X X 125 + 32 137 + 25 X X 136 + 23
t-PA 7,0+2,7 X X 5928 6,7+22 X X 6,1 £2,5
PAI-1 67,9 +22,9 X X 38,7+ 18,9* | 75,2 +26,0 X X 57,6 +25,8%Y

Statistickd vyznamnost rozdilit mezi vstupnimi a postprandialnimi hodnotami po 60, 120 a 180 min u pacientd s DM i Vv kontrolni skupiné

9p<0,001, °p<0,05. Statistickd vyznamnost rozdili mezi pacienty s DM a kontrolni skupinou v &asech 0, 60, 120 a 180 *p<0,001, ¥p<0,05.
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Tabulka 6. Parametry MVR u pacientll s DM 2. typu a kontrolni skupiny nala¢no a v 60. a 180. minuté postprandialné.

pacienti s DM 2. typu

kontrolni skupina

nalacno 60 min 120 min 180 min nala¢no 60 min 120 min 180 min
basal prst (PU) 164 + 66 139 + 81 X 111 +42° 188 +94 184 +£121 X 181+ 107"
basal ptedlokti (PU) 8,0+2,5 7,7+3,5 X 7,6 £3,6 81+29 8,7+5,7 X 6,7 £ 2,0b
PORHmax prst (PU) 240 + 67 221+ 85 X 203+49° | 297+ 97 | 347+ 81°* X 323+ 89
PORHmax piedlokti (PU) 46,1 £18,0 | 46,7 +21,0 X 40,3+20,0 | 350£16,0 | 36,3+17,6 X 33,4+ 16,7
PORHtmax prst (s) 153+11,6 | 13,2+64 X 12,3+6,8 6,8 + 4,5 6,2 +2,5 X 79+52
PORHtmax ptedlokti (s) 10,6 £4,2 9,5 +5,0 X 7,7+3,2° 72452 7,1+48 X 9,6 +42
PORHmax/t prst (PU/s) 21,5+ 11,6 | 20,7 11,5 X 21,4+ 11,0 | 57,7 £31,4° | 63,9 + 25,8 X 52,2 + 22 8
PORHmax/t predlokti (PU/s) | 4,7+1,9 6,0+3.,0 X 56+29 6,4+3,5 72+49 X 43+3,1
PORH% prst (%) 69 + 43 92 + 65 X 118+ 110 80 + 58 160 + 156 X 123 £117
PORH% ptedlokti (%) 467 £ 221 608 £ 351 X 453 £179 | 344+173 367 +176” X 411+216
TH basal 7,4+2,1 7,4+3,7 X 7,1+£3,0 73+2,4 8,6 +4,7 X 6,5+2,4
THmax (PU) 145 £ 71 131 + 88 X 113 +53° 112 +46 99 + 40 X 109 + 48
THtmax (s) 115+£21 116 £27 X 111 +23 133 £23Y 124 + 31 X 133 £24Y
THmax/t (PU/s) 1,2+0,6 1,2+0,7 X 1,0+£0,4 0,9+0,4 0,9+0,5 X 0,8+04
TH% (%) 1772 £768 | 1719 =797 X 1595+ 714 | 1489+ 600 | 1183 + 490"Y X 1637 £ 576

Statisticka vyznamnost rozdili mezi vstupnimi a naslednymi postprandialnimi hodnotami po 60 a 180 min u pacientti s DM i v kontrolni skupiné

9p<0,001, °p<0,05. Statistickd vyznamnost rozdili mezi pacienty s DM a kontrolni skupinou v asech 0, 60 a 180 *p<0,001, ¥p<0,05.
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Parametry MVR korelovaly zejména ve 180. minuté postprandidlné s nékterymi
cytoadhezivnimi molekulami. U pacienti s diabetem byl vtomto ¢ase pozorovan
negativni vztah mezi P-selektinem a ¢asem nutnym k dosazeni maximalni perfuze pii
PORH na piedlokti (r=-0,51, p<0,05) a pozitivni vztah mezi koncentraci E-selektinu
a TH% (r=0,48, p<0,05). U kontrolni skupiny pak ve stejném Case pozitivni vztah mezi
ICAM-1 a maximalni hodnotou perfize pii PORH na ptedlokti (r=0,66, p<0,05) a casem
nutnym k dosazeni maximalni perfaze pii TH (r=0,62, p<0,05).

Dale byl pozorovan vztah mezi MVR a oxida¢nim stresem. U pacientt s diabetem
ve 180. minuté postprandialné negativné korelovala hodnota MDA s bazalnim prutokem
na prstu (r=-0,55, p<0,05) a ve stejném Case byl nalezen pozitivni vztah mezi koncentraci
KD a ¢asem nutnym k dosazeni maximadlni perfuze pti TH (r=0,59, p<0,01). U kontrolni
skupiny negativné korelovala v 60. minuté postprandialné koncentrace KD s maximalni
hodnotou perfaze pii TH (r=-0,65, p<0,05).

U pacientd s DM bylo v 60. minut¢ testu nalezeno nékolik korelaci mezi parametry MVR
a inzulinémii (graf 16, 17 a 18). Koncentrace inzulinu pozitivné korelovala s bazalnim
prutokem na prstu (r=0,52, p<0,05), s maximalni hodnotou perfize pti PORH na prstu
(r=0,47, p<0,05) a negativné¢ korelovala s PORH% (r=-0,50, p<0,05). Tyto korelace
nebyly zjistény v kontrolni skupiné, pfestoze hodnoty inzulinémie se mezi pacienty

s diabetem a kontrolni skupinou statisticky signifikantné nelisily.

Graf 16. Vztah mezi plazmatickou koncentraci inzulinu a bazalni perfuzi na prstu

v 60. minuté testu (r=0,52, p<0,02).
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Graf 17. Vztah mezi plazmatickou koncentraci inzulinu a maximalni hodnotou perfaze

pii PORH na prstu v 60. minut¢ testu (r=0,47, p<0,036).
400

350 |
300 | o -

250 | Y -

200 ____Q_..r“"' o

150 }—

PORHmax - prst (PU)
\
\
\

100

50 +

0 50 100 150 200 250 300 350
plazmaticky inzulin (mU/I)

Graf 18. Vztah mezi plazmatickou koncentraci inzulinu a relativnim vzestupem perfuze

pii PORH (PORH%) v 60. minuté testu (r=-0,50, p<0,03).
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Zavér
Ve studii zabyvajici se vlivem piijmu potravy na MVR a funkci endotelu u pacientti
srecentné diagnostikovanym diabetem 2. typu jsme pozorovali vyznamné rozdily

v glykémiich nalac¢no i v postprandialnim stavu mezi pacienty s DM a kontrolni skupinou
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a to 1 navzdory terapii metforminem. Z divodu téchto zmén je pii hodnoceni
kompenzace diabetu dulezité brat v ivahu nejen hodnotu HbA;¢ a glykémie nala¢no, ale
také vzestupy glykémii po jidle (138). Inzulinémie byla u pacienti s diabetem proti
kontrolam zvySena pouze nevyznamné. U pacient s diabetem jsme dale zjistili mozné
zvySeni oxidacniho stresu bazalné i po piijmu potravy. V parametrech koagulace doslo
postprandidlné ke zménam v obou skupinéch.

U pacientu s diabetem i v kontrolni skupin¢ byla zjisténa cela fada korelaci mezi MVR
a biochemickymi parametry funkce endotelu a oxidacniho stresu. Nékteré parametry
MVR byly u pacientli s diabetem bazaln¢ i1 postprandidlné vyznamné nizsi ve srovnani
s kontrolami a podle oc¢ekavani také doslo u pacientt s diabetem k vyznamnému poklesu
MVR po jidle. Dilezitym parametrem postprandidlniho stavu se zda byt predevSim
inzulinémie, ktera ma mimo jiné pravdépodobné podil i na regulaci MVR u pacientd
s diabetem 2. typu. K podrobnéjsim znalostem vlivu inzulinové rezistence a stupné

poruchy funkce B-bun¢k (vcetné trvani diabetu) bude potieba dalSich experimentt.

5.4. Parametry glykemické variability a jejich vztah ke kompenzaci diabetu
a mikrovaskuldrni reaktivité u pacienti s diabetem 1. typu lécenych inzulinovou
pumpou

Tato prace vznikla na Ill. interni klinice 1. lékaiské fakulty Univerzity Karlovy a VFN
Vv Praze v dobé, kdy zde jesté nebyla rutinné pouzivana kontinualni monitorace glykémii.
Veskerad data glykemické variability byla tedy ziskana pouze z glukometrti. V soucasné
dobé provadime studie s podobnym zamétenim, ale jiz s vyuZzitim kontinualni monitorace

glykémie.

Cil prace
Cilem nas$i prace bylo porovnat parametry glykemické variability s kompenzaci diabetu,
S parametry inzulinové terapie a s mikrovaskularni reaktivitou u pacienti s diabetem

1. typu 1éCenych inzulinovou pumpou.

Uvod

Kompenzaci diabetu miizeme hodnotit n¢kolika riznymi parametry. BéZné pouzivané
vySetfeni glykovaného hemoglobinu HbA;jc ukazuje, jakda byla kompenzace za
uplynulych 6-8 tydnt, jde tedy o dlouhodoby parametr. V poslednich letech vSak

ptibyvaji dikazy o tom, ze HbA;c jako sumarni parametr neinformuje o kratkodobych
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zménach glykémie — glykemické variabilite¢ (obr. 19) (139). Selfmonitoring glykémii
nebo laboratorni hodnoty glykémie sice ukazuji aktualni stav, ale ten je ovlivnén mnoha
ruznymi okolnostmi a je v Case velmi proménny.

Glykemicka variabilita tedy popisuje miru kolisani hodnot glykémie. Pokud je GV nizka,
hodnoty glykémii jsou stabilni a nedochédzi k vyraznéjSim vzestuptim ani poklestim.
Naopak pokud je GV zvysena, kolisani glykémie je vyrazngjsi a vzestupy glykémie
1 vyskyt hypoglykémii jsou Cast&jsi.

Pti neuspokojivé kompenzaci diabetu glykémie stejné¢ jako HbAic stoupaji, coz je
spojeno se zvySenym rizikem rozvoje mikro- i makrovaskularnich komplikaci (123, 124,
140, 141). Hlavnimi rizikovymi faktory vzniku cévnich komplikaci jsou u DM pravé
zvySena hladina HbA ¢, trvani diabetu a v mensi mifte také vek, ve kterém se onemocnéni
diabetem rozvinulo (142). Patogenetickym podkladem chronickych komplikaci DM je
setrvald hyperglykémie, ktera aktivuje oxidaéni stres zvySenim produkce superoxidu.
Ten spousti kaskadu dé&ji vedoucich ke spusténi ¢tyt hlavnich Skodlivych mechanismi
tkanového poskozeni. Témito mechanismy jsou zvySeni aktivity polyolové drahy,
zvySeni intracelularni produkce prekurzori AGE, aktivace PKC a zvySeni aktivity
hexosaminové drahy (obr. 3) (116).

Podle nékterych studii je oxidaéni stres aktivovan také diky zvySené GV (122). Dosud
nezodpovézenou otazkou vSak zlstava, zda zvySend GV zvySuje 1 riziko rozvoje
diabetickych komplikaci.

Podle studii in vitro dochazi pii vy$si GV mechanizmem zvyseného oxidac¢niho stresu ke
vzniku endotelové dysfunkce (143). Podle n€kterych dat byla tato skute¢nost pozorovana
i v klinickych studiich in vivo, pfedev§im u pacienti s diabetem 2. typu (109-112, 121,
122). U pacientd s diabetem 1. typu mize zvySena GV pravdépodobné souviset
srozvojem a zavaznosti diabetické neuropatie (113), ale neni spojena se zvySenym
rizikem rozvoje diabetické retinopatie a nefropatie (113, 114). Studie provedené na
zaklade¢ dat z DCCT vsak souvislost mezi glykemickou variabilitou a zvySenym rizikem
cévnich komplikaci zpochybuji (115).

Studie zabyvajici se touto problematikou jsou tedy zatim rozporuplné. Jejich autofi vsak
hodnotili GV rozdilnymi zpasoby, bud’ nepfimo nebo analyzou dat z rutinniho
selfmonitoringu glykémii S riznou frekvenci méfeni (113, 144). K hodnoceni GV je
mozno pouzit n¢kolik metod. Kromé uvedeného selfmonitoringu glykémii je to novéji
moznost kontinualni monitorace glykémii, prozatim vSak neni zadna metoda akceptovana

jako univerzalni (145).
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Kromé zvySeného rizika vzniku vaskularnich komplikaci méa studovani GV jesté dalsi
divody. Pacienti s ¢astymi hypoglykémiemi maji vyssi mortalitu, snizenou kvalitu Zivota
a jsou omezeni v béznych pracovnich i spolecenskych podminkach (146). Hypoglykémie
jsou také nejveétsi piekazkou v 16¢bé diabetu 1. typu (147).

S ohledem na nejednoznacnost dosavadnich vysledkli jsme se v nasi studii zaméfili na
zkoumani vlivu GV na kompenzaci diabetu a na MVR u pacienti s diabetem 1. typu

1é¢enych inzulinovou pumpou.
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Obrazek 19. Zaznam selfmonitoringu glykémii u dvou riznych pacientil se srovnatelnym
HbA;c, ale sodlisnou GV — nizka variabilita glykémii (nahofe) a vysoka variabilita

glykémii (dole).

Metody

Pacienti

Do studie bylo zatazeno 18 pacientd s diabetem 1. typu (10 muzi a 8 Zen), pramérny vék
39+ 10 let, BMI 24,9 + 4,1 kg/mz, trvani diabetu 17 £ 7 let, ktefi byli 1é€eni inzulinovou
pumpou. Aktudlni priméry glykovany hemoglobin v dob¢ studie byl 7,2 + 1,8% dle
IFCC a primérna hodnota HbAjc vypocitana ze tii poslednich méteni 6,9 = 1,4% dle
IFCC. Diagnoza diabetu byla stanovena na podkladé klinického obrazu
a nedetekovatelné hladiny C-peptidu (C-peptid <0,05 nmol/l). Do studie byli zatfazeni
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I pacienti Sjiz rozvinutymi mikrovaskularnimi komplikacemi, nebot' diabeticka
retinopatie, neuropatie a nefropatie jsou soucasti zékladniho onemocnéni pii dlouhodobé
neuspokojivé kompenzaci. Diabeticka retinopatie byla pfitomna u tii pacienti (17%),
diabetickd neuropatie u dvou pacienti (11%), Zadny pacient nemél rozvinutou
diabetickou nefropatii (hodnoceno dle mikroalbuminurie korigované podle kreatitinu
v moci ze sbéru za 24 hodin, albumin/creatinine ratio ACR <2.5 mg/mmol, v celém
souboru primérna hodnota 0,87 + 0,8 mg/mmol). Zadny pacient nemé&l syndrom
diabetick¢é nohy. V celém studovaném souboru nemél zadny z pacientd s diabetem
1. typu v anamnéze kardiovaskularni piihodu. Vzhledem k designu studie nebylo mozné
vytvofit kontrolni skupinu.

Studie byla schvalena Etickou komisi 1. 1ékafské fakulty Univerzity Karlovy a vSichni

ucastnici podepsali pfed zafazenim do studie informovany souhlas.

Terapie inzulinem

Vsichni pacienti byli v dobé studie 1é¢eni kontinualni subkutanni infazi inzulinu (CSII)
pomoci inzulinové pumpy Accu-Chek Spirit, Roche (obr. 20) (terapie inzulinovou
pumpou 4,5 + 3,1 let). Pouzity byl inzulinovy analog lispro (n=10) nebo aspart (n=8).
Pacienti byli pfed zafazenim do studie instruovani ponechat zakladni nastaveni pumpy,
pocty krokli bazalni davky, pocty aplikovanych bolust a také intenzitu selfmonitoringu
dle svych zvyklosti. Z parametrti inzulinové 1écby byla sledovéana celkova denni davka
inzulinu, celkova bazalni davka inzulinu, celkovd davka aplikovana v bolusech, pocet

krokii bazalni davky a primérny pocet bolusovych davek na den.

Obrazek 20. Inzulinovda pumpa Accu-Chek Spirit od firmy ROCHE (pfevzato

z firemnich materiald accu-chek.com).
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Glykemicka variabilita

Podklady pro hodnoceni GV byly ziskdny na zéklad¢ selfmonitoringu pacientli za
poslednich 6-12 tydni pomoci piistroje AccuChek SmartPix (Roche). Byla sledovana
frekvence selfmonitoringu a celkovy pocet métfeni za 6-12 tydnt. Jako parametry GV
byly pouzity hodnoty primémé glykémie, smérodatné odchylky SDBG (standard
deviation of blood glucose), odhad rizika hyperglykémie HBGI (high blood glucose
index) a odhad rizika hypoglykémie LBGI (loow blood glucose index) vypocitané ptimo
softwarem AccuChek SmartPix (Roche).

Glykovany hemoglobin HbA;¢ byl stanoven v odstupu maximalné 1 tydne od dne stazeni

dat glykémie a dale byla vypocitana praimérna hodnota HbA ;¢ ze tii poslednich méteni.

Mikrovaskuldrni reaktivita
Mikrovaskularni reaktivita byla u pacienti métena metodou laser-Doppler, jednorazove,

V rozmezi 1-4 tydnt ode dne stazeni dat.

Vysledky
Vysledky selfmonitoringu, parametri glykemické variability a parametrii inzulinové

terapie jsou uvedeny v tabulce 7, vysledky mikrovaskularni reaktivity v tabulce 8.

Podle ocekavani byla zjiSténa statisticky vyznamna pozitivni korelace mezi primérnou
glykémii a hodnotou posledniho HbA;c (=0,56, p=0,15) i primérného HbA;c
Z poslednich tfech méfeni (r=0,62, p=0,006). Dale byla zjiSténa vyznamna pozitivni
korelace mezi obéma hodnotami HbA;c a indexem HBGI (r=0,48, p=0,044 a r=0,81,
p=0,014, graf 19) a mezi HbA;c a SDBG (r=0,61, p=0,0025, graf 20). Mezi ostatnimi
parametry GV a parametry 1écby inzulinem nebyl prokdzan Zadny vyznamny vztah,
stejné jako nebyla zjisténa zadna korelace mezi GV a mikrovaskularni reaktivitou nebo

mikroalbuminurii.
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Tabulka 7. Parametry selfmonitoringu, glykemické variability a terapie inzulinem

u pacientt s diabetem 1. typu lé¢enych inzulinovou pumpou.

Parametry selfmonitoringu

frekvence selfmonitoringu (méfeni/den) 2,1£1,3
celkovy pocet méteni/ 6-12 tydnt 143 £ 69
Parametry glykemické variability

primérna glykémie ze vSech testti (mmol/l) 8,8+1,3
smérodatna odchylka glykémii (mmol/Il) 4,5+1,0
HBGI 9,3+3,8
LBGI 34+1,7
Parametry inzulinové terapie

celkova denni davka inzulinu (1U/den) 422 + 8,6
bazalni davka (1U/den) 22,4+45
davka v bolusech (IU/den) 19,8 £ 6,8
pocet krokl bazalni davky/den 3,8+3,0
pocet bolusovych davek/den 4,7+1,6

Tabulka 8. Parametry mikrovaskularni reaktivity u pacientti s diabetem 1. typu 1é¢enych

inzulinovou pumpou.

Mikrovaskularni reaktivita

PORHmax prst (PU) 126 + 86
PORHmax ptedlokti (PU) 51,6 +£25,8
PORHtmax prst (s) 17,6 £ 13,2
PORHtmax ptedlokti (s) 10,7+ 4.9
PORHmax/t prst (PU/s) 3,648
PORHmax/t ptedlokti (PU/s) 6,5+7,4
PORH% prst (%) 139 + 144
PORH% ptedlokti (%) 435+ 167
THmax (PU) 136 £ 79
Thtmax () 92 £26
THmax/t (PU/s) 1,4+0,6
TH% (%) 1335+ 558
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Graf 19. Vztah mezi hodnotou glykovaného hemoglobinu (HbAj;c) a indexem
hyperglykémie (HBGI).

r=0,81, p > 0,001
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Graf 20. Vztah mezi hodnotou glykovaného hemoglobinu (HbA;c) a smérodatnou
odchylkou glykémie SDBG.
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Zavér

Ve studii porovnavajici paramery GV skompenzaci diabetu a MVR u pacienti
s diabetem 1. typu léCenych inzulinovou pumpou jsme zjistili vyznamné vztahy mezi
jednotlivymi parametry kompenzace a parametry GV. Vyznamnou souvislost mezi GV
a parametry 1é¢by inzulinem se nam nepodatilo prokazat, i kdyz je podle vysledki jinych
studii pravdépodobna (148, 149). Zda se GV podili na zvySeném riziku vzniku
diabetickych vaskularnich komplikaci neni zatim podle dostupnych studii jednoznacné
prokdzéano, podle nasi studie jsme vyznamnou souvislost mezi glykemickou variabilitou
a MVR neprokazali. K potvrzeni ¢i vyvraceni této hypotézy v brzké dobé pravdépodobné
ptispé&ji moderni technologie v diabetologii, predevsim kontinualni monitorace glykémie.
Glykemickd variabilita se patrné stane dalSim ze sledovanych parametrii kompenzace

diabetu. Kolisani glykémie nelze nikdy zamezit zcela, ale snaha diabetologa i pacienta by

v

------

compliance v 1é¢bé (150, 151).
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6. Diskuse

Mikrovaskularni reaktivita a funkce endotelu u pacientii s Cushingovym syndromem

Z parametru lipidogramu jsme u pacientd s hyperkortizolémii zjistili zvySeny celkovy,
HDL- i LDL- cholesterol a triglyceridy. Abnormalni lipidogram spojeny s obezitou,
snizenou aktivitou sympatiku, hyperglykemizujicim efektem kortizolu a relativni
inzulinopenii jsou dobie znadmé charakteristické znaky hyperkortizolizmu (152).
U pacienti s Cushingovym syndromem byla prokazana vyznamné zvySena lipolyza
v bfisni podkozni tukové tkani (153). Po normalizaci sekrece kortizolu se vsechny
meétené parametry lipidogramu snizily na hodnoty srovnatelné s kontrolni skupinou. Po
uspésné 1écbe se snizil také BMI, rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny. BMI byl ve
vSech tfech skupinach srovnatelny.

U pacientt s hyperkortizolémii jsme zaznamenali vys$§i sérové koncentrace inzulinu,
které dokazuji pfitomnost inzulinové rezistence, jak dokladd také zvyseny HOMA-R
index. Glukokortikoidy zvySuji inzulinovou rezistenci a mohou zputsobit sekundarni
,»steroidni* diabetes mellitus, ktery je proto u pacientii s Cushingovym syndromem velmi
Casty (v na$i skupiné HC pacienti byl diabetes diagnostikovan u vice neZ poloviny
pacientil). Inzulinova rezistence se po normalizaci hladin plazmatického kortizolu snizila
stejn¢ jako koncentrace inzulinu. Metabolizmus glukézy se obvykle po uspésné 16¢be¢
zlepsi. V této studii nebyl za 6-24 mésici po normalizaci hladin kortizolu u Zadného
pacienta piitomen diabetes a sérova koncentrace inzulinu i HOMA-R index byly
srovnatelné s kontrolni skupinou.

Hyperkortizolizmus je spojen se zménami fibrinolyzy. Tyto zmény mohou také pfispivat
k rozvoji aterosklerozy (154). U pacientii s Cushingovym syndromem byla popsana
hyperkoagulace a zvySend incidence flebotrombdéz a embolizaci (155). Tyto zmény
Vv procesu koagulace jsou dany zvySenou hladinou prokoagula¢nich faktori a sniZenou
koncentraci antitrombinu-111 (156). V nasi skupiné s hyperkortizolémii méli pouze dva
pacienti v ptredchozi anamnéze plicni embolii. Koncentrace plazmatického tPA byla
vyznamné vyssi u pacienttt s hyperkortizolizmem a v této skupiné pozitivné korelovala
pouze s PAI-1. PAI-1 u pacientd s hyperkortizolizmem vyznamné koreloval s BMI,
triglyceridy a aktivitou NAG, ne vSak u pacientd po 1écbé ani u kontrol. Nejvyssi
koncentrace PAI-1 byly zjistény u HC pacientt s diabetem na inzulinoterapii, s obezitou
a hypercholesterolémii (primémy BMI 35 kg/m?, TC 8,2 mmol/l). Zmény v procesu
fibrinolyzy u riznych onemocnéni tUzce souvisi s endotelovou dysfunkci (157)

a vysledek naSi studie ukazal pfitomnost tohoto vztahu také u endogenniho

82



hyperkortizolizmu. Vztah mezi tPA a aktivitou NAG u kontrolni skupiny naznadil
moznou souvislost fibrinolyzy s funkci endotelu také za normalniho stavu.
Ptredpokladame, ze prokoagulacni stav u pacientti s Cushingovym syndromem muze byt
ovlivnén zvysenou télesnou hmotnosti a dysbalanci v metabolizmu lipidu.

Oxida¢ni stres, reaktivni formy kysliku a jejich produkty stimuluji NF-xB (158).
Aktivovany NF-kB prochazi jadernou membranou a moduluje genovou transkripci.
Tento proces vede k produkci ristovych a chemotaktickych faktort, adhezivnich molekul
a k aktivaci endotelu. Glukokortikoidy inhibuji NF-kB indukci syntézy jeho inhibitoru
snizenim poctu vazeb na citlivé Castice v jadfe a pravdépodobné i jinymi mechanizmy
(159). Glukokortikoidy také inhibuji produkci reaktivnich forem kysliku v hladké
svaloving, jejich efekt tak mize byt protektivni (160). Na druhé strané, jak je popsano
vySe, Casta piitomnost obezity u pacient s Cushingovym syndromem je spojena se
zvySenym oxidacnim stresem (161).

V této studii jsme ke zhodnoceni oxidacniho stresu méfili plazmatickou koncentraci
MDA a aktivitu Cu,Zn-SOD. MDA je produkt oxidace lipidd a jeho zvySené hladiny jsou
ptitomné u vétsiny pacientt s hypercholesterolémii (162). Jak jsme piedpokladali, v nasi
studii byla zjisténa vyssi koncentrace MDA u pacientii s Cushingovym syndromem.
Nalezli jsme vztah mezi celkovym cholesterolem a MDA, piekvapivé vSak mezi
triglyceridy a MDA vyznamny vztah nebyl. Aktivita Cu,Zn-SOD byla signifikantné nizsi
v obou skupinach pacienti. Cu,Zn-SOD negativné korelovala s aktivitou NAG ve
skupiné HC pacientti, coz ukazuje na mozny vliv oxida¢niho stresu na funkci endotelu
u hyperkortizolizmu. Urcity vztah je pravdépodobny také mezi oxidacnim stresem
a arterialni hypertenzi (163). Vzestup koncentrace MDA a snizena aktivita Cu,Zn-SOD
dokazuji zvySeny oxidacni stres a snizenou kapacitu antioxida¢nich mechanizmil
u pacientd s hyperkortizolémii. Na zakladé vysledki studie usSuzujeme, zZe
hyperkortizolizmus nema inhibi¢ni vliv na oxida¢ni stres a protektivni vliv
glukokortikoidi je u pacientl s Cushingovym syndromem potlaten prooxidacnimi
procesy nebo nedostatecnou kapacitou antioxida¢nich mechanizmi.

Aktivita NAG, P-selektinu, E-selektinu a koncentrace ICAM-1 byly stanoveny jako
biochemické markery endotelové dysfunkce. ZvySena koncentrace ICAM-1 nalezena
u pacienti s hyperkortizolizmem nasvéd¢ovala pfitomnosti endotelové dysfunkce. Ve
skute¢nosti v§ak byly nejvyssi hladiny ICAM-1 zjistény u pacientd po normalizaci hladin

kortizolu, coz by mohlo svédc¢it pro pietrvavani endotelové dysfunkce i po Gispesné 16¢bé.
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Koncentrace NAG, P-selektinu a E-selektinu byly srovnatelné s kontrolami. Ve skupiné
kontrol navic vyznamné korelovaly hladiny ICAM-1 a P-selektinu s TG. Tato zjisténi
naznacuji vztah mezi endotelovou dysfunkci a parametry metabolizmu lipida také za
normalnich podminek. Vztah mezi adhezivnimi molekulami a oxida¢nim stresem byl jiz
zminovan (164, 165). Aktivita NAG souvisi s oxidacnim stresem (166), v nasi studii je
tento vztah u pacienti s hyperkortizolizmem dokumentovdn negativni korelaci mezi
aktivitou NAG a aktivitou Cu,Zn-SOD. Endotelova dysfunkce hodnocena v nasi studii
podle aktivity NAG a koncentrace ICAM-1 muze byt tedy také u pacientl
s hyperkortizolizmem ovlivnéna oxida¢nim stresem.

Z parametrit MVR jsme v této studii pozorovali u pacientll s Cushingovym syndromem
snizenou maximalni perfizi pti PORH 1 pfi TH. Stejné tak byla snizena hodnota
dynamického parametru THmax/t. Tyto zmény ukazuji p¥itomnost endotelové dysfunkce
a snizené MVR u pacientti s Cushingovym syndromem.

U pacientt s aktivnim Cushingovym syndromem byl ICAM-1 v negativni korelaci s TH.
Naopak u pacientli po normalizaci hladin kortizolu byla zjisténa pozitivni korelace mezi
koncentraci ICAM-1 a rychlosti vzestupu perfize pii TH. Jak jsme jiz zminili, u téchto
pacientii byla koncentrace ICAM-1 nejvyssi, prekvapivé vsSak nesouvisela s MVR.
Miuzeme se domnivat, ze zvySené hladiny ICAM-1 v této skupiné pacientd mohou
svédc¢it naptiklad o intenzivnich reparac¢nich zméndch v cirkulaci po dlouhotrvajicim
negativnim vlivu hyperkortizolizmu. U kontrolni skupiny byla zjiSténa negativni korelace
mezi rychlosti vzestupu perfuze pii TH a aktivitou sérové NAG, stejné jako mezi
koncentraci MDA a tfemi parametry MVR. Tyto vztahy nebyly pozorovany u pacientt
s hyperkortizolémii ani u pacientd po 1écbé. Oxidacéni stres a endotelova dysfunkce mize
proto ovlivitovat MVR za normalnich podminek, v ptipad¢ hyperkortizolizmu jsou vSak
pravdépodobné dominantni jiné faktory.

U pacientd s Cushingovym syndromem puasobi n¢kolik patofyziologickych mechanizmil,
kter¢ vedou ke vzniku arteridlni hypertenze: stimulace mineralokortikoidnich
a glukokortikoidnich receptord, inzulinova rezistence a nadmérna aktivita renin-
angiotenzinového systému (167). V nasi studii negativné korelovaly dva parametry MVR
se systolickym krevnim tlakem. Po zvazeni tohoto vysledku jsme porovnali podskupiny
pacienti s Cushingovym syndromem s diabetes mellitus a/nebo s arterialni hypertenzi
s podskupinami pacientll s Cushingovym syndromem bez téchto komorbidit. Jak diabetes
mellitus, tak arteridlni hypertenze jsou spojeny s endotelovou dysfunkci (163, 168).

V této studii byla vyrazné snizend MVR U pacientl s arterialni hypertenzi. Pfitomnost
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diabetes mellitus pfispivala ke snizeni MVR v THmax a PORHmax, avsak bez statistické
vyznamnosti. Pfitomnost kombinace obou téchto komplikaci, diabetes mellitus
i arterialni hypertenze, souvisela s nejvétsim poklesem MVR u pacientii s Cushingovym

syndromem.

Vliv rychlé zmény glykémie béhem hyperinzulinemického izoglykemického
a hyperglykemického clampu na mikrovaskularni reaktivitu a funkci endotelu
u pacienti s diabetem 1. typu

V této studii jsme nepotvrdili hypotézu, Zze rychle navozena hyperglykémie zhorSuje
mikrovaskularni reaktivitu u pacientt s diabetem 1. typu. Mezi glykémii a MVR nebyl
pozorovan pii hyperinzulinemickém izoglykemickém ani hyperglykemickém clampu
zadny vyznamny vztah. Toto zjisténi je shodné s vysledky podobné studie
Oomena et al. (126).

Dynamické parametry MVR prokdzaly rychlejsi mikrovaskularni vazodilataci
Vv izoglykemické fazi clampu, kdy je pfitomna pouze hyperinzulinémie. Rychlejsi
mikrovaskularni vazodilatace pfetrvavala i1 v hyperglykemické fazi clampu, ale k jejimu
negativnimu ovlivnéni po rychlém vzestupu glykémie nedoslo. V hyperglykemické fazi
clampu inzulinémie negativné korelovala s ¢asem nutnym k dosazeni maximalni perfaze
pti PORH na prstu — pacienti s vyssi koncentraci inzulinu v krvi tedy vykazovali
rychlej$i nastup maximalni perfuze. Tyto vysledky zna$i studie naznauji, ze
vazodilatacni efekt inzulinu mize hrdt vyznamnou roli v regulaci perfuze
mikrovaskularniho fec¢isté u pacientt s diabetem 1. typu.

Diivod, pro¢ jsme béhem clampu nezaznamenali vyznamnou korelaci mezi inzulinémii
a parametry MVR také na predlokti, spociva pravdépodobné v rozdilech kapilarniho
fecisté v obou mistech. Kapilarni feciSté na predlokti na rozdil od fecisté na biisku prstu
neobsahuje tolik AV zkratdl a neni tak husté (64). Registé mikrocirkulace na prstu
V papilarnim typu kize je spiSe funkéni neZ nutricni. Bazalni perfuze v této lokalité je
obvykle nékolikanasobné vyssi nez na ostatnich mistech téla, proto je snazsi prokazat
vazodilatacni piisobeni inzulinu sondou umisténou na prstu.

Pii kontrolnim vySetfeni jsme nepozorovali zadné vyznamné zmény v parametrech
MVR.

Dlouhodobad hyperglykémie je pfi¢inou mnoha zmén v biochemickych procesech
organizmu. Ovliviiuje oxida¢ni stres, hemokoagulaci, fibrinolyzu a syntézu

cytoadhezivnich molekul (19, 82, 169, 170). Vysetieni biochemickych parametri béhem
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a po clampu vsak neprokazalo vyznamné zmény v téchto sledovanych parametrech.
Domnivame se, ze rychle navozena hyperglykémie po relativné kratkou dobu tfi hodin
neni dostate¢na k vyvolani vyznamnych zmén v ndmi stanovenych parametrech
oxida¢niho stresu, hemokoagulace a cytoadhezivnich molekul (171). Vyznamny pokles
koncentraci cytoadhezivnich molekul, stejné jako parametri lipidogramu, byl
pravdépodobné nespecificky, zptsobeny hemodiluci pii vyznamné cirkulaéni zéatézi
béhem clampu. K poklesu koncentrace uvedenych parametra doslo také pii kontrolnim
vysetifeni. Tento nespecificky vliv objemové zatéze nebyl piekvapujici, nebot’ piivod
vétsiho mnozstvi tekutin do télesného obéhu s metodou clampu neoddélitelné souvisi.
Hyperglykémie ovlivituje hemokoagulaci a fibrinolyzu u pacienti s diabetem (172)
i U zdravych osob (173, 174). Tyto procesy uzce souvisi s endotelovou dysfunkci. V nasi
studii jsme pozorovali negativni vztah koncentrace plazmatického fibrinogenu a MVR
vstupné pred clampem. Prekvapiveé byla vyssi koncentrace P-selektinu, markeru aktivace
krevnich desti¢ek (175), spojena s rychlejsi vazodilataci pii PORH na prstu i predlokti na
konci clampu. Bohuzel nemtzeme usuzovat, jestli to bylo v souvislosti s hyperglykémii,
hyperinzulinémii nebo obojim.

Vliv inzulinu na rozvoj vaskularnich komplikaci diabetu je nejasny. Koncentrace
inzulinu se vyrazné lisi u jednotlivych typt diabetu i v zavislosti na stadiu nemoci a je
siln€ ovlivnéna antidiabetickou 1écbou. Tyto rizné vlivy znesnadiiuji porozuméni vztahu
mezi koncentraci inzulinu a cévnimi komplikacemi. Ceriello et al. se ve své studii
pokusil eliminovat vliv inzulinu u pacientt s diabetem 2. typu blokadou somatostatinem
a prokazal negativni vliv zvySené GV na vznik oxidaéniho stresu a funkci endotelu (121).
Podobného vysledku dosahl Monnier et al. bez blokady inzulinu s pouzitim kontinualni
monitorace glykémie u pacientii s diabetem 2. typu (122). Nedavna studie stejného autora
prokazala srovnatelnou turoven oxida¢niho stresu u pacientd 1éCenych inzulinem
(s diabetem 1. i 2. typu), ale vyrazné vyssi uroven oxidac¢niho stresu u pacientl 1é¢enych
peroralnimi antidiabetiky (129). Tento vysledek by mohl potvrdit teorii o prospésném

pusobeni inzulinu na faktory jako je oxidac¢ni stres a endotelova dysfunkce.

Zmény mikrovaskuldarni reaktivity a funkce endotelu po standardni snidani u pacienti
V ¢asnych stadiich diabetu 2. typu

U zdravych osob je hladina postprandialni glykémie ur¢ovana fadou faktort jako je Cas
podani jidla, mnozstvi jidla, obsah cukrii a tukt, inzulinova a glukagonova sekrece,

rychlost vyprazdnovani zaludku, rychlost absorpce zivin v tenkém stfevé a fyzicka
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aktivita pfed i po jidle (176). U pacientti s diabetem je postprandialni glykémie také
determinovana stupném inzulinové deficience a inzulinové rezistence i pfitomnou lé¢bou
peroralnimi antidiabetiky nebo inzulinem (177, 178). Pfitomnost inzulinové rezistence
zcela méni kvalitu a kvantitu postprandialniho stavu, dochéazi k vyraznéjSim vzestuptim
glykémie po jidle a k protrahovanému trvani téchto zvySenych hodnot. Patologicky
zvySené hladiny glykémie po jidle jsou vyznamnym rizikovym faktorem vzniku
kardiovaskularnich komplikaci (121, 133). Je znamo, Ze postprandialni stav je spojen se
snizenou funkci endotelu, zvySenym oxida¢nim stresem, zvySenou aktivitou
koagula¢niho systému a sklonem k vazokonstrikci (135, 137). Proto jsme Vv nasi studii
U pacienti s diabetem 2. typu pifedpokladali po piijmu potravy snizeni MVR. Mimo
uvedenych faktori je MVR vV postprandidlnim stavu ovlivnéna jeSté mnoha dalSimi
parametry (179). Nezanedbatelny vliv ma redistribuce krve z periferie do splanchniku,
ktera mlze zpusobit mirnou periferni vazokonstrikci. Vliv pfijmu potravy na MVR
a postprandialni procesy v mikrovaskularnim fecisti dosud nebyly plné objasnény (136).
V na$i studii jsme u pacientd s diabetem pozorovali nizsi hodnoty perfuze i snizené
dynamické parametry MVR nalacno i1 v pribéhu celého testu ve srovnani s kontrolni
skupinou. Podle ocekavani doslo postprandialné u pacientt s diabetem, ale nikoliv
u kontrol, k vyznamnému poklesu nékterych parametri MVR. Tyto vysledky jsou ve
shod¢ s vysledky studie autori Neri et al. (180), ve které bylo k hodnoceni
postprandidlniho stavu mikrocirkulace vyuzito metody FMD.

Vysledky nasi studie naznacuji, Ze i V postprandialnim stavu hraje vyznamnou tlohu
inzulinémie. Inzulin ma krom¢ fady metabolickych ucinki i vyznamny vliv na endotel
a hladkou svalovinu v cévni sténé. Je dulezitym stimulatorem tvorby NO v endotelu, coz
vede kvazodilataci a zvySeni kapilarni perfize. Za fyziologickych podminek vede
stimulace tvorby NO inzulinem K udrzeni rovnovahy mezi vazodilataci a vazokonstrikci.
Pti inzulinové rezistenci vSak dochazi vlivem rozdilné signalni cesty inzulinu spise
k vazokonstrikci (obr. 12) a zvySuje se tak riziko rozvoje endotelové dysfunkce
a aterosklerotickych zmén (181, 182). Podle oc¢ekavani doslo u pacientl s diabetem
i u kontrolni skupiny k postprandidlnimu vzestupu inzulinémie a jejimu naslednému
poklesu k ptivodnim hodnotam. Piekvapivé nebyl mezi obéma skupinami v koncentraci
inzulinu prokazan vyznamny rozdil. Navzdory tomuto faktu jsme pouze u pacientl
s diabetem pozorovali v 60. minuté testu né€kolik vyznamnych korelaci mezi parametry

MVR a inzulinémii. Koncentrace inzulinu u diabetikll pozitivn¢ korelovala s bazalnim
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pritokem a s maximalni hodnotou perfuze pfi PORH na prstu a negativné korelovala
s PORH%.

Souvislost koncentrace inzulinu a MVR dokladuje vazodilatacni vliv inzulinu na
mikrovaskularni fecisté. Pacienti s nejvyssi inzulinémii méli v 60. minuté testu nejvyssi
bazalni perfizi a zaroven i nejvysSsi absolutni hodnotu perfuze pti PORH na prstu.
Negativni korelace inzulinémie a percentudlniho (relativniho) vzestupu perfize je dana
matematickym vypoc¢tem tohoto parametru (PORH%), ktery je vypocitavan jako
perfuze v prubehu testu PORH. Jiz bazélni perfize je sama o sobé vysoka a je tudiz
snizena vazodilatacni rezerva pro dalsi navyseni perfuze po stimula¢nim testu.

Se vzestupem inzulinémie po pfijmu potravy muze souviset také pokles PAI-1, ktery
jsme pozorovali ve skupiné pacientd s diabetem i u kontrol ve 180. minuté
postprandialné. Je prokazano, ze infize malé davky inzulinu s 5% glukézou obéznim
osobam snizi tvorbu reaktivnich forem kysliku a snizi plazmatickou koncentraci
ICAM-1, MCP-1 a PAI-1 (183). Domnivame se proto, ze zvySena hladina inzulinu
postprandidlné miize timto zplUsobem piiznivé ovliviiovat potravou zpisobeny
prokoagulaéni stav. Ve skupiné pacientii s diabetem, nikoliv vSak u kontrol, jsme
pozorovali vyznamny pokles hodnoty t-PA ve 180. minuté postprandidlné. Tento
vysledek mize svédcit pro vyraznéjsi alteraci funkce endotelu postprandidlné u pacientii
s diabetem proti osobam bez diabetu, nebot’ snizena produkce t-PA s endotelovou
dysfunkci souvisi (50, 51).

Jak jiz bylo uvedeno, je u pacientu s diabetem zvysena postprandialni glykémie a lipémie
spojena se zvySenym oxida¢nim stresem (179). Vyznamné vyssi hladiny MDA nala¢no
i postprandidlné u pacientd s diabetem ve srovnani s kontrolami vnasi studii
pravdépodobné souvisi se zvySenym oxida¢nim stresem piitomnym u tohoto
metabolického onemocnéni bez zavislosti na pfijmu potravy, nebot MDA je vyznamny
marker oxidéniho stresu (184). Mira oxida¢niho stresu je vSak zavisla na slozeni pfijaté
potravy. V podobné navrzené studii, ve které byla podana snidané s vétSim podilem tukii,
byl u pacientu s diabetem pozorovan signifikantni vzestup TG, VCAM-1 a CRP (180).
V nasi studii jsme u pacienti s diabetem i u kontrol pozorovali pouze postprandialni
vzestup TG, statisticky vyznamny byl vSak pouze v kontrolni skupin€ a to
pravdépodobné z divodu niz§i hodnoty TG u kontrol bazalné. Ostatni parametry

lipidogramu i koncentrace cytoadhezivnich molekul postprandialné piekvapivé klesaly.
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Domnivame se, ze diivodem mohla byt hemodiluce zpiisobend piijmem tekutin béhem
snidané.

Vyznamny rozdil v koncentraci TC mezi pacienty s diabetem a kontrolni skupinou
nala¢no mohl pravdépodobné ovlivnit bazalni i naslednou postprandialni MVR, nebot’
koncentrace lipidd MVR ovliviiyje (185, 186). Rozdily v parametrech lipidogramu mezi
pacienty sdiabetem a kontrolni skupinou byly patrné¢ zptsobeny dosud
nediagnostikovanou ¢i nedostate¢né 1é¢enou dyslipidémii v kontrolni skuping.

Nékolik vyznamnych korelaci bylo nalezeno u pacientii s diabetem i u kontrolni skupiny
mezi parametry MVR a oxida¢nim stresem, hodnocenym podle koncentrace MDA a KD.
Souvislost postprandidlniho stavu se zvySenou dispozici k zdnétu se ndm nepodaftilo
prokazat, navzdory nasemu ocekavani nedoslo po jidle ani u jedné skupiny k vzestupu
CRP. Mizeme se domnivat, ze postprandidlni vzestup inzulinémie by mohl diky
protizanétlivému piasobeni inzulinu (187, 188) pisobit u pacienti s diabetem

I U zdravych osob protektivng.

Parametry glykemické variability a jejich vitah ke kompenzaci diabetu
a mikrovaskuldrni reaktivité u pacientit s diabetem 1. typu lécenych inzulinovou
pumpou

zda GV ovliviiuje morbiditu a mortalitu pacientd s DM. V nasi studii jsme zjistili
statisticky vyznamnou souvislost mezi primémou glykémii, SDBG, indexem
hyperglykémie HBGI a hodnotami HbA;jc. Ztéchto vysledki mizeme usuzovat, ze
kompenzace diabetu s glykemickou variabilitou Gizce souvisi.

Standardni odchylku glykémie (SDBG) jsme ve studii pouzili jako hlavni parametr
k hodnoceni GV, nebot’ piedstavuje nejjednodussi a nejpouzivanéjsi metodu vypoctu GV
(145). Dale jsme hodnotili odhad rizika hyperglykémie HBGI a odhad rizika
hypoglykémie LBGI, i kdyz podle studie Kovatcheva et al. (143) je k hodnoceni téchto
vykyvu glykémie vhodnéjsi a citlivéjsi parametr ADRR (average daily risk range). Tento
parametr je prediktorem hypo- i hyperglykémii a K jeho vypoctu neni potfeba normalni
distribuce hodnot glykémie. Kombinuje sou¢asné HBGI a LBGI, které samostatné nejsou
citlivé k opatnému vykyvu glykémie. Nevyhodou tohoto parametru je potieba
dostatecného poctu dni s Cetnosti métfeni > 3/den, coZ nebyl ptipad nasi studie, ve které

byla primérna frekvence méteni pouze 2-3x denné.
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V nasi studii jsme nepozorovali zadny statisticky vyznamny vztah mezi parametry GV
a parametry 1é¢by inzulinem pomoci inzulinové pumpy. Tento vysledek se neshoduje
s vysledky studii, ve kterych castéjsi podadvani mensSich bolusovych davek vedlo ke
snizeni GV u pacientu s diabetem 1. typu (148, 149).

Dale jsme v nasi studii neprokdzali vyznamny vztah mezi GV a mikroalbuminurii.
Korelace nebyla nalezena ani mezi parametry GV a mikrovaskularni reaktivitou. Tyto
vysledky se shoduji se zavéry studie DCCT, ve které nebyla prokazana souvislost
zvysené GV srizikem rozvoje diabetickych vaskularnich komplikaci u pacientt
s diabetem 1. typu (114, 115). Stejné¢ jako v jinych, podobné zaméfenych studiich
(109-111), vsak byly ve studii DCCT k hodnoceni GV pouzity pouze 5-7 bodové kiivky
GV méfené s odstupem nckolika meésict. Takovyto vypocet GV z klasického
glykemického profilu muze byt neptesny (145), nebot k tfadé poklesti a vzestuptu

glykémie dojde mezi métenimi bez povsimnuti (obr. 21) (189).
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Obrizek 21. Schéma jednodenniho zdznamu kontinualni monitorace glykémie. Ctyfi
body oznacuji glykémii zjisténou glukometrem, fada poklesti a vzestup glykémie tak
mize byt nezachycena (prevzato z firemnich materidli spolecnosti Dexcom,

www.aimport.cz).

Dalsi zajimavou studii na téma vztahu cévnich komplikaci a GV u pacientti s diabetem
1. typu publikoval Bragd et al. (113). GV zde byla rovnéZ vypocitana ze standardniho
selfmonitoringu glykémii. Vyskyt mikrovaskularnich komplikaci vcetné periferni
neuropatie byl hodnocen po dobu jedenécti let. Studie prokazala pozitivni korelaci mezi

vyskytem periferni neuropatie a GV vyjadienou pomoci SDBG. Je tedy mozné, zZe
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periferni nervovy systém by mohl byt vici GV citlivejsi (189). Tyto zavéry vsak nebyly
potvrzeny dalsi retrospektivni analyzou dat studie DCCT (115).

Vroce 2011 byla publikovana studie, ve které byla hodnocena souvislost GV
s pfitomnosti a zavaznosti ischemické choroby srde¢ni u pacient s DM 2. typu (190).
GV zde byla vypocitana z dat kontinualni monitorace. V této studii se ukazalo, ze
pacienti s ischemickou chorobou srde¢ni méli signifikantné vyssi GV a také zavaznost
postizeni koronarniho fecisté stoupala s mirou GV. Mezi obéma skupinami pfitom
nebyly pozorovany signifikantni rozdily v hodnot¢ HbA;c a hodnotach glykémie
nala¢no. Vysledky této studie tedy ukazuji na moznou souvislost GV s pfitomnosti
a mirou aterosklerotickych zmén.

Na zaklad¢ naSich vysledkd a na zakladé dat z dostupnych studii se tedy domnivame, ze
k pfesnéjsimu zhodnoceni vztahu GV a diabetickych cévnich komplikaci je nutno ziskat
podrobnéjsi udaje o exkurzich glykémie béhem dne, a to bud intenzivnéj$im

selfmonitoringem, nebo idealn¢ kontinualni monitoraci glykémie (145).

Nase studie byla pilotni, m¢la ovéfit koncept vyzkumu zaméteného na glykemickou
variabilitu. Jeji limitaci byl nizky pocet zahrnutych pacientti dany vstupnimi podminkami
(DM 1. typu, terapie inzulinovou pumpou Accu-Chek Spirit), casto nekvalitni
selfmonitoring glykémii vychézejici z redlného testovani pacientem a S tim souvisejici
omezena vypoveédni hodnota dat. Negativni vysledek této pilotni studie vedl ke zméné
metodiky vyzkumu GV, knémuz nyni na naSem pracovi§ti pouzivame hlavné

kontinualni monitoraci glykémie.
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7. Shrnuti vysledki prace

Ve studii zabyvajici se MVR a funkci endotelu u pacient s Cushingovym syndromem

jsme u nemocnych s hyperkortizolémii zjistili:

zvySeny vyskyt piidruzenych onemocnéni (arterialni hypertenze, diabetes
mellitus, dyslipidémie)

pokles vyskytu téchto ptidruzenych onemocnéni po Gspesné operacni 1écbé
inzulinovou rezistenci

poruseny proces fibrinolyzy

zvySeny oxidacni stres

endotelovou dysfunkci

sniZzenou MVR, ktera dosud u pacienti s Cushingovym syndromem nebyla
popsana

pretrvani snizené MVR i po uspéSné operacni 1écbhé

MVR byla patrné nejvice ovlivnéna pritomnosti arteriidlni hypertenze

MVR byla nejvice snizena u pacientii, ktefi méli soucasné arterialni

hypertenzi a diabetes mellitus

Ve studii vlivu rychle navozené hyperglykémie béhem hyperinzulinemického clampu na

MVR a funkci endotelu u pacientt s diabetem 1. typu jsme zjistili nasledujici poznatky:

pozorovali jsme rychlejSi mikrovaskularni vazodilataci v izoglykemické fazi
clampu, pri které jsme navodili pouze hyperinzulinémii

rychlejsi mikrovaskuldrni vazodilatace pretrvavala i v hyperglykemické fazi
clampu a patrné nebyla ovlivnéna rychlym vzestupem glykémie

inzulin m& pravdépodobné vyznamny vliv na regulaci MVR diky
vazodilata¢nimu efektu

béhem clampu nedoslo ke zménam v biochemickych parametrech oxida¢niho
stresu a endotelové dysfunkce zpisobenym rychle navozenou hyperglykémii
nenalezli jsme souvislost mezi parametry inzulinové senzitivity a MVR

kontrolni clampové vySetfeni ndm poskytlo diileZitou informaci o nespecifickych

zménach pii pouziti metody clampu (napf. vliv objemové zatéze, hemodiluce)
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Ve studii zabyvajici se vlivem pfijmu potravy na MVR a funkci endotelu u pacienti

S recentné zjisténym diabetem 2. typu jsme zjistili:

pacienti s diabetem m¢éli i pfes uzivani antidiabetické terapie metforminem vyssi
bazalni 1 postprandialni glykémie ve srovnani s kontrolni skupinou

inzulinémie byla u pacienti s diabetem bazaln¢ i1 postprandidlné pouze
nevyznamng vyssi ve srovnani s kontrolni skupinou

pacienti s diabetem méli bazalné i postprandialné vyssi hladiny MDA, coz muze
svédcit o zvySeném oxidacnim stresu

v parametrech lipidogramu a cytoadhezivnich molekul doslo postprandidlné
Vv obou skupindch k poklesu, pravdépodobné vlivem hemodiluce

nalezli jsme nékolik korelaci mezi MVR a cytoadhezivnimi molekulami
(E- a P-selektinem, ICAM-1) i parametry oxidaé¢niho stresu (MDA, KD)
bazalni perflize na prstu u pacientii s diabetem postprandialné klesala a na
konci testu byla vyznamné niZsi neZ u kontrol, v kontrolni skupiné k poklesu
bazalni perfize nedoslo

maximalni perfiize na prstu pii PORH u pacienti s diabetem (nikoliv
u kontrol) postprandiilné klesala a byla ve vSech fazich testu vyznamné nizsi
ve srovnani s kontrolami

dynamicky parametr MVR (rychlost vzestupu perfiize pii PORH na prstu)
byl u pacientii s diabetem vyznamné niZ$i ve srovnani s kontrolami po celou
dobu testu a vyznamnéji se v pribéhu testu neménil

MVR je v postprandialnim stavu u pacienti s diabetem pravdépodobné

ovlivnéna inzulinémii a inzulinovou rezistenci

Ve studii porovnavajici paramery glykemické variability s kompenzaci diabetu a MVR

u pacienti s diabetem 1. typu lé¢enych inzulinovou pumpou jsme zjistili:

pozitivni korelace mezi HbA;c a indexem HBGI a mezi HbA;c a SDBG, coz
ukazuje na moznou souvislost GV a kompenzace diabetu

neprokazali jSme vyznamnou souvislost mezi parametry GV a parametry 1écby
inzulinem

neprokazali jsme vyznamnou souvislost mezi parametry GV a MVR

vypocet GV z béZného (mnohdy nedostatecného) selfmonitoringu nemusi

poskytovat dostatek informaci o skute¢né mire glykemické variability
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8. Zavér

Provedli jsme ¢étyfi odlisné studie MVR a funkce endotelu u pacientii s metabolickymi
a endokrinnimi poruchami. V jednotlivych studiich jsme pozorovali rizné zmény MVR
v souvislosti se zakladnim onemocnénim a s experimentalné provedenymi stimula¢nimi
testy. Zmény MVR, které jsme pozorovali, byly patrné zpisobeny vice faktory, nikoliv
pouze zakladni metabolickou ¢i endokrinni poruchou, ale souborem vsech pusobicich
piidruzenych onemocnéni a odchylek, které se zakladnim onemocnénim souvisi. Tyto
faktory mohou byt navic navzajem tizce propojeny a mohou se navzajem ovliviiovat.
Jednim z hlavnich pfinosii této prace je zjisténi, ze kromé jiz zndmych faktort je MVR
pravdépodobné vyrazné ovlivnéna inzulinémii a patrn€ 1 inzulinovou rezistenci.
Domnivame se, Ze bychom méli pii hodnoceni MVR a funkce endotelu u metabolickych
a endokrinnich onemocnéni v budoucnu piihlizet také k inzulinémii, sekrecni kapacité
B-bun¢k pankreatu (tedy zvysené ¢i snizené produkci inzulinu), citlivosti na inzulin ¢i
ptipadné 1écbé inzulinem.

Limitaci této prace je kromé malych soubori pacientli, danych nizkym vyskytem
ur¢itétho onemocnéni, vstupnimi kritérii ¢i narocnosti provadéného vySetteni, takeé
rozporuplnost dosavadnich znalosti 0 MVR a funkci endotelu. Vzhledem k aktualnosti
tématu nejsou dosud zcela jasné a studiemi podlozené souvislosti endotelové dysfunkce
a MVR s rozvojem cévnich komplikaci. Uvedené vySetfovaci metody nejsou zatim az na
vyjimky v praxi rutinné pouzivany a neexistuje jednotna a standardizovana diagnostika,
proto jsou data ziskand pomoci soucasné¢ vyuzivanych vySetfovacich metod obtizné
hodnotitelna a srovnatelna.

Data o moZnostech Uc¢inné terapeutické intervence endotelové dysfunkce a MVR jsou
rovnéZz omezend. Vzhledem k souvislosti poskozeni MVR a funkce endotelu tizi
a trvanim metabolické ¢i endokrinni poruchy by vSak mélo byt hlavni intervenci
dostatecné¢ kompenzovat zdkladni onemocnéni ¢i odchylky v metabolismu, které jsou
s nim spojené. V¢asnou lécbou je tak pravdépodobné mozné zabranit vzniku a rozvoji
zavaznych cévnich komplikaci nebo alespont zpomalit jejich progresi.

V této praci zaroven uvadim nékteré vySetfovaci metody ¢i sméry, které v budoucnu
diagnostiku i dal$i vyzkum funkce endotelu a MVR pravdépodobné ovlivni. Velkou
vyhodou v této oblasti bude moznost vyuziti modernich technologii, zdokonalovani
diagnostiky, vyzkum novych markeri endotelové dysfunkce a poznatky o dalSich

faktorech, které maji na mikrocirkulaci vliv.
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