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Abstrakt

Uvod/Cile: Trombofilie, tedy zvysena dispozice ke vzniku Zilni a arterialni trombozy
predstavuje komplexni onemocnéni zapii¢inéné mimo jiné i poruchami krevnich desticek
a endotelu. Cirkulujici endotelové buiiky (CEC) a endotelové progenitorové buiiky (EPC)
jsou popisovany jako markery poskozeni a dysfunkce endotelu, respektive jako markery
jeho obnovy u mnoha nemoci, vcetné¢ trombotickych komplikaci. Jejich vyznam u
pacientl se znamou trombofilii vSak dosud jesté nebyl zkouméan. CEC i EPC ptedstavuji
extrémné vzacné bunécné populace vyskytujici se v periferni krvi. Proto k jejich
identifikaci a kvantifikaci je pouziti vyhradn¢ standardizovanych a citlivych metod zcela
nezbytné. Cilem prace bylo identifikovat a kvantifikovat CEC a EPC v periferni krvi
pacientll s vrozenymi trombofiliemi a zhodnotit jejich vyznam jako markerti aktivity
endotelu a krevnich desticek v souvislosti s rizikem vzniku ¢i rekurence tromboézy.
Metody: Analyza poc¢tu CEC a EPC v periferni krvi pacientt s trombofiliemi s nebo bez
historie trombozy a pacientd s akutni trombo6zou byla provedena metodou vicebarevné
pritokové cytometrie. Referen¢ni hodnoty CEC a EPC byly stanoveny na skupiné
zdravych kontrol. Pacienti s hematologickymi malignitami po vysokych davkéach
chemoterapie a pacienti s akutnim infarktem myokardu byli pouZiti jako pozitivni
kontrola. Vysledky: Imunofenotyp CEC a EPC byl stanoven jako CD45 negativni az
slabé pozitivni, CD34 silné pozitivni, CD146 pozitivni, CD31 pozitivni a CD133
negativni, respektive CD133 pozitivni. ZvySené hladiny endotelidlnich bunécnych
subpopulaci byly potvrzeny u pozitivni pacientské skupiny. Ve srovnani se zdravymi
kontrolami nebyly detekovany Zadné vyznamné zmény v poctech CEC nebo EPC u
pacientl s trombofiliemi ani u pacientl s akutni trombo6zou. Zavér: V ramci této prace
optimalizovana metoda vicebarevné prutokové cytometrie umoziuje jednoznacnou
identifikaci a kvantifikaci endotelovych bunék v periferni krvi. Zjisténé vysledky
indikator poSkozeni a dysfunkce endotelu. Normalni hladiny CEC a EPC byly stanoveny

u pacientd s vrozenymi trombofiliemi.

Klicova slova: trombofilie, trombodza, cirkulujici endotelové bunky, endotelové

progenitorové bunky, vicebarevna priitokova cytometrie, krevni desticky



Abstract

Background/Aims: Thrombophilia, ie an increased predisposition to venous and arterial
thrombosis, is a complex disease caused by disorders of platelets and endothelial, among
others. Circulating endothelial cells (CEC) and endothelial progenitor cells (EPC) have
been described as markers of endothelial damage and dysfunction, respectively as
markers of its recovery in many diseases, including thrombotic complications. However,
their significance in patients with known thrombophilia has not yet been investigated.
Both CEC and EPC represent extremely rare cell populations found in peripheral blood.
Therefore, it is essential to use exclusively standardized and sensitive methods for their
identification and quantification. The aim of the study was to identify and quantify CEC
and EPC in the peripheral blood of patients with congenital thrombophilia and to evaluate
their importance as markers of endothelial and platelet activity in context with the risk of
thrombosis occuring and recurrence. Methods: Analysis of the number of CEC and EPC
in the peripheral blood of patients with thrombophilia with or without a history of
thrombosis and patients with acute thrombosis was performed by multicolor flow
cytometry. The CEC and EPC reference values were determined on a group of healthy
controls. Patients with hematological malignancies after high-dose chemotherapy and
patients with acute myocardial infarction were used as positive controls. Results: CEC
and EPC immunophenotypes were determined as CD45 negative to weakly positive,
CD34 strongly positive, CD146 positive, CD31 positive and CD133 negative,
respectively CD133 positive. Elevated levels of endothelial cell subpopulations were
confirmed in a positive patient group. No significant changes in CEC or EPC counts were
detected in patients with thrombophilia or in patients with acute thrombosis compared to
healthy controls. Conclusion: In this work, the optimized method of multicolor flow
cytometry allows unambiguous identification and quantification of endothelial cells in
the peripheral blood. The results support previous studies showing that elevated CEC
levels could serve as an indicator of endothelial damage and dysfunction. Normal CEC

and EPC levels were determined in patients with congenital thrombophilia.

Keywords: thrombophilia, thrombosis, circulating endothelial cells, endothelial

progenitor cells, multicolor flow cytometry, platelets
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Seznam zkratek
AA — arachidonova kyselina (z angl. arachidonic acid)
ADP — adenozin difosfat (adenosine diphosphate)

ANCA - anti-neutrofilni cytoplazmatické protilatky (anti-neutrophil cytoplasmic
antibodies)

APC — aktivovany protein C (activated protein C)
APC — alofykocyanin (allophycocyanin)

APTT — aktivovany parcidlni tromboplastinovy Cas (activated partial thromboplastin

time)

BMEC - z kostni dfen¢ odvozené endotelové buniky (bone marrow-derived endothelial

cells)

CAC — cirkulujici angiogenni buniky (circulating angiogenic cells)

CD — diferenciacni skupina (cluster of differentiation)

CEC — cirkuluyjici endotelové bunky (circulating endothelial cells)

CEP — cirkulujici endotelové progenitory (circulating endothelial progenitors)
COX — cyklooxygendza (cyclooxygenase)

CRP — C-reaktivni protein (C-reactive protein)

DC — dendriticka buiika (dendritic cell)

DTS — denzni tubularni systém (dense tubular system)

ECFC — bunky vytvarejici endotelové kolonie (endothelial colony-forming cells)
eEPC — brzké endotelové progenitorové bunky (early endothelial progenitor cells)
EPC — endotelové progenitorové buiiky (endotelial progenitor cells)

FACS — fluorescen¢né aktivované tiidéni buné€k (fluorescence activated cell sorting)
FcR — Fc receptor (Fc receptor)

FGF — riistovy faktor fibroblasta (fibroblast growth factor)



FITC — fluoresceinizothiokyanét (fluorescein isothyocyanate)

FSC-A / H — doptedny rozptyl-plocha / vyska (forward scatter-area / height)

G-CSF — faktor stimulujici kolonie granulocytl (granulocyte colony-stimulating factor)
GP — glykoprotein (glycoprotein)

HSC — hematopoetické kmenové bunky (haematopoietic stem cells)

ICAM-1 — mezibunééna adhezni molekula typu 1 (intercellular adhesion molecule-1)
IL — interleukin (interleukin)

IPsR — receptor inozitol trifostatu (Inositol trisphosphate receptor)

ITAM — imunoreceptorovy aktivaéni motiv na bazi tyrozinu (immunoreceptor tyrosine-

based activation motif)

KDR - receptor kindzové inzertni domény (kinase insert domain receptor)

LA — lupus antikoagulans (lupus anticoagulant)

IEPC — pozdni endotelové progenitorové buiiky (late endothelial progenitors)

LoD — limit detekce (limit of detection)

Mac-1 — makrofagova adhezni moluekula-1 (macrophage adhesion molecule-1)
MCP-1 — monocytarni chemotakticky protein-1 (monocyte chemotactic protein-1)
MMPs — matrixova metaloproteindza (matrix metalloproteinase)

MRD — minimalni rezidualni nemoc (minimal residual disease)

MTHFR — methylentetrahydrofolat reduktaza (methylenetetrahydrofolate reductase)

NF-«B — nuklearni faktor kappa B bunék (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells)

NO — oxid dusnaty (nitric oxide)
OEC - rostouci endotelové bunky (outgrowth endothelial cells)
PAF — faktor aktivujici krevni desticky (platelet activating factor)

PAI-1 — inhibitor aktivatoru plazminogenu typu 1 (plasminogen activator inhibitor-1)
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PAR - proteazou aktivovany receptor (protease-activated receptor)
PE — fykoerytrin (phycoerythrin)

PECAM-1 — molekula adheze trombocyti a endotelu typu 1 (platelet-endothelial

adhesion molecule-1)
PE-Cy7 — fykoerytrin cyanin 7 (phycoeythrin cyanin 7)

PerCP-Cy5.5 — peridinin-chlorofyl-protein cyanin 5.5 (peridinin-chlorophyll-protein
cyanin 5.5)

PF 4 — faktor 4 krevnich desticek (platelet factor-4)

PFA — test funkce krevnich desti¢ek (platelet function assay)

PGH; / I, — prostaglandin H> / I (prostaglandin H> / I»)

PLA; — fosfolipaza A» (phospholipase A3)

PSGL-1 — P-selektinovy glykoproteinovy ligand-1 (P-selectin glycoprotein ligand-1)
PT — protrombinovy Cas (prothrombin time)

RANTES — chemokin RANTES (regulated upon activation, normal T cell expressed and

presumably secreted)

ROS — reaktivni kyslik (reactive oxygen species)

SDF-1 — faktor 1 odvozeny ze stromalnich bunék (stromal cell-derived factor-1)
SSC-A / H —bocni rozptyl-plocha / vySka (side scatter-area / height)

TAFI — trombinem aktivovany inhibitor fibrinolyzy (trombin activated fibrinolysis
inhibitor)

TF — tkénovy faktor (tissue factor)

TM — trombomodulin (thrombomodulin)

TNF — faktor nddorové nekrozy (tumor necrosis factor)

t-PA — aktivator tkanového plazminogenu (tissue plasminogen activator)
TT — trombinovy Cas (thrombin time)

TXA; — tromboxan A» (thromboxane A>)
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u-PA — urokinaza (urokinase)
VEGF - vaskularni endotelovy rustovy faktor (vascular endothelial growth factor)

VCAM-1 — molekula adheze vaskularnich bun¢k typu 1 (vascular cell adhesion

molecule-1)
VTE - Zilni tromboembolizmus (venous thromboembolism)

vWF — von Willebrandtiv faktor (von Willebrandt factor)
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1. Uvod
1.1. Trombotické stavy

Fyziologickym procesem, ktery udrzuje tok krve a chrani tak organizmus pied
ztratou krve po poranéni cévni stény, je hemostaza. Pro spravny chod tohoto procesu jsou
jednak nezbytné bunééné komponenty, tj. krevni desticky, leukocyty, endotelové buiky
a za druhé koagulacni proteiny pifitomné v plazmé. Tento systém je schopny se pfi
poranéni cévni stény rychle aktivovat a vytvofit krevni srazeninu neboli trombus, ktery ji
zaceli. Vznik trombu byl poprvé ucelené popsan v roce 1856, kdy profesor Virchow
postuloval tfi hlavni faktory, které ptispivaji ke vzniku trombu, poruchu krevniho toku,
postizeni cévni stény a hyperkoagulaci. Koncepce Virchowovy triddy se v zasadé
uplatituje dodnes. Naproti tomu trombotické stavy jsou patofyziologické stavy, pfi
kterych mize dochéazet k uvolnéni trombid neboli emboll, coZz muize v konecném
dasledku vést az k tromboembolické piihod€. Na zakladé mista vzniku rozliSujeme

trombdzy zilni a arteridlni (Kvasnicka, 2003a).

1.1.1. Zilni tromboembolizmus

Zilni tromboembolizmus zahrnujici hlubokou Zilni trombézu a plicni embolii
predstavuje velké zdravotnické a socidlné-ekonomické riziko, které souvisi s vysokou
mirou morbidity a mortality v ekonomicky rozvinutych zemich. Ke zvySeni nemocnosti
pfispiva i posttromboticky syndrom. Zaroven se jedna se o jednu z nej€astéjSich pficin
kardiovaskularnich imrti po infarktu myokardu a ischemické cévni mozkové piihodé
(Kvasnicka, 2003a, Behravesh et al., 2017). Na zaklad¢ evropskeé studie bylo zjisténo vice
nez jeden milion symptomatickych ptihod souvisejicich s Zilnim tromboembolizmem,
pfiemz tetina znich bylo fatdlnich (Cohen et al., 2007). V Ceské republice je
diagnostikovéano cca 15-25 tisic pfipadii Zilni trombdzy ro¢né. Situaci zhorSuje i druhotny
tromboembolizmus, ktery roste s naristajicim poctem nddorovych onemocnéni c¢i
masoveé rozsifeni nékterych protrombofilnich medikaci (napt. hormonalni antikoncepce)

bez vySetfeni tendence k hyperkoagulaci.

wrwe

tj. zpomaleni az zastava zilniho prutoku (staza) a hyperkoagulace, tedy neregulovana

aktivace koagula¢niho systému. Ke staze mize dochdzet v cipech zilnich chlopni dolnich
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koncetin, z divodu mechanickych ptrekazek v zilnim fecisti, tlakem na zily napiiklad
ptiléhajicim nddorem, cystou ¢i hematomem, nebo imobilizaci po operacich ¢i
dlouhodobém cestovani. Stagnaci pratoku krve dochazi k lokalnimu navySeni
koncentrace koagula¢nich plazmatickych faktorti a leukocytl, které zacnou uvoliiovat
zanétlivé cytokiny, coz prispiva k protrombotické aktivaci zilni vystelky. Tento proces
vede az k hyperkoagulaci, ktera je zptisobena jednak selhdnim inhibitorti koagulace a
nedostatecnou funkci fibrinolytického systému a zaroven také zvysSenou prokoagulacni
aktivitou v krvi, a pravé zménou stavu zilniho endotelu na prozanétlivy a protromboticky

(Kvasnicka, 2003a).

1.1.2. Arterialni tromboza

Arterialni tromboéza je v soucasné dobé€ jedna z nejcastéjSich smrticich chorob,
ktera navic vyznamné zhorSuje prognézu pacienta na pieziti. Tento patologicky proces
postihuje velké a stfedni artérie, zejména v koronarni a mozkové cirkulaci, pti¢emz se
klinicky projevuje pfedevsim jako akutni koronarni syndrom, cévni mozkova nebo jina
cévni piihoda (Jackson, 2011, Kvasnic¢ka, 2012). Aterotrombotickd onemocnéni jsou
zodpovédna za vice nez 25 % vSech timrti na svété, pfiCemz jsou povazovana za nemoc
pfedevsim rozvojovych zemi, ve kterych prevalence téchto nemoci stale stoupa. Prestoze
v poslednich 40 letech jsou vyvijena stile G€inngj$i antitrombotika, je jejich vliv na
umrtnost stale velmi maly a pouze ¢tvrtina pacientll na antitrombotické terapii se vyhne
fatalnim trombotickym piihodam. Tento stav se vzhledem k rostoucimu vyskytu
cukrovky, obezity a metabolickému syndromu muze v budoucnu nadéle zhorSovat

(Jackson, 2011).

Z hlediska klasické Virchowovy triady se na vzniku arteridlniho trombu zpocatku podileji
pouze dva faktory, tj. agregace krevnich desticek a dysfunkce cévniho endotelu, a to
zejména pii aterosklerdze. Nejprve totiz dochdzi pouze ke shlukovani krevnich desticek
a leukocyti, tedy vzniku bilého trombu. Cervené krvinky a plazmatické koagulaéni
faktory jsou pod tlakem krve vymyvany. Tato trombogeneze nastava v disledku poranéni
cévni stény a nasledného odhaleni vysoce trombogennich kolagennich vlaken, coz mize
byt zptsobeno naptiklad rupturou aterosklerotického platu. Az druhotné béhem obturace
artérie nebo krvaceni dovniti prasklého platu dochéazi k hyperkoagulaci, podobné jako je

tomu u Zilni trombozy a vzniku ¢erveného trombu (Kvasnicka, 2003a).
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1.2. Trombofilie

Za trombofilii 1ze obecné povazovat stav zvySené dispozice k tvorbé trombi
v Zilnim nebo tepenném systému. Jako trombofilni nelze chapat pouze stavy spojené
s hyperkoagulaci, jako tomu bylo v minulosti, ale jako komplexni onemocnéni
protrombotické stavy zplsobené pfirozenymi (geneticky zavislymi) nebo ziskanymi
poruchami krevnich desticek, leukocytl,, endotelu, zanétlivych cytokinii, metabolizmu
atd (Kvasnicka, 2003a). Zaroven jsou tyto stavy kombinovany se spoustécimi podnéty
pro trombozu, jako jsou naptiklad operace, imobilita, dehydratace, nadory, patologicka
gravidita aj. Jedna se tedy o multifaktoridlni onemocnéni (Margaglione and Grandone,
2011). Z hlediska klinické praxe je zdsadni patologické trombofilie v€as diagnostikovat,
tim ziskat ¢as pro vhodnou profylaxi a zabranit tak vzniku nebo rekurenci trombozy.
Komplikace s jiz vzniklou trombotizaci jsou totiz vzdy CasteCné nevratné a léCebny

postup je ndkladnéj$i a méné ucinny (Kvasnicka, 2003a).

K v€asné diagnostice trombofilii je samoziejmé nutné védet, jaké priciny vedou k jejich
vzniku. V ptipad¢ obou trombofilii, zilni i tepenné, ptisobi mnoho faktort, pficemz u zilni
jsou spojené predevsim se zastavou krve a hyperkoagulaci souvisejici s abnormalitami
koagula¢nich faktor(, zatimco u tepenné s aktivaci krevnich desticek, dysfunkci endotelu
a Castecné s abnormalitami fibrinolytického systému (Kvasnicka, 2003a, Foy and Moll,
2009). Trombofilie mizeme rozdé€lit na primarni neboli vrozené, tedy geneticky
podminéné mutaci ¢i polymorfizmem na rovni genu a na sekundarni, tj. ziskané, kdy
kvySe zminénym zméndm dochizi vramci n&akého fyziologického ¢i

patofyziologického stavu (Kvasnicka, 2003a).

1.2.1. Primarni trombofilie

Vrozené trombofilie predstavuji dobfe zavedené predisponujici faktory Zilniho
tromboembolizmu, nicméné v nékterych piipadech (napiiklad hyperfibrinogenémie,
hyperhomocysteinémie, faktor V Leiden, mutace genu pro trombomodulin a
polymorfizmy genii riznych trombocytarnich glykoproteinil) byla prokazéna jejich
asociace s arterialni trombdzou (Chiasakul et al., 2019, Kvasnicka, 2003b). Podle jejich

pricCiny lze primarni trombofilie rozd¢lit na:
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Trombofilie pri zvvSené koncentraci koagulaénich faktoru a inhibitoru fibrinolvzy:

ZvySeni protrombinu: Mutace v genu pro protrombin spoc¢iva v ndhrad¢ guaninu
za adenin na pozici 20210, coz u heterozygoti vede k nartstu produkce
protrombinu na vice nez 130 %. Tito nositelé vykazuji asi tfikrat vyssi riziko
vzniku Zilni trombozy (Poort et al., 1996, Kvasnicka, 2003a). Vyskyt mutace genu
pro protrombin v Ceské republice piedstavuje 1,3 % populace (Kvasnicka et al.,
2014).

Zvyseni faktoru VIII: Primarni zvySeni (nad 150 %) hladiny faktoru VIII se
vyskytuje u 11 % populace a u 25 % s prokazanou zilni trombozou, pti¢emz riziko
vzniku Zilni trombozy je zvySeno asi Sestkrat. Hladina faktoru VIII je ovlivnéna
také zanétem (Kyrle et al., 2000, Kvasnicka, 2003a).

Zvyseni faktoru IX: ZvySena hladina faktoru IX (vice nez 290 %) je odhadovana
u 10 % populace, pficemz riziko zilniho tromboembolizmu je pak dvakrat az
tiikrat vyssi (van Hylckama Vlieg et al., 2000).

Zvyseni faktoru XI: ZvySena hladina faktoru XI se v populaci vyskytuje asi u
10 % (Meijers et al., 2000).

ZvySeni fibrinogenu: Hyperfibrinogenémie zjiSt€na u osob s polymorfizmem
G 455-A genu pro B fetézec fibrinogenu piedstavuje rizikovy faktor pro Zilni 1
arterialni trombozu (Tybjaerg-Hansen et al., 1997, Kvasnicka, 2003a).

Zvyseni inhibitoru aktivatoru plazminogenu 1: Stanoveni polymorfizmu genu
pro inhibitor aktivatoru plazminogenu 1 (PAI-1) pfedstavuje spolehlivy marker
aterotrombdzy. ZvySena hladina PAI-1 (o 25 %) je pozorovéana u jedincii
s polymorfizmem PAI-1: 4G/4G oproti genotypu PAI-1: 5G/5G. ZvySené riziko
vzniku tromb6z je spojeno s vyskytem dalSich rizikovych faktord (faktor

V Leiden, antifosfolipidovy syndrom) (Sartori et al., 2003, Kvasnicka, 2003a).

Trombofilie pri porusené regulaci hemokoagulace:

Deficit antitrombinu: Nedostatek antitrombinu se v populaci vyskytuje pouze u

0,02 % osob a pricinu hluboké zilni trombozy piedstavuje v 1 % piipadi, nicméné

[ 24

Deficit nebo dysfunkce proteinu C: Riziko vzniku zilni trombdzy je u osob

s deficitem proteinu C asi desetkrat vyssi oproti tém, ktefi vykazuji normalni
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hladiny, pficemz vyskyt deficitu proteinu C v populaci €ini asi 0,2 — 0,4 %
(Kvasnicka, 2003a).

Deficit nebo dysfunkce proteinu S: Nedostatek proteinu S se vyskytuje u
1 —5% pacientli se zilni trombdzou. Predispozice k zilni trombotizaci je u
heterozygota s deficitem proteinu S pétkrat az desetkrat vysSi oproti osobam
s normalnimi hladinami proteinu S (Kvasnicka, 2003a).

Dysfunkce trombomodulinu: Mutace genu pro trombomodulin 127 G-A Ala 25
Thr zptsobuje ztratu jeho inhibi¢ni funkce na trombin, a proto se tak relativni
riziko vzniku arterialni trombozy zvySuje az sedmkrat (Doggen et al., 1998).
APC rezistence: Jednd se zejména o Zilni a Castecné 1 arteridlni trombofilii
vyvolanou rezistenci faktoru V* vi¢i vlivu aktivovaného proteinu C. Tato
rezistence je zpisobena bodovou mutaci v kodonu 506 (F5G1691A) faktoru V,
kterd se dle mista objeveni nazyvé leidenska (Dahlback, 1999, Bertina et al.,
1994). Prestoze APC rezistence zpusobena faktorem V Leiden predstavuje
nejcastejsi vrozeny hyperkoagulacni stav a riziko vzniku hluboké zilni trombdzy
je az sedmkrat vyssi a Ctytikrat az pétkrat vyssi je jeji rekurence, tak k trombdzam
u heterozygotli dochazi aZz v kombinaci s dal§imi protrombotickymi riziky
(obezita, imobilizace, patologické téhotenstvi atd.) (Kvasnicka, 2003a). V Ceské
republice se heterozygotni mutace faktoru V Leiden vyskytuje u 4,5 % populace
a pocet homozygotii faktoru V Leiden €ini jeden na pét tisic obyvatel (Kvasnicka

et al., 2014).

Trombofilie pri dysfunkci nebo nedostatku néktervch koagula¢nich faktoru:

Dysfibrinogenémie: Dysfibrinogenémie muze byt zplisobena mutacemi ve tiech
genech fetézce A a, B f a y. Asymptomatickych je asi 55 % objevenych mutact,
25 % vyvolava krvaceni a u 20 % byla zjiSténa tendence k tvorb¢ trombii (Marchi
et al., 2000, Tarumi et al., 2000, Kvasnicka, 2003a).

Dysfunkce faktoru XIII: Vyssi riziko embolizace, které je zapti¢inéné nestabilni
fibrinovou srazeninou muize byt zptsobena polymorfizmem faktoru XIII Val — 34

Val a jeho naslednou dysfunkci (Catto et al., 1999).
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Trombofilie pri polymorfizmu glykoproteinu (GP) na krevnich desti¢kach:

Polymorfizmus GP Iba: Dva polymorfizmy GP Iba s genotypem C/B jsou silné
asociovany s rizikem akutnich srde¢nich infarkti a mozkovych mrtvic, ale ne
s hlubokou Zilni trombdzou (Gonzalez-Conejero et al., 1998).

Polymorfizmus GP Ia/Ila: Prevalence homozygotl s polymorfizmem GP la/lla
s genotypem 807T/873A je asi tiikrat vyS$i u pacientl s akutnim infarktem
myokardu (Moshfegh et al., 1999).

Polymorfizmus GP IIla: PIA2 polymorfizmus glykoproteinu Illa mé vyznamné
vys$si prevalenci u pacientd, ktefi podstoupili perkutdnni koronarni intervenci a
predstavuje tak zavazny rizikovy faktor aterotrombotickych komplikaci (Garcia-
Ribes et al., 1998).

Polymorfizmus GP VI: Glykoprotein VI piedstavuje receptor krevnich desticek,
ktery ma hlavni roli v kolagenem indukované signalizaci (Riba et al., 2005). Byl
identifikovan polymorfizmus GP VI (T13254C), ktery v kombinaci s dal§imi
rizikovymi faktory mize zvySovat riziko vzniku koronarni trombdzy (Ollikainen

et al., 2004, Motovska et al., 2010, Croft et al., 2001).

Trombofilie p¥i metabolickych poruchach:

Hyperhomocysteinémie: ZvySené hladiny homocysteinu jsou primarné
vyvoldny mutaci genu pro protein cystathion beta-syntdzu nebo metylen
tetrahydrofoldt reduktdzu (MTHFR), tim dochéazi k blokovdni metabilizmu
methioninu 1 homocysteinu. Mutace MTHFR (C 677 T) se v homozygotni formé
vyskytuje az u 8-10 % osob kavkazské populace. Riziko trombdzy je patrné az

s ptitomnosti sekundarnich rizik (Frosst et al., 1995, Kvasnicka, 2003a).

1.2.2. Sekundarni trombofilie

84

Rizikové trombofilie, které maji tendenci k tvorb& nebo rekurenci trombdz a jsou

poruchami nebo autoprotildtkami mohou byt zplisobeny také druhotné v rdmci urcitych

fyziologickych ¢i patofyziologickych stavli (Kvasnicka, 2003a). Tyto ziskané trombofilie

mohou vznikat v nasledujicich situacich:
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Téhotenstvi: U gravidnich Zen se vlivem estrogenti ve druhém az tietim trimestru
objevuji zvysené hladiny koagulacnich faktorti (F VII, F VIII, protrombin, F X, F
IX, F XI a fibrinogen) a inhibitort fibrinolyzy (PAI-1, PAI-2, TAFI) (Colman et
al., 1995). Pti fyziologickém téhotenstvi vSak vlivem piirozenych kontrolnich
mechanizmi téla k trombotizaci prakticky nedochazi a riziko tromboembolie je
nebo pifi soucasné piitomnosti nékterych vrozenych trombofilii, v téchto
ptipadech se doporucuje dispenzarizace, ptipadné profylaxe nizkomolekuldrnimi
hepariny (Kvasnicka, 2003a).

Zanét: Zanétlivé reakce, ke kterym dochazi pii infekcich, traumatech nebo po
operacich (hojiva reakce) jsou spojené s uvoliiovanim zanétlivych cytokina (IL-6)
a produkci pozitivnich proteini akutni faze (CRP, fibrinogen, F VII, F VIII,
PAI-1) (Gabay and Kushner, 1999), jejichz zvysena koncentrace v krvi podporuje
rozvoj trombofilie. Na mist¢ je tak v pooperacnim pribéhu podavani
profylaktickych davek nizkomolekularniho heparinu (Kvasni¢ka, 2003a).
historii zilniho tromboembolizmu tak pfedstavuje validni ukazatel rekurence Zilni
trombozy (van Aken et al., 2000).

Nadorova onemocnéni: Pii malignich procesech dochazi ke zvySené produkci
zanétlivého cytokinu TNF-a a tkanového faktoru, coz vede k trombofilnim
projeviim. Zaroven probiha aktivace trombinu a tvorba fibrinu, které spolecné
s aktivaci endotelu, leukocytl a krevnich desti¢ek potencuji prokoagulacni Gcinek
nadorovych bunék. Nadorova onemocnéni tak mohou byt doprovazena hlubokou
Zilni trombdzou, a proto i zde je doporucovana profylaxe nizkomolekularnimi
hepariny (Kvasnicka, 2003a).

ZvySeni lipoproteinu (a): Zvysené hladiny lipoproteinu (a) skladajiciho se ze
slozky bilkovinného nosice apolipoproteinu (a) a lipoproteinu o nizké hustoté
LDL pozorované napiiklad pii aterosklerdze zptisobuji inhibici fibrinolyzy. Dé&je
se tak kompetici mezi plazminogenem a prave apolipoproteinem (a) o vazbu na
povrch endotelu, pfi¢emz nadbytek lipoproteinu (a) brani dostatecné tvorbé
plazminu. ZvySené hladiny lipoproteinu (a) jsou proto spojovany
s antifibrinolytickymi 1 aterogennimi ucinky (Caplice et al., 2001, Kvasnicka,

2003a).
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o Antifosfolipidovy syndrom: Antifosfolipidovy syndrom pfedstavuje
autoimunitni onemocnéni, které je vyvoldno autoprotilaitkami proti negativné
nabitym fosfolipidiim pfitomnym na povrchu krevnich desticek a endotelu. Tyto
autoprotilatky jsou tvofeny zejména imunoglobuliny tfidy IgG nebo IgM nebo
jejich kombinaci a jsou oznacovany jako lupus antikoagulans (LA), nebot’ se u
pacientl se systémovym lupus erythematodes (SLE) projevi prodlouZzenim testu
APTT. LA autoprotiladtky se vyskytuji asi u 30 % nemocnych se SLE, ale
vyskytuji se i u jinych systémovych chorob pojiva nebo u pacientl s malignitami.
Ptitomnost LA byva také cCasto pfi¢inou spontdnnich potrati. Klinicky se
antifosfolipidovy syndrom projevuje heterogenné. NejCastéji pfi ném dochazi
k trombotickym piihodam, ptfi¢emz v 60 % se jedna o zilni trombdzy, ve 30 % o
cévni mozkové pithody a v10 % o jiné arteridlni trombdzy. Pii
antifosfolipidovém syndromu dochdazi k reakci LA s fosfolipidy krevnich desticek
a endotelu, které se tak aktivuji. To se projevi jednak inhibici ochranného
antitrombotického vlivu annexinu V, zvysenim aktivity trombinu a také zvysenou
expresi adhezivnich molekul na povrchu endotelu, ¢imz dochazi k zachytdvani a
aktivaci leukocytli. To vSe pfispiva k potenciaci trombofilie (Greaves, 1999,

Gomez-Puerta and Cervera, 2014, Kvasnicka, 2003a).

1.3. Laboratorni vySeti‘eni k vylouceni trombofilii

Dtlezitym aspektem v diagnostice trombofilii je indikace laboratorniho vySettfeni
z hlediska pravdépodobnosti zachytu a praktického vyznamu pro vySetfovanou osobu.
Vysetieni je indikovano selektivné, zejména u pacientll s rodinnou ¢i osobni anamnézou
tromboembolické nemoci, u pacientll s trombdzou v niz§im veéku nez 45 let, u pacientt
s trombdzou recidivujici ¢i v neobvyklé lokalizaci, u pacientli s kombinovanou
trombotickou Zilni a tepennou diatézou a u pacientek s opakovanou ztratou plodu ¢i
jinymi téhotenskymi komplikacemi. VySetfeni lze v rdmci patrani po trombofilii
fakultativné indikovat také u pacienti s jinymi vybranymi onemocnénimi asociovanymi
se zvySenym rizikem trombozy, napiiklad malignitami, respira¢nimi onemocnénimi,
nefrotickym syndromem, paroxysmalni no¢ni hemoglobinurii, myeloproliferativnimi

onemocnénimi, apod (Poul, 2006, Kvasnicka, 2010, Hirmerova et al., 2014).
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Laboratorni vySetfeni k vylouceni trombofilii miizeme rozdélit na zdkladni, kterd mohou
byt u vyse uvedenych indikaci provadéna vSemi zdravotnickymi zafizenimi a rozsifena
fakultativni, pfedevs§im geneticka, vysetieni, ktera mohou byt indikovana a provadéna jiz

jen specializovanymi trombotickymi pracovisti (Kvasnicka, 2010).

Vzhledem k tomu, Zze tromboembolickd nemoc i aterotromboza jsou multifaktorialni
onemocnéni, nelze rizika trombofilii hodnotit pouze na zékladé molekularn€ genetickych
vysetieni, ale je nezbytné uplatnit relativné Sirokou skalu vySetfeni. Mezi doporucena
vySeteni k vylouceni trombofilii patii zdkladni hematologické testy, tj. hemogram,
diferencialni rozpocet leukocytt, velka koagulace (PT, APTT, fibrinogen, TT, aktivita
antitrombinu III, D-dimery, etanol gelifikacni test), krevni skupina v ABO systému; dale
specialni koagulaéni vySetieni k odhaleni vrozenych, respektive ziskanych dispozic (Pro
C global test, protein C, protein S, respektive lupus antikoagulans, antikardiolipinové
protilatky, anti-beta2 glykoprotein I); biochemickd vySetfeni (homocystein, celkovy
cholesterol, HDL-cholesterol, triglyceridy, lipoprotein (a), CRP a dalsi proteiny akutni
faze) a molekuldrné genetickd vySetfeni, z nichZ jsou v soucasné¢ dobé v souvislosti
s tromboembolickou nemoci zdsadni pouze dvé, tj. mutace FV Leiden (1691>A) a mutace
genu pro protrombin (20210G>A). Pfipadna dalsi molekularné geneticka vySetfeni jinych
polymorfizmi mohou byt ve vybranych ptipadech indikovéna pouze trombotickymi

centry (Kvasnicka, 2010, Poul, 2006).

Z divodu toho, ze trombofilni stavy predstavuji komplexni onemocnéni, kterd mohou byt
tak 1 Skala laboratornich metod, které maji potencial v diagnostice trombofilii mize byt
velika. Jedna se naptiklad o metody ke stanoveni funkce krevnich desti¢ek (PFA) nebo
agregometrickd vySetieni v pfipad¢ podezieni na nedostatecnou protidesti¢kovou 1écbu
(kyselina acetylsalicylova, clopidogrel), ale také dosud casto opomijené vysSetfeni
endotelu (naptiklad detekce sérovych hladin solubilnich adhezivnich molekul — P-
selektin, E-selektrin, ICAM-1, VCAM-1), ktery s aktivitou krevnich desti¢ek uzce

souvisi a v patofyziologii trombotickych stavii hraje kliCovou roli (Kvasnicka, 2003a).

1.4. Krevni desti¢ky v patofyziologii trombotickych stavii

Fyziologicky ma endotelova vrstva cévni stény protitrombocytarni vlastnosti. Za

patofyziologickych podminek, tzn. pfi poruSeni cévni stény, zanétlivych reakcich nebo
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v mistech zazeného prisvitu cévy vSak aktivovany ¢i odhaleny endotel mize zapficinit
adhezi krevnich desticek, ktera pfedstavuje prvni krok v procesech hemostazy a trombdzy
(Gawaz et al., 1999). Za vySe zminénych patofyziologickych podminek dochazi
k expozici subendotelidlnich proteind, tj. von Willebrandova faktoru (vWF), fibrilarnich
kolagend, fibronektinu a lamininu, které se vazi ke specifickym receptorim krevnich
desticek. GP Ib/IX/V rozponavd vWF, kolageny se vazi na GP VI a GP Ia/lla (integrin
a2pB1), fibronektin na integrin a5B1 a laminin na integrin a6f1 (viz obrazek 1.1) (Jackson,
2011). Adheze krevnich desticek je tedy zprostfedkovana témito povrchovymi
glykoproteinovymi komplexy, které jsou ve vétSing ptipada sptfazeny s tzv. G-proteiny,
které nasledné spousti intracelularni signalizacni kaskddu vedouci k aktivaci krevnich
desticek (Varga-Szabo et al., 2008). G-proteiny tedy ovliviiuji funkci krevnich desti¢ek
jako je aktivace iontovych kanald, enzymil a pfestavba cytoskeletu, to vede ke zméné
tvaru a uvolnéni alfa-granul, ¢imz dojde ke zvysSeni exprese glykoproteinovych receptort,
predevsim GP IIb/Illa a také P-selektinu na povrchu krevnich desticek (Kvasnicka,
2003a). V piipad¢ poranéni cévni stény nebo ruptury aterosklerotického platu dochézi
k adhezi krevnich desti¢ek na odhalend kolagenova vlakna skrze glykoprotein GP VI,
ktery zprostfedkovava uvolnéni sekundarnich aktivacnich agonistii adenozin difosfatu
(ADP) a tromboxanu A (TXA»), a GP la/lla, ktery je pfimo spjat s intracelularni
tyrozinovou kindzou a k aktivaci a prestavbé cytoskeletu krevni desticky tak dochazi
mnohem rychleji. V misté poranéni cévy nebo ruptury nestabilniho aterosklerotického

platu tak mize dojit k aterotromboéze (Varga-Szabo et al., 2008, Ruggeri, 2002).

K aktivaci krevnich desticek mlzZe dochdzet také z imunologickych pfi€in, napiiklad
vazbou protilatek namifenych proti antigenim krevnich desticek pfi rejekci Stépu po
transplantaci, autoprotilatkami reagujicimi s fosfolipidy krevnich desti¢ek a endotelu pii
antifosfolipidovém syndromu nebo protildtkami vytvofenymi proti komplexu heparinu
s destiCkovym faktorem 4 (PF 4) pii heparinem indukované trombocytopenii (Kvasnicka,

2003a).

Béhem aktivace krevnich desti¢ek se také méni jejich tvar a vnitini struktura, déje se tak
zménou membranovych fosfolipidii a pfesunem fosfatidylserinu z vnitini na vnéjsi stranu
membrany, tim se krevni desti¢ky stavaji vice trombogenni a maji vyssi afinitu k vazbé
plazmatickych koagulacnich faktorti (F VII, F IX a F X). Navic po aktivaci krevnich

desticek se do krevniho ob&hu uvoliuje ¢ast jejich hmoty, tzv. destickové mikropartikule,
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které obsahuji tkanovy faktor a dal$i trombogenni molekuly a potencuji tak trombofilii

(Kvasnicka, 2003a).

Praszugrel
Ticagrelor

Obrazek 1.1. Mechanizmus adheze a aktivace krevnich desticek s vyznacenymi
glykoproteinovymi receptory, jejich ligandy a signalizacnimi drahami. Zachyceni krevnich
desti¢ek v misté poranéni cévni stény prostiednictvim vazby GP Ib/IX/V s vWF, stabilizace
adheze skrze vazbu GP VI na kolagenni vlakna. Aktivace GP IIb/Illa vedouci k interakci
s adheznim proteinem fibrinogenem, agregaci krevnich desticek a ristu trombu. Uvolnéni
rozpustnych agonistii (ADP, TXA,, trombin) vedouci ptes aktivaci s G-proteiny spfazenymi
receptory az k mobilizaci Ca®" iontl (pfevzato z Jackson, 2011).
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Dalsim krokem po aktivaci a adhezi krevnich desticek, ktery predchdzi vzniku primarni
destickové zatky je agregace krevnich desti¢ek. Jak jiz bylo fe¢eno aktivace krevnich
desticek spousti signalizacni kaskadu, ktera v konecném dusledku vede k uvolnéni
trombogennich molekul z denznich a alfa-granul krevnich desticek, tj. naptiklad ATP,
ADP, fibrinogenu, vWF, P-selektinu, GP IIb/Illa, TXA; a také k mobilizaci vapenatych
iontli (Ca*"), pficemz vazbou fibrinogenu na GP IIb/Illa dalsich krevnich desticek
dochazi k jejich agregaci (viz obrazek 1.1). Tato aktivacni a agregacni fetézova reakce
vede ktvorbé primarniho destiCkového trombu a zaroven k vazbé a aktivaci
plazmatickych koagula¢nich faktorti, pfeméné protrombinu na trombin a nastartovani

celého koagulac¢niho procesu (Kvasnicka, 2003a).

1.5. Vztah endotelu a krevnich desti¢ek v patofyziologii trombotickych stavii

Hlavni funkci endotelu je regulovat pritok krve a v soucinnosti s hladkym
svalstvem a pericyty zajistit prokrveni tkani prostfednictvim zmén v priméru a tlaku cév.
Zaroven endotel v regulaci krevniho toku slouzi jako bariéra, kterd kontroluje pohyb
tekutin, iont a dalSich makromolekul mezi cirkulujici krvi a okolnimi tkdnémi. Navic
skrze expresi adheznich molekul a cytokin zajist'uje manifestaci a vazbu prozanétlivych
leukocytt jako odpovéd’ na poranéni tkani a infekci. Endotelové buiiky hraji klicovou roli
v hojicim procesu po poranéni nebo zanétu, angiogenezi a regulaci aktivace krevnich
desticek a koagulacni kaskddy, ¢imz udrzuji krevni tok a brani tvorb& trombu.
Neporuseny endotel totiz uvoliiuje ekto-ADPazu, trombomodulin, oxid dusnaty a
prostaglandin I (viz obrazek 1.2), ¢imz brani adhezi a agregaci krevnich destic¢ek (Yau
et al., 2015, Jackson, 2011). Za patofyziologickych podminek, tzn. pfi poruseni cévni
stény, zizeni cévni stény (napiiklad okolo aterosklerotického platu) nebo zanétu dochézi
k utlumu protitrombotické funkce endotelu. V hyperlipidemickém prosttedi dochdzi
k aktivaci endotelu v disledku hromadicich se molekul modifikovaného lipoproteinu
(cholesterol) a reaktivniho kysliku (ROS). To vede k expresi adhezivnich ligangti (VWF,
P-selektin) na povrchu endotelu, jejichz exprese podporuje zachytavani a adhezi krevnich
desticek, které nasledné uvolfuji cytokiny typu interleukinu-1 (IL-1), ¢imZ se méni
adhezivni vlastnosti endotelu (viz obrazek 1.2) (Jackson, 2011). K aktivaci endotelu
prostiednictvim cytokinti IL-1 dochdzi také pii zanétlivé reakci. Nejprve se z Weibel-

Paladeho télisek endotelu uvolituje P-selektin. Po dalsi expozici interleukinem-1 dochazi
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na povrchu endotelovych bunék k expresi E-selektinu a adhezivnich molekul
imunoglobulinového typu 1 (ICAM-1), které jsou schopné véazat plazmaticky fibrinogen

a umoziuji tak pfichyceni jak leukocytt, tak i aktivovanych krevnich desticek.

Inflamed .
endothelium

Antiplatelet action of Platelet-inflamed Platelet-leukocyte
healthy endothelium endothelial crosstalk crosstalk

Obrazek 1.2. Mechanizmus aktivace endotelu v patofyziologickych podminkach vedouci
k adhezi a aktivaci krevnich desti¢ek a leukocytl pii iniciacni fazi vzniku aterosklerotického
platu s vyznacenymi cytokiny, chemokiny a dalS§imi prozanétlivymi plsobky (pfevzato
z Jackson, 2011).

Aktivované adherované leukocyty po degranulaci uvolnuji faktor aktivujici krevni
desticky (PAF), myeloperoxidazu a protedzy, které oslabuji proteoglykanovou ochrannou
vrstvu endotelu, coz vede ke snizeni protitrombotické funkce endotelu. Nachylnost
k trombogenezi pti zanétlivé reakci také roste se zvysSujicimi se hladinami proteinti akutni
faze, tj. fibrinogenem, F VII, F VIII, inhibitorem fibrinolyzy PAI-1 a také vWF, ktery je
uvolnovan endotelovymi buiikami a zprostfedkovava vazbu s krevnimi destickami skrze
glykoproteinovy komplex GP Ib/IX/V, ktery jeexprimovany na jejich povrchu
(Kwvasnicka, 2003a). Naproti tomu pii poskozeni cévni stény dochédzi k okamzité fuzi
Weibel-Paladeho télisek s plazmatickou membranou endotelovych bunék a k uvolnéni

adhezivnich molekul a receptori (VWF, t-PA, P-selektin atd.) na povrch endotelovych
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bun¢k, kde potencuji adhezi krevnich desti¢ek v mist¢ poranéni. Interakce mezi
endotelem a krevnimi destiCkami tak ma zasadni roli v aktivaci a regulaci krevnich

desti¢ek (Yau et al., 2015).

1.6. Endotelové buiiky v krevni cirkulaci

Endotelové buiky patii do nehematopoetické linie bunck, které mohou byt
detekovany v periferni krvi, 1 kdyz za fyziologickych podminek ve velmi nizkych
poctech, tj. méné nez 50 bunck v 1 ml periferni krve zdravého jedince (Lanuti et al.,
2016). Jak jiz bylo zminéno, povrch cévni stény tvofeny adherovanymi endotelovymi
nicméné¢ riznymi patologickymi stimuly, jako jsou naptiklad cytokiny, ristové faktory
nebo infekéni plsobky, mohou byt endotelové buiiky aktivovany, ¢imz miize dojit
k naruseni vrstvy endotelovych bunék a ty mohou podléhat apoptoéze nebo byt uvolnény
do krevni cirkulace. Takové builkky nazyvame zralymi cirkulujicimi endotelovymi
buitkami (CEC) (Erdbruegger et al., 2006a). Druhou bunéénou populaci endotelidlni linie
detekovatelnou v periferni krvi jsou nezralé endotelové progenitorové buniky (EPC), které
na rozdil od CEC nejsou oddé€lené z cévni stény, ale jejich plivod je v kostni dieni. EPC
se od CEC 1i8i nejenom pivodem, ale 1 dalSimi vlastnostmi, naptiklad schopnosti tvofit
kolonie in vitro a dokonce se mohou do zralych endotelovych bungk i diferenciovat (Boos
et al., 2006). Rozdilny plivod a diferenciace, tzn. riznd stadia zralosti bunék, maji vliv
nejen na identifikaci a detekci téchto bunék, ktera bude podrobné probrana dale, ale i na
chapani jejich potencialniho patofyziologického vyznamu, pficemz CEC jsou
povazovany spiSe za markery cévniho poSkozeni, zatimco EPC za markery jeho obnovy

(Boos et al., 2006, Erdbruegger et al., 2006a).

1.6.1. Cirkulujici endotelové buniky

Cirkulujici endotelové bunky (CEC) byly nejprve detekovany v 70. letech 20.
stoleti mikroskopickymi technikami na zvifecich modelech, které pfi vystaveni napiiklad
Sokovou davkou ovalbuminu vykazovaly zvysené pocty CEC (Wright and Giacometti,
1972). Poté jiz nasledovaly prvni prace na lidech, které¢ ukazovaly zmény pocti CEC pii

kouteni, hypertenzi, akutnim infarktu myokardu, v ramci 1€cby imunosupresi a inhibitory
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prostaglandinu E nebo pfi homocysteinémii po zatézi methioninem (Pferovsky and
Hladovec, 1979, Hladovec et al., 1976, Hladovec et al., 1978, Sinzinger et al., 1988,
Hladovec and Prerovsky, 1989, Hladovec et al., 1997).

V soucasné dobé je znamo, Ze integrita endotelové vrstvy je narusena v dasledku
pusobeni mnoha faktor, jako jsou cytokiny, proteazy apod, nebo jednoduse
mechanickym poskozenim, coz vede k uvolnéni endotelovych bunék do cirkulace. Neni
ale jednoznacné, zdali je toto oddé€leni endotelovych buné€k pticinou nebo nasledkem
apoptdzy (Erdbruegger et al., 2006a). Hlavni ulohu v udrzeni celistvosti endotelové
vrstvy maji endotelové adhezivni molekuly spadajici do rodiny integrind a kadherind, t;.
vitronektin, fibronektin a VE kadherin (Woywodt et al., 2002). Tyto proteiny urychluji
tvorbu cytoskeletarnich proteinti a zprostfedkovavaji signdlni mechanizmy pro pieziti
bun¢k. V ptipadé naruseni téchto signalti dochézi k oddéleni a apoptdze endotelovych
bun¢k (Oguey et al., 2000). K uvolnéni endotelovych bun¢k do cirkulace pfispivaji
naptiklad granulocytdrni proteazy (Boehme et al., 2002) nebo cytokiny jako je TNF nebo
interferon vy, které potlaci signaliza¢ni funkce integrinti (Riiegg et al., 2002). V neposledni
fad¢ maji na oddéleni endotelovych bunck vliv mechanické sily, coz bylo ukazano u
pacientl s perkutanni koronarni intervenci (Mutin et al., 1999). Na druhou stranu byly
popsany 1 faktory, které brani apoptdze endotelovych bunék. Jednd se napiiklad o
vaskuldrni endotelovy faktor (VEGF) nebo oxid dusnaty (NO), které inhibuji apoptoézu
endotelovych bunck (Dimmeler et al., 1997, Grosjean et al., 2006). Z vySe uvedené¢ho
vyvstaly otazky, jestli jsou uvolnéné endotelové buiky viibec viabilni a také otazky o
ptvodu CEC. V tomto ohledu jsou publikované prace caste¢né kontroverzni, k cemuz
pfispiva 1 nizky pocet CEC v cirkulaci, a tudiZ jejich obtizna identifikace a kultivace.
Naprtiklad hlavné jako nekrotické a nekultivovatelné se jevi CEC u pacientll s
vaskulitidou malych cév spojenou s anti-neutrofilnimi cytoplazmatickymi protilatkami
(ANCA) (Woywaodt et al., 2003). Naproti tomu jina prace popisuje CEC jako viabilni, i
kdyZ s omezenou schopnosti riistu (Lin et al., 2000). I v otdzce piivodu nepanuje jasna
shoda. Zatimco zvySena exprese znaku CD36 na CEC u pacientii se srpkovitou anémii,
talasémii nebo nékterymi malignitami naznacuje jejich mikrovaskularni ptivod (Solovey
et al., 1997, Mancuso et al., 2001, Butthep et al., 2002), tak CD36 negativita u pacientli
s akutnim koronarnim syndromem nebo systémovym lupus erythematodes odkazuje na

puvod makrovaskularni (Mutin et al., 1999, Blann et al., 2005).
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Vztah mezi zvySenymi pocty CEC a rozpustnymi plazmatickymi markery, jako jsou
vWEF, aktivator tkanového plazminogenu (TPa), trombomodulin, tkadnovy faktor (TF) ¢i
E-selektin by mohl poukazovat na stupen posSkozeni, dysfunkce nebo aktivace endotelu
(Blann et al., 2005). Na zaklad¢ publikovanych dat byla prokazana dobra korelace mezi
poctem CEC s vWF, TF a castecné i E-selektinem (Kas-Deelen et al., 2000, Makin et al.,
2004, Rajagopalan et al., 2004). Zvysené hladiny CEC byly detekovany u mnoha nemoci
souvisejicich zejména s kardiovaskularnim systémem, napiiklad akutnim infarktem
myokardu (Mutin et al., 1999), akutni ischemickou cévni mozkovou piihodou (Nadar et
al., 2005), stabilni anginou pectoris po koronarni angioplastice (Bonello et al., 2006),
chronickou zilni insuficienci (Janssens et al., 1999), onemocnénim perifernich tepen
(Makin et al., 2004) nebo akutnim a chronickym selhanim srdce (Chong et al., 2006) ¢i
plicni arterialni hypertenzi (Bull et al., 2003), u kterych byla navic prokdzana i souvislost
se zvySenym vWF (Preston et al., 2002).

Zvysené pocty CEC byly ocekavany v po transplanta¢nich podminkéch, pfedev§im pii
rejekei Stépu, napiiklad kvili moznému poskozeni cévni stény v disledku jiz existujici
aterosklerdzy, ktera byla pozorovana po transplantaci ledvin (Popa et al., 2002) nebo u
pacientii po alogenni transplantaci hematopoetickych kmenovych bunék s konvencnim
pfipravnym rezimem (Woywodt et al., 2004b). Hladiny CEC by tak mohly poukazovat
na stav poSkozeni endotelu pfed transplantacemi a ovlivnit tak davky v pfipravném

rezimu (Woywodt et al., 2004a).

Nartst poctu CEC byl pozorovan také u infek¢nich onemocnéni, napi. rickettsiové
infekce (George et al., 1993), infekce cytomegaloviru (Percivalle et al., 1993) a
septického Soku (Mutunga et al., 2001), dale u autoimunitnich onemocnéni, tj.
systétmovém lupus erythematodes (Clancy et al., 2001), vaskulitidé¢ (Woywodt et al.,
2003) a Kawasakiho syndromu (Nakatani et al., 2003). U pacientii s lymfomy a pacientek
s karcinomy prsu byl prokazan péti nasobny nartist poctu CEC oproti zdravym kontroldm,
ktery navic vyznamné koreloval s plazmatickymi proteiny VCAM-1 a VEGF (Mancuso
et al., 2001). Mimo jiné byla také zjiSténa korelace zvySené hladiny CEC s progresi

onemocnéni u onkologickych pacientti (Beerepoot et al., 2004).

V neposledni fad¢ také u hematologickych onemocnénti, které jsou asociované s poruchou
endotelové bunécné vrstvy, byly prokazané zvySené hladiny CEC. Napftiklad se jednalo

o pacienty se srpkovitou anémii ve fazi s akutnimi bolestmi (Solovey et al., 1997),
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pacientll s riznymi druhy talasémii, u kterych navic byla dobra korelace mezi poctem
CEC a hladinami plazmatickych proteinit VEGF a TNF-a (Butthep et al., 2002) nebo u
pacientll s trombotickymi mikroangiopatiemi, napf. trombotickou trombocytopenickou
purpurou (Lefevre et al., 1993), u kterych po uspésné 1écbé plazmaferézami doslo
k poklesu poctu CEC (Erdbruegger et al., 2006b). A kone¢né zvySené pocty CEC byly
pozorovany i u pacientll s akutni i chronickou fazi hluboké Zilni trombdzy, pti¢emz ke

snizeni doslo po deviti az patnacti mésicich od akutni udélosti (Alessio et al., 2013).

1.6.2. Endotelové progenitorové buiky

Vroce 1997 byly poprvé izolovany a charakterizovany bunky, které byly
povazovany za endotelové progenitorové buniky (EPC) (Asahara et al., 1997). Tim doslo
k obrovskému zdjmu o tuto oblast vyzkumu, protoze EPC sledované ve vztahu
k endotelidlni dysfunkci, kterd je povazovana za ukazatel budouci ateroskler6zy, maji
potencidlni schopnost Celit poskozeni endotelu, tzn. potencial v 1€cbé aterosklerdzy a
vyuziti EPC jako biomarkeru spolu s klasickymi kardiovaskularnimi rizikovymi faktory
(Van Craenenbroeck et al., 2013). Tato domnénka byla nésledné potvrzena zasadni studii
zabyvajici se prognostickym vyznamem EPC u kardiovaskuldrnich onemocnéni. Bylo
prokazano, ze pacienti s ischemickou chorobou srde¢ni, u kterych byla detekovéana
vysokd hladina cirkulujicich EPC vykazovali sniZzené riziko umrti z kardiovaskularnich
pfi¢in po jednom roce sledovani (Werner et al., 2005). Tato studie potvrdila a rozsifila
drivéjsi zjiSténi, Ze hladiny EPC jsou dobrym biologickym markerem funkce cévniho

systému a markerem rizika kardiovaskularnich onemocnéni (Hill et al., 2003).

Hemangioblasty jsou povazovany za spolecné prekurzory riznych bunéénych linii, a to
jak hematopoetickych kmenovych bun¢k (HSC), tak 1 EPC, které jsou vlastnostmi
podobné kmenovym buitkam, nebot’ maji schopnost sebeobnovy, klonogenicity a
diferenciace. Proto mohou byt EPC izolované zriznych tkani, pficemz jejich
imunofenotypovy charakter je podobny. Na zaklad¢ piivodu 1ze EPC rozdélit na tfi hlavni
vetve; (1) hematopoetické EPC, které mohou byt izolovany pfedevsim z kostni difen¢ a
nazyvané jsou jako z kostni dien¢ odvozené endotelové bunky (BMEC), (2) tkanove
rezidentni EPC, které mohou byt izolované z riiznych tkédni, naptiklad srde¢ni, tukové ¢i
nervové nebo také z pupecni Sndry a (3) nehematopoetické EPC, které mohou byt

1zolovany z periferni nebo pupecnikoveé krve a o kterych predevsim bude pojednano dale.
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Obecné Ize tedy fict, Ze existuji bud’ ,,domaci* EPC umisténé v kostni dfeni a periferni ¢i
pupecnikové krvi anebo EPC vyrobené transdiferenciaci z riznych tkéani v podminkéach
mikroprostiedi vhodnych pro endotelialni diferenciaci. Ob¢ tyto skupiny EPC se ucastni
neovaskularizaéniho mechanizmu (diferenciace, proliferace, migrace a zaclenéni) tvorby
cév, nicméné proliferacni aktivita u ,,domacich* EPC je vyznamné vyssi (Chopra et al.,

2018).

Po objeveni a prvni izolaci EPC z periferni krve nasledovaly snahy o zjisténi jejich pravé
povahy (Van Craenenbroeck et al., 2013). Pivodné byly EPC izolovany jako buiky
diferenciované z CD34+ obohacenych mononuklearnich bunék periferni krve, které se
uspéSné Ucastnily vaskulogeneze na zvifecim modelu, nicméné jejich proliferaéni
potencial byl nizky a buiikky umiraly po ¢tyfech az Sesti tydnech (Asahara et al., 1997).
Poté se jiné skupin€ podatilo prokazat existenci jinych cirkulujicich EPC, jejichz pivod
je v kostni dfeni. Tyto EPC generovaly vysoce proliferujici buiiky po dvou az Ctytech
tydnech kultivace, které vytvately monovrstvu bunék s endotelialnim fenotypem (Lin et
al., 2000). Existence téchto dvou typti EPC byla potvrzena kultivaci mononukleart
periferni krve v médiu pro endotelové buiiky, kde se postupné objevily dva typy EPC,
které byly nazvany jako brzké, respektive pozdni EPC (eEPC, respektive IEPC). Zaroven
bylo zjisténo, Ze eEPC ptedstavuji heterogenni buné¢nou populaci, kterd zahrnuje né€kolik
klont generujicich IEPC (Hur et al., 2004). Nasledné probéhly dalsi studie, které se
zabyvaly pivodem, fenotypem a angiogennimi vlastnostmi EPC, coz ptispélo ke zméné
nomenklatury. Alternativné jsou eEPC nazyvany spise jako cirkulujici angiogenni bunky
(CAC) (Rehman et al., 2004) a IEPC jako rostouci endotelové buitkky (OEC) (Lin et al.,
2000) nebo bunky vytvérejici endotelové kolonie (ECFC) (Ingram et al., 2004).
Dohromady jsou tyto buiikky oznacované jako cirkulujici endotelialni progenitory (CEP)
(Chopra et al., 2018). U prvniho typu bunék (eEPC), které se objevi v kultivaénim médiu
po 4-7 dnech bylo zjisténo, Ze se sice nediferencuji do endotelovych bunck ani se
nezaclenuji do endotelialni sitg, presto vSak vyznamné indukuji tvorbu endotelové vrstvy
in vitro amaji vliv na opravu cév in vivo (Hur et al., 2004). Naproti tomu druhy typ bunék
(IEPC), ktery se v kultivatnim médiu objevi po 6-21 dnech piimo spontanné tvoii krevni
cévy in vivo (Lin et al, 2000). Tyto buiikky generované¢ z CD34+CD45-, tedy
nehematopoetické, frakce jsou oznaCované jako tzv. ,pravé“ EPC a mohou byt
detekovany metodou pritokové cytometrie (Timmermans et al., 2007), kterd bude

podrobné probrana v nésledujici kapitole.
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Potencial cirkulujicich EPC v regulaci funkce endotelu je obrovsky, protoze jejich
hladiny jsou ovlivnény exogennimi i endogennimi faktory, ale i riznymi patologickymi
podminkami. EPC jsou tak pfimymi indikatory funkce endotelu (Chopra et al., 2018).
Mezi hlavni exogenni faktory ovliviiujici pocty EPC je cviCeni, které je dulezité pro
udrzeni normalnich fyziologickych funkci. Zvysené pocty EPC byly pozorovany u
profesiondlnich bézct (Bittencourt et al., 2017). Dokonce bylo zjisténo, ze pouhych 10
minut cviceni zvySuje hladinu EPC ctytikrat (Rehman et al., 2004). Naopak hlavnim
negativnim exogennim faktorem pusobicim na hladiny EPC je koufeni, u kterého sice
kratkodoba nizka davka nikotinu zvysuje pocty cirkulujicich EPC (Wang et al., 2004),
naproti tomu chroni¢ti kufaci maji pocty EPC vyznamné redukované, k jejichz rychlé
regeneraci vSak opét muze dojit po vyléceni kutacké zavislosti (Kondo et al., 2004). Dale
se na poctech EPC negativné mohou podepisovat psychické faktory, jako jsou naptiklad
deprese (Dome et al., 2009). Dilezitym endogennim faktorem ovliviiujicim hladiny EPC
se zda byt pro lipidovy metabolismus vyznamny oxidovany LDL cholesterol, ktery
inhibuje VEGF indukovanou diferenciaci EPC a miiZe tak mit nepiimy vliv na rozvoj
aterosklerdzy spojenou s hypercholesterolémii (Imanishi et al., 2003). V neposledni fad¢
zmény Vv hladinach EPC byly popsany u mnoha patologickych stavli a onemocnéni.
Porucha funkce EPC byla napiiklad prokazana u pacientli s vyrazné zvysenou hypertenzi,
kterd mlZe souviset s naslednym rozvojem kardiovaskularnich piithod (MacEneaney et
al., 2011). SniZené pocty EPC byly pozorovany u pacientl s diabetem mellitu oproti
zdravym jedinciim, jejich EPC navic vykazovaly sniZzenou proliferaci, adhezi, migraci a
inkorporaci do cévni struktury (Tepper et al., 2002). Na zaklad€ cetnych studii bylo
navrzeno, ze dysfunkce endotelu je t&sné spjata s kardiovaskuldrnimi nemocemi, zvySené
pocty EPC byly detekovany naptiklad u pacientl s akutnim infarktem myokardu (Massa
et al., 2005) nebo u pacientl s nestabilni anginou pectoris, kde byla zaroven prok4zéana
pozitivni korelace s hladinou CRP (George et al., 2004). Dobry prognosticky potencial
maji EPC u cerebrovaskularnich onemocnéni. K ndhlému zvyseni poctu EPC doslo u
pacienti v akutni fazi ischemické cévni mozkové piihody oproti rizikové kontrolni
skupiné. Navic vyznamné niz§i hodnoty EPC byly detekovany u pacientd se zavaznym
neurologickym posSkozenim. Nizké hladiny EPC tak mohou byt povazovany za
prediktivni faktor zavaznych neurologickych komplikaci, zatimco zvySené hladiny EPC
jsou asociovany s neurologickym zlepsenim (Yip et al., 2008). Snizené pocty EPC byly
také prokazané u pacientll s vaskulogenni erektilni dysfunkci bez znamych faktort

kardiovaskularnich rizik (Foresta et al., 2005). Vzhledem k dulezité roli vaskularizace u
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progrese a rastu nadort se predmétem studia v souvislosti s funkci EPC jako biomarkeru
stala i nadorova onemocnéni. ZvysSené pocty EPC byly prokazdny u mnohocetného
myelomu (Zhang et al., 2005), akutni myeloidni leukémie (Zahran et al., 2016),
hepatocelularniho karcinomu (Ho et al., 2006), karcinomu prsu (Rhone et al., 2017) nebo
karcinomu ledvin (Yu et al., 2014). Zmény v poc¢tu EPC byly také pozorovany u pacientli
s Ph-negativnim myeloproliferativnim onemocnénim s trombotickymi komplikacemi,
pficemz bylo o¢ekavano, ze snizené pocty EPC by mohly mit vliv na zvySené riziko
rozvoje trombdzy (Teofili et al., 2011). To potvrzuje jina prace, podle které EPC vazbou
na krevni desticky a prostfednictvim zvySené produkce cyklooxygenazy-2 a
prostacyklinu reguluji funkci krevnich desticek a tvorbu trombu (Abou-Saleh et al.,
2009). Naproti tomu bylo navrzeno, ze aktivované krevni desti¢ky prosttednictvim jejich
interakce s EPC ovliviuji jejich navadéni do mist poskozeni cévni stény a dovniti trombu
(Lev et al., 2006), kde se EPC nasledné uplatiiuji v procesu neovaskularizace a mohou se

tak podilet na odstranéni trombu (viz obrazek 1.3) (Li and Li, 2016).
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Obrazek 1.3. Mechanizmus mozného uplatnéni EPC pfi neovaskularizaci endotelové vrstvy
cévni stény a odstranovani trombu (pfevzato z Li and Li, 2016).
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1.7. Stanoveni endotelovych bunék od mikroskopie k pritokové cytometrii

Prvni laboratorni techniky, kterymi byly v 70. letech 20. stoleti identifikovany
CEC byly zalozené na principu svételné mikroskopie, barveni Giemsou a separaci pomoci
hustotni gradientové centrifugace (Bouvier, 1970, Hladovec and Rossmann, 1973).
Vzhledem k velmi nizkému poctu endotelovych bunck v cirkulaci a dneSnim
metodologickym standardim musime ale tyto techniky povazovat za pomérné malo
citlivé, pricemz béhem piipravy natéri mohlo dojit k znacnym bunécnym ztratdm
(Erdbruegger et al., 2006a). Pokrocilejsi technikou byla metoda nepiimé
imunofluorescence, kterd vyuzivala protilatky proti endotelovym markerim, jako je
naptiklad vWF (Percivalle et al., 1993). Bohuzel $kala téchto protilatek byla uzka, navic
protilatky byly Casto namifené proti malo specifickym antigenim (adhezni molekuly,
integriny) nebo proti intracelularnim antigenim (TPa, vWF), které zase nedisponovaly
monoklondlnimi formami. Navic tyto techniky stdle zavisely na kvalité¢ natért

(Erdbruegger et al., 2006a).

Na pocatku 90. let 20. stoleti bylo k dispozici jiz vice specifickych protilatek namifenych
proti povrchovym markertim endotelovych buné¢k, napt. HEC-19 a S-Endo 1, které byly
pouzité ke kvantifikaci CEC v periferni krvi (Sbarbati et al., 1991, George et al., 1992).
Nasledné byla identifikovana a potvrzena nova pan-endotelidlni protilatka rozpoznavajici
molekulu CD146 (Solovey et al., 1997, Bardin et al., 1996), ktera byla posléze pouZzita ke
kvantifikacit CEC v riznych podminkdch a nemocech s vyuZzitim novych vice
standardizovanych technik, tj. imunomagneticka izolace a tzv. fluorescenéné aktivované

ttidéni bunék (FACS) provadéné metodou pritokové cytometrie.

Prvni zminénd technika imunomagnetické izolace byla urfena pravé pro identifikaci
vzacnych bunéénych populaci z periferni krve (naptiklad metastatickych tumorovych
bungk) a proto byla vhodna i pro detekci CEC. Principem metody je izolovat endotelové
buniky z periferni krve pomoci paramagnetickych kulicek (Dynabeads) potazenych anti-
CD146 protilatkou, cilové builky jsou zachyceny pomoci magnetu a vizualizovany
fluorescencnim barvivem (akridin) (George et al., 1992). Ve své dobé¢ byla tato technika
nejvice pouzivanou metodou pro izolaci endotelovych bunék z periferni krve
(Erdbruegger et al., 2006a). To se ale zménilo s objevenim a prvni izolaci EPC (Asahara
et al., 1997). Jak jiz bylo fe€eno CEC piedstavuji zralou a EPC nezralou bunécnou

populaci patfici do endotelialni linie. ProtoZe obé tyto populace bunék exprimuji na svém
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povrchu pan-endotelidlni marker CD146, nelze je metodou imunomagnetické izolace
jednoznacéné odlisit (Erdbruegger et al., 2006a). V soucasné dobé nejvhodnéjsi metodou
pro identifikaci CEC se tak zda byt metoda priatokové cytometrie, ktera umoziuje
stanoveni kompletniho imunofenotypu cilové populace bun€k. Pro studium a kvantifikaci
EPC se pouzivaji pfedevsim dvé metody, jednak pritokova cytometrie a vzhledem
k jejich schopnosti tvofit kolonie in vitro také kultivacni techniky (Van Craenenbroeck et

al., 2013).

Pritokova cytometrie je v soucasné dobé povazovana za jednu z nejptinosnéjsich metodik
v hematologii. Uplatnéni pritokové cytometrie spoc¢iva zejména v nddorové hematologii
pfi diagnostice hematologickych malignit, nicméné jeji aplikace vzrista 1 v nenddorové
hematologii. Jednim z jejich pfistupll je tzv. imunofenotypizace, pii které je detekovéana
povrchovd, cytoplazmatickd ¢i jaderna exprese bunéCnych antigenti pomoci
monoklonalnich nebo polyklonalnich protilatek. Vzhledem k vysokému poctu
identifikovanych antigenii byla v roce 1982 zavedena CD (z angl. Cluster of
differentiation) nomenklatura (Marinov, 2008). V poslednich letech je hojné vyuzivana
tzv. vicebarevna pritokova cytometrie, kterd umoziuje hodnoceni vétsiho poctu znakt
(standardné¢ jiz 8 znakil) v jedné zkumavce. Tato metodika, kterd umoziiuje hodnoceni
obrovského poctu (miliony) bunék v suspenzi, se zdd byt proto nejvhodnéjsi pro
identifikaci, charakterizaci, diferenciaci a kvantifikaci CEC a EPC v periferni krvi.
Nicméng z ditvodu velmi nizkého poctu (<50 bunék/ml) endotelovych bunék v cirkulaci,
a ne zcela konzistentni shodé na jejich imunofenotypovém charakteru nebyla dosud
pfijata jednoznacna doporuceni pro hodnoceni endotelovych bun¢k touto metodikou

(Lanuti et al., 2016).

Stanoveni CEC a EPC by mélo byt provedeno na zakladé exprese specifickych
povrchovych markerti, avSak imunofenotyp pouzity pro jejich identifikaci a interpretaci
naméfenych dat se na zdkladé publikovanych praci zna¢né lisil. Napiiklad prvni izolace
EPC probéhla na zékladé pozitivni koexprese znakii CD34 a KDR (neboli VEGFR-2)
(Asahara et al., 1997). OvSem antigen CD34 neni specificky a je exprimovany 1 buitkami
CEC, proto pro odliSeni zralych a nezralych endotelovych bunék byl navrZen tieti antigen,
CD133, tedy marker nezralych kmenovych bunék (Peichev et al., 2000). Dalsi nejasnosti
panovaly nad expresi pan-leukocytarniho znaku CD45, ktery byl vétSinou povaZzovan za
pozitivni. Pfestoze u endotelidlni linie byla na trovni mRNA prokazana negativita CD45

antigenu (Case et al., 2007). Z téchto diivodii se objevily i nazory, ze tzv. IEPC nejsou
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odvozené od CD45+ prekurzorovych bun¢k (Timmermans et al., 2007). S rozvojem
citlivosti metody vicebarevné pritokové cytometrie se také dospélo k lepSimu chapani
exprese znaku CD45 na endotelovych bunkéach v cirkulaci, pfiCemz bylo dosazeno
lepSiho rozliSeni mezi slabou, silnou nebo normalni expresi znaku CD45. Dle dalSich
studii bylo tedy navrzeno, ze CD34+KDR+ buiky, které byly povazované za EPC,
exprimuji znak CDA45 slabé (Estes et al., 2010, Schmidt-Lucke et al., 2010), coz bylo i
nasledné kriticky potvrzeno jako nejlepsi kompromis z pohledu citlivosti, specifi¢nosti a

spolehlivosti pristupu ke kvantifikaci EPC (Fadini et al., 2012).

Dalsim vyznamnym markerem v identifikaci endotelovych bunék je, jak jiz bylo zminéno
diive, znak CD146. Antigen CD146 je exprimovan nejen na endotelovych buiikéach, ale 1
na napiiklad aktivovanych T lymfocytech, ty mohou byt odliSeny pomoci T
lymfocytarniho znaku CD3, dale mohou byt do panelu ptidany reagencie na prikaz
viability (napft. propidium jodid nebo 7-AAD), piipadné¢ markery aktivace endotelu (napf.
CD62e nebo CD106) nebo prokoagulaéni markery (napt. tkanovy faktor) (Erdbruegger
et al., 2006a). Pro identifikaci endotelidlni linie jsou napfi¢ jednotlivymi studiemi
pouzivané rizné dal$i antigeny, nejcastéji to jsou tedy jiz zminéné CD146 (MCAM, S-
Endo, PIHI2) a KDR (VEGFR-2), déle také CD31 (PECAM-1), CD54 (ICAM-1) nebo
CD144 (VE kadherin) (Blann et al., 2005). Proto se v charakterizaci endotelovych bunék
dobte uplatiiuje pravé metoda vicebarevné pritokové cytometrie umoznujici hodnoceni

sirokého panelu antigenti (Erdbruegger et al., 2006a).

Na zéklad¢ publikovanych praci existuje celd fada paneld pouZitych pro stanoveni
endotelovych bun¢k, nékteti autofi identifikuji EPC na zéklad¢ imunofenotypu jako
CDA45 slabé pozitivni nebo negativni, CD34 pozitivni, CD31 pozitivni a CD133 pozitivni
populaci a CEC jako CD45 slabé pozitivni nebo negativni, CD34 pozitivni, CD31
pozitivni a CD133 negativni populaci (Duda et al., 2007, Steurer et al., 2008, Obeid et
al., 2015). AvSak antigeny CD133 a CD34 jsou exprimovany riznymi bun&cnymi
populacemi vcetné¢ hematopoetickych kmenovych bunék (Wognum et al., 2003) a
zaroven antigen CD31 neni specifickym markerem endotelialnich bunék (Peichev et al.,
2000), proto tyto markery nemohou byt samostatné pouzity pro identifikaci EPC a CEC
(Mitchell et al., 2017). Ztéchto davodi doslo u dalSich studii k rozsifeni
imunofenotypového panelu o markery vice specifické pro endotelidlni bunéénou linii,

jako jsou jiz vySe zminéné antigeny CD146, CD144 nebo KDR (Mancuso et al., 2009,
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Mobius-Winkler et al., 2009, Kraan et al., 2012, Alessio et al., 2013, Lanuti et al., 2016,
Doyle et al., 2017, Huizer et al., 2017).

Z divodu rozmanitosti studovanych nemoci a riiznych metodik pouzitych pro identifikaci
endotelovych bun¢k byla zjisténa velkd variabilita v prokazanych hladinach CEC, ktera
se v patofyziologickych stavech pohybovala v rozmezi 1 az 39100 bun¢k v 1 ml periferni
krve, coz lze piipsat rozdilnosti v charakteru zkoumanych nemoci. Avsak velké rozdily
jsou patrné 1 v hodnotach naméfenych u zdravych kontrol, ty se pohybuji v rozmezi od 0
do 7900 bun¢k v 1 ml periferni krve (Blann et al., 2005). To pravdépodobné prameni
z pouziti rozdilnych protokolti (Erdbruegger et al., 2006a), kde v jedné studii bylo
naptiklad vypocteno, ze primérny pocet CEC u zdravych kontrol ¢ini 77 bun¢k v 1 ml
periferni krve (Del Papa et al., 2004), zatimco v jiné studii to ptedstavuje 7900 bunck v 1

ml periferni krve (Mancuso et al., 2001).

Zakladnim problémem pfi identifikaci endotelovych bunék pomoci priitokové cytometrie
je jejich nizky pocet v cirkulaci. Pti analyze tzv. vzacnych populaci se musi cytometrista
vyporadat s redukci Sumu a zesilenim signalu, aby se eliminovaly faleSn¢ pozitivni
signaly (Khan et al., 2005). Proto pro spolehlivou a reprodukovatelnou cytometrickou
analyzu neni kriticky pouze spravné sestaveny imunofenotypovy panel, ale také
preanalytickd a analytickd faze pfipravy vzorku, a nakonec samoziejm¢ také spravna
analyza a interpretace namefenych dat (Khan et al., 2005, Van Craenenbroeck et al.,

2013).

Preanalyticka faze za€ina odbérem vychoziho materialu, v tomto pfipad¢ periferni krve,
pacientiim nebo kontrolni skupin€. Na hladinu endotelovych bunék v cirkulaci ma vliv i
kratkodobé cviceni (Rehman et al., 2004) a koufeni (Kondo et al., 2004), proto by se
odebirané osoby mély pted odbérem krve zdrzet koufeni a byt vklidu (Van
Craenenbroeck et al., 2013). Odbér krve se provadi do zkumavek s antikoagulacnim
¢inidlem (EDTA, heparin, ACD), pficemz prvni zkumavka by neméla byt k analyze
pouZita, aby se zabranilo kontaminaci endotelovymi buiikami uvolnénymi pifi vpichu
jehlou (Goon et al., 2005). Bylo zjisténo, ze pocet EPC vyznamné klesl po 24 hodinovém
skladovani vzorki (Masouleh et al., 2010). Dobu skladovani vzorki lze prodlouzit
pouZzitim stabiliza¢niho ¢inidla (Transfix), které udrzi spolehlivost analyzy CD34+ bun&k
po dobu 7 dnti (Hoymans et al., 2012). Velmi dilezitym faktorem preanalytické faze je

volba poc¢ateéniho materidlu, ze kterého budou cilové buiiky izolovany, nejcastéji to je
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pfimo plnd krev nebo mononuklearni bunky periferni krve pfipravené hustotni
grandientovou centrifugaci, pficemz byly zjiStétny pomémé velké diskrepance
srovnanim kone¢ného poctu EPC ziskanych témito postupy (Van Craenenbroeck et al.,
2008). Dalsim faktorem, ktery ovliviiuje analyzu je manipulacni teplota, jsou prokézané
zvySené fluorescencéni intenzity u vzorkd skladovanych pti pokojové teploté uz po 6

hodinach oproti vzorkiim skladovanym pii 4 °C po 24 hodinach (Jamsa et al., 2011).

Analyticka faze zahrnuje spravné nastaveni priitokového cytometru a denni kontrolu jeho
stability pomoci komercnich standardizovanych kulicek, volbu vhodného protokolu
pripravy vzorku (napf. znaCeni protilatkami / lyza erytrocytl / promyti) a nacteni
dostate¢ného mnozstvi udalosti (1-2 miliony), coz je dilezité zejména pii analyze tzv.
vzéacnych populaci, jako jsou 1 CEC a EPC (Van Craenenbroeck et al., 2013). Zaroven je
vSak nezbytné byt na pozoru pied falesn¢ pozitivnimi udalostmi zptisobenymi zvySenym
Sumem pozadi, autofluorescenci nebo nespecifickou vazbou protilatek (Van
Craenenbroeck et al., 2008), ty mohou byt eliminovany pouZitim silnych fluorochromt u
slabych antigentl, preinkubaci s blokovacimi séry, pouzitim viabilniho barveni, fddnym
promyvanim pfistroje nebo odstranénim nespravné navazanych protilatek (doubleti)

(Khan et al., 2005, Fadini et al., 2008).

Od objeveni a prvni izolace EPC (Asahara et al., 1997) doslo nejen k rozvoji samotné
metodiky vicebarevné pritokové cytometrie (napt. digitdlni vypocet kompenzacéni
matice), ale také k vyvoji pokroc€ilé analyzy namétenych dat, a to naptiklad v aplikaci tzv.
FMO (fluorescence-minus-one) kontrol, které slouzi k nastaveni hranic pozitivity pro
jednotlivé fluorescenéni kandly bez nutnosti pouZiti izotypovych kontrol (Tung et al.,
2004) nebo biexponencidlnimu zobrazeni namétenych dat, coz vedlo ke zvySeni piesnosti
kvantifikace endotelovych bun¢k a identifikaci jednotlivych subpopulaci (Estes et al.,
2010). Tyto nové vyse uvedené analytické techniky, v€etné gatovaci strategie, vyjadieni
vysledk a statistického zpracovani, jsou pouZzité v n€kolika stéZejnich protokolech, které
se zabyvaji identifikaci endotelovych bunck v cirkulaci (Khan et al., 2005, Estes et al.,
2010, Masouleh et al., 2010, Schmidt-Lucke et al., 2010). Bohuzel dle srovnani téchto
protokolli mezi nimi existuji, i pfes jisté podobnosti, relativné¢ zasadni rozdily a
diskrepance, naptiklad v kultiva¢nim potencidlu EPC, v expresi antigenu CD45 nebo ve

spolehlivosti antigenu KDR jako liniové specifického markeru (Mund and Case, 2011).
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2. Védecka hypotéza a cile prace
2.1. Védecka hypotéza

Zmény v poctech cirkulujicich endotelovych bunék (CEC, markery poskozeni
endotelu) a endotelovych progenitorovych bun¢k (EPC, markery obnovy endotelu)
kvantifikované pomoci standardizované metody vicebarevné pritokové cytometrie
z periferni krve odrazi aktivitu endotelu a krevnich desti¢ek v patofyziologickych
mechanizmech trombotickych stavii u pacientli se znamou trombofilii a ptispivaji tak k

vcasnému odhaleni vzniku ¢i rekurence trombozy.

Konkrétné zvysené hladiny CEC poukazuji na akutni ¢i chronickou fazi trombozy,
pficemz po vyléceni se CEC opét normalizuji, tzn. Ze sledovani hladin CEC muize mit
potencidl v monitoringu lécby trombo6zy. U pacientil se znamou trombofilii s nebo bez
historie trombozy zase zvySené pocty CEC, spolecné s dalSimi testy na vylouceni

trombofilii, indikuji vyssi riziko vzniku nebo rekurence tromboézy.

Naproti tomu EPC predevs§im reguluji funkci krevnich desticek, cestuji do mist poSkozeni
cévni stény, zapojuji se v procesu neovaskularizace a snizuji tak riziko vzniku nebo

rekurence trombdzy.

V kazdém piipadé€ pouze standardizované cytometrické stanoveni CEC a EPC, spole¢né
s dal$imi hematologickymi, biochemickymi a molekularné genetickymi testy v ramci
diagnostiky trombofilii, umoZni v€asné odhaleni zvySeného rizika vzniku nebo rekurence
trombozy, ptispé€je k zahajeni indikace profylaktické 1écby nebo piipadné i zprostredkuje

sledovani nasledné trombolytické 1écby tohoto zavazného onemocnéni.

2.2. Cile prace

Prostfednictvim optimalizované a standardizované metody vicebarevné

pritokové cytometrie ze vzorkl periferni krve:

e ovéiit spravnost sestavené metodiky na kontrolnim souboru pacient
s ocekavanymi zvySenymi pocty CEC a EPC,
e stanovit referen¢ni po¢ty CEC a EPC na souboru zdravych kontrol,

e kvantifikovat CEC a EPC u pacientl s prokdzanou trombofilii s nebo bez historie

vvvvvv
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kvantifikovat CEC a EPC u pacientl s akutni trombdzou,

zhodnotit vyznam zmén poctit CEC a EPC ve srovnani se zdravymi kontrolami
z hlediska potencidlniho rizika vzniku nebo rekurence trombdzy u pacientii se
znamou trombofilii, u kterych nebyl dle publikovanych praci vyznam CEC a EPC

dosud hodnocen.
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3. Material a metody
3.1. Soubor pacientti a kontrolnich skupin

Jako cilovy zkoumavy soubor byla vybrana skupina (n = 61) pacientli se zndmou
trombofilii dispenzarizovanych na Trombotickém centru VSeobecné fakultni nemocnice
v Praze (VFN). Skupinu zdravych kontrol (n = 28) tvofili zdravi jedinci bez prokazané
trombofilie ¢i jiné nemoci. Kontrolni skupina s ocekdvanymi zvySenymi pocty
endotelovych progenitorovych (EPC) a cirkulujicich endotelovych (CEC) bunék byla
tvofena pacienty s hematologickymi malignitami po vysokych davkach chemoterapie (po
autologni transplantaci kmenovych bun¢k), pacienty se zavaznymi infekcemi (sepsi) a
pacienty s akutnim infarktem myokardu (n = 31). VSichni vySe uvedeni pacienti byli

sledovani a vysetieni ve VFN. Vyzkumny projekt byl schvalen etickou komisi VFN.

3.2. Odbér biologického materialu

Odbér periferni krve cilové skupiny pacientd 1 kontrolnich skupin byl proveden
standardizovanym postupem (uzavieny vakuovy odbérovy systém) s pouzitim K3EDTA
nebo KoEDTA jako antikoagula¢niho Cinidla. Odbéry byly provedeny v odbérovém
centru VFN. Odebirani jedinci pfed odbérem nepoZili alkohol, nekoufili a byli v klidu,
vSichni zaroven vyslovili souhlas s odbérem periferni krve. K nasledné laboratorni

analyze nebyla pouZita prvni odebrana zkumavka.

3.3. Analyza krevniho obrazu

Vzorky nesrdzlivé periferni krve cilové pacientské skupiny i obou kontrolnich
skupin byly po pfijmu v Centralnich hematologickych laboratofich (CHL) nejprve
zkontrolovany, nasledné promichany na valeCckovém michadle po dobu 10 minut,
bezprostiedné pred méfenim déle promichany nékolikandsobnym otocenim zkumavek.
Vzorky byly poté zméfeny na krevnim analyzatoru XN 3000 (Sysmex), pomoci které¢ho
byly stanoveny parametry krevniho obrazu. Analyza byla provedena pii teploté
15 — 25 °C maximalné€ do 5 hodin od odbéru. Vysledky parametru WBC byly nésledné,
po analyze pritokovou cytometrii, vyuZzity k vypoctu absolutnich pocti cirkulujicich

endotelovych (CEC) a endotelovych progenitorovych bunék (EPC).
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3.4. Analyza na pritokovém cytometru

Vicebarevnd imunofenotypizacni analyza byla provedena z plné krve pomoci
pratokového cytometru FACSVerse (BD Biosciences) a nasledné vyhodnoceni
namétfenych dat pomoci softwaru Kaluza (Beckman Coulter). Pritokovy cytometr byl
nastaven dle mezinarodniho standardniho opera¢niho postupu (SOP) EuroFlow (Kalina
etal., 2012) a kontrola tohoto nastaveni a stabilita pfistroje byly sledovany denn¢ pomoci
kalibrac¢nich kulicek Rainbow (Spherotec) a kulicek CST (BD Biosciences). K analyze
byly pouzity monoklondlni protilatky namifené proti antigenim: CD3, CD45, CD117,
CD144 (Beckman Coulter); CD31, CD34, CD146 (BD Biosciences); CD133 (MACS
Miltenyi Biotec); CD309 (R&D Systems) (viz tabulka 3.1).

Tabulka 3.1. Seznam pouzitych monoklondlnich protilatek s uvedenim jejich kloni,

fluorochromt, titrovaného objemu a vyskyty v jednotlivych bunéénych populacich.

Nazev (jiny) Klon Fluorochrom | Titr [ul] | Vyskyt
CD3 (T3) UCHT1 | APC-Alexa 3 T lymfocyty
Fluor 750
CD31 WMS59 FITC 10 monocyty, trombocyty,
(PECAM-1) granulocyty, endotelové
bunky, lymfocyty
CD34 8G12 PerCP-Cy5.5 10 hematopoetické
(HPCA 1) progenitorové bunky,
endotelové buiky
CD45 (LCA) |J33 Krome Orange | 5 leukocyty
CD117 104D2D1 | PE-Cy7 5 hematopoetické
(c-KIT) progenirové buiiky,
mastocyty
CD133 ACI133 APC 7 subpopulace
(AC-133) progenitorych bun¢k,
endotelové bunky,
epitelové buiky
CD144 TEA1/31 | PE 10 endotelové buiiky
(VE-Cadherin)
CD146 P1H12 PE 15 endotelové buiky,
(S-endo) aktivované T lymfocyty
CD309 (KDR, | 89106 PE 10 endotelové buiky,
VEGFR?2) hemangioblasty
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Mnozstvi monoklondlnich protilatek pouzitych pro znaceni periferni krve bylo stanoveno
na zaklad¢ doporuceni vyrobce a ovéfeno, ptfipadné upraveno dle provedené titrace
jednotlivych monoklonalnich protilatek na vzorku periferni krve zdravého darce.
Optimalni titrované koncentrace monoklonalnich protilatek byly ur€eny srovnanim miry
poklesu medianu fluorescencni intenzity (MFI) testovanych koncentraci jednotlivych

monoklonélnich protilatek oproti jejich koncentraci doporuc¢ené vyrobcem.

3.4.1. Priprava vzorku k méieni na pritokovém cytometru

Vzorky nesrazlivé periferni krve byly zpracovany do 6 hodin od odbéru. K jejich
zpracovani byl pouzit modifikovany standardni operacni protokol (SOP) pro objemnou
Iyzu dle EuroFlow (Kalina et al., 2012) uréeny pro panely ke stanoveni minimdlni
rezidudlni nemoci (MRD). Pro ptipravu vzorku byl pouzit lyza¢ni roztok FACS Lysing
solution (BD Biosciences), 22% roztok sérového albuminu (Sanquin) a dal$i roztoky
pripravené v Iékarné¢ VFN, jejichz ptiprava pted pouzitim byla dokoncéena v laboratofi

(viz tabulka 3.2).

Tabulka 3.2. Seznam roztokl pfipravovanych v lékarné VFN, jejich sloZeni a dokonceni
pfipravy na pracovisti CHL.

Nazev roztoku (pH) SloZeni (g/1) Dokonceni v laboratori
Fosfatovy pufr PBS Na;HPO4 x 12 H20 (3,73) | K 1 litru roztoku PBS
(pH=17,2) KH2PO4 (0,43) ptidat 20 ml 22% roztoku
NaCl (7,2) BSA a 10 ml 10% roztoku
H>O azidu sodného.
Lyzaéni roztok NH4Cl (8,26) Pted pouZitim nafedit
koncetrovany KHCO3 (1,09 roztok v poméru 1:9
(pH=72-74) Chelaton III (0,037) destilovanou vodou.
HO
Azid sodny NaNj3 (10%) Ptipraven k pouZziti.
H>O

Vzorky periferni krve byly nejprve michdny po dobu 10 minut na valeckovém michadle
a nasledné promichany nc¢kolikandsobnym otocenim zkumavek. Poté byly 4 ml periferni
krve kazdého pacienta prevedeny do zkumavek o objemu 50 ml, doplnény 40 ml

nafedéného lyzacniho roztoku (Iékarna VFN) a inkubovény 5 minut pii laboratorni
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teploté, béhem inkubace byly vzorky promichavany inverzi zkumavek. Po inkubaci byly
vzorky sto¢eny na centrifuze (Hettich) po dobu 5 minut pii zrychleni 540xg, supernatant
byl dekantovan. Vzorky byly nasledn¢ dvakrat promyty ve 40 ml PBS (centrifugace 5
minut, 540xg), pficemz pelety byly resuspendovany opakovanou inverzi zkumavek. Po
druhém promyti byl supernatant dekantovan a peleta resuspendovana pomoci vortexu

(VELP Scientifica) nebo automatické pipety (Eppendorf).

Takto ptipravené vzorky byly pfevedeny do zkumavek o objemu 5 ml a nejprve
inkubovéany 15 minut ve tmé za laboratorni teploty s FcR bloka¢nim ¢inidlem (MACS
Miltenyi Biotec). Poté byly pfidany konkrétni monoklonélni protilatky o titrovaném
objemu (viz tabulka 3.1), vzorky byly dobfe promichany na vortexu a inkubovany 15
minut ve tmé za laboratorni teploty. Po inkubaci byl ke kazdému vzorku ptidan 1 ml
lyza¢niho c¢inidla (BD Biosciences), vzorky byly fadné¢ promichdny na vortexu a
inkubovany 10 minut ve tmé za laboratorni teploty na horizontalni tfepa¢ce (Edmund
Biihler). Vzorky byly nasledné stoeny na centrifuze (5 minut, 540xg), supernatant byl
dekantovan. Vzorky byly poté promyty ve 2 ml PBS (centrifugace 5 minut, 540xg),
supernatant dekantovan a peleta resuspendovana v 0,1 ml PBS. Takto pfipravené vzorky
byly do zméfeni na priitokovém cytometru uchovavany v lednici pii 2 — 8 °C po dobu

maximalné 1 hodiny.

Vsechny vzorky byly zméfeny pii stejném nastaveni prutokového cytometru a vzdy byly

nacteny minimalné 2 miliony leukocytt.

3.4.2. Vybér liniové specifického endotelialniho znaku

Pro identifikaci endotelové bunécné linie byly na zakladé publikovanych dat
testovany tii monoklonalni protilatky, anti-CD144, anti-CD146 a anti-CD309 (KDR),
vSechny konjugované s fluorochromem PE (viz tabulka 3.1). Testovani bylo provedeno
na souboru péti vzorkl periferni krve s ocekavanymi zvySenymi pocty endotelovych
bunck v cirkulaci, pfi¢emZz vSechny vzorky periferni krve byly pfipraveny stejnym
zpusobem (viz kapitola 3.4.1). Vramci testovani byl srovnan celkovy pocet
identifikovanych endotelovych bungk, intenzita exprese jednotlivych znakt a pfitomnost
¢1 nepfitomnost pfirozené pozitivni, respektive negativni kontrolni populace pro
jednotlivé znaky. Znak CD146 vykazoval ve srovnani se znaky CD144 a CD309 nejvyssi

pocty nalezenych endotelovych bunc€k, dobrou intenzitu exprese na endotelovych
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buiikach a oproti ostatnim dvéma znakiim je exprimovan na subpopulaci T lymfocyti,
ktera tak mtize slouzit jako pfirozena pozitivni kontrola jeho spravné exprese (viz obrazek
3.1). Znak CD146 byl proto vybran jako nejvhodnéjsi specificky marker endotelové
bunécné linie a byl vramci této prace pouzit jako hlavni identifikatni marker

endotelovych bunék v cirkulaci.
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Obrazek 3.1. — prvni ¢ast. Stanoveni endotelidlniho liniového znaku. Endotelové buiiky byly
identifikovany na zaklad¢ exprese znaku CD34 a CD45 (B) na populaci mononuklearnich
bun¢k (A), negativity znaku CD3 (D) a pozitivity znaku CD31. Znak CD146 byl pozitivni jak
na endotelovych bunikach, tak i na aktivovanych T lymfocytech (C).
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Obrazek 3.1. — pokradovani. Stanoveni endotelidlniho liniového znaku. Srovnani exprese
znakti CD144 (E), CD309 (F) a CD146 (G) na endotelovych bunkach vcetné uvedenych pocti

identifikovanych bun¢k.

3.4.3. Postup gatovani a identifikace endotelovych bunék a jejich subpopulaci

Spravna posloupnost gatovani, tzn. oznacovani urcitych oblasti ¢i populaci bunék,

na bodovych grafech zahrnuje nékolik krokd, které by mély byt obecné vzdy dodrzovany.

Nejprve byl na grafu vynesen cCas, na zéklad¢ kterého byly gatovany spravné a

kontinudlné nactené bunky (viz obrazek 3.2 A). Déle byly na grafu s vynesenymi

parametry dopfedného rozptylu (FSC-A a FSC-H) odstranény buiiky s nespravné

navazanymi protilatkami, tzv. doublety (viz obrazek 3.2 B). Na grafu s parametry FSC-
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A vs SSC-A byly gatovany leukocyty, respektive vSechny jaderné bunky a odstranény
rozpadlé buiiky a debris, které vykazuji nizké hodnoty FSC-A a SSC-A (viz obrazek 3.2
C), zaroven byly pomoci téchto parametrli identifikovdny mononukledrni buiiky, které

zahrnuji 1 endotelidlni bunécénou linii (viz obrazek 3.2 D).
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Obrazek 3.2. — prvni ¢ast. Hierarchie gatovani pro identifikaci endotelovych bunék
v cirkulaci. Gatovani leukocytli a mononuklarnich bun¢k (A-D).
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Obrazek 3.2. — pokrafovani. Hierarchie gatovani pro identifikaci endotelovych bunék
v cirkulaci. Identifikace endotelovych a hematopoetickych progenitorovych bunék v cirkulaci
(E-J). Stanoveni subpopulaci endotelovych bun¢k, CEC a EPC, v¢etné vyznacenych pocti
bunék jednotlivych subpopulaci (K, L).

V dal§im postupném gatovani byly z mononuklearnich bunc¢k na grafu s vynesenymi
znaky CD45 vs CD34 oznaceny CD34 pozitivni a CD45 slabé pozitivni aZ negativni
buniky, které¢ zahrnovaly hematopoetické progenitorové bunky a buiiky endotelové (viz
obrazek 3.2 E). Z téchto bunck byly na grafu CD146 vs CD3 oznaceny buiiky pozitivni
na znak CD146 a negativni na znak CD3 (viz obrazek 3.2. F), hranice pozitivity téchto
znaki byla stanovena na zdklad€ pozitivni kontrolni subpopulace aktivovanych
(CD3+CD146+) T lymfocyti (viz obrazek 3.2. G). Ptitomnost hematopoetickych
progenitorovych bunck byla ovéfena na grafu CD117 vs CD146, kde byla tato CD34+
populace identifikovana jako CDI117+CD146- (viz obrazek 3.2 H). Populace
endotelovych bun¢k (CD34+CD146+) byla potvrzena na grafu CD31 vs CD34, kde
vykazovala silnou pozitivitu znaku CD34 a pozitivitu znaku CD31 (viz obrazek 3.2 1),
pficemz hranice pozitivity znaku CD31 byla stanovena na zéklad€ pfirozené pozitivni
kontrolni subpopulace lymfocytd (viz obrazek 3.2 J). Jednotlivé subpopulace
endotelovych bun¢k v cirkulaci, tj. CEC a EPC, byly identifikovany na grafu CD133 vs
CD34 jako CD133 negativni, respektive CD133 pozitivni subpopulace (viz obrazek 3.2
K). Hranice pozitivity znaku CD133 byla uréena na zaklad¢€ pozitivity pfirozené pozitivni

kontrolni populace hematopoetickych progenitorovych buné¢k (viz obrazek 3.2 L).
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3.5. Vypocet absolutniho zastoupeni subpopulaci endotelovych bunék v cirkulaci

Absolutni zastoupeni jednotlivych subpopulaci (CEC a EPC) endotelovych bunék
v periferni krvi bylo vypocteno na zakladé vysledku parametru WBC z krevniho obrazu
a zjisténych pocti bunck leukocyti a endotelovych bunéénych subpopulaci

identifikovanych pomoci vicebarevné pritokové cytometrie dle nasledujicich rovnic:
CEC absolutn& [ml'] = (# CEC / # Leukocyty) x WBC x 10°,
EPC absolutné [ml!] = (# EPC / # Leukocyty) x WBC x 109,

kde parametry # CEC, # EPC a# Leukocyty vyjadiuji pocet bunék CEC, EPC a leukocytti
zjisténych analyzou na prutokovém cytometru a parametr WBC vyjadiuje pocet

leukocytti v jednom litru periferni krve [10° '] zjistény analyzou krevniho obrazu.

3.6. Statisticka analyza

Statistickd analyza byla provedena prostfednictvim softwaru Statistica 12
(StatSoft CR). Celkova statistickd vyznamnost byla vypocétena metodou ANOVA,
jednotlivé skupiny byly srovnany na zdkladé Mann-Whitneyho U testu, pficemz vysledky
0 hodnoté p < 0,05 byly povazovany za statisticky vyznamné.

Jako detekovatelné byly povazovany jednotlivé bunééné populace, jejichZ pocet byl vyssi
populace bylo povazovano 20 buné€k, coz piedstavuje obecné pouzivanou hodnotu LoD
napt. pro vysoce citlivé analyzy sledovani minimalni reziduilni nemoci po lécbé
(Rawstron et al., 2013). Limit detekce metody vicebarevné prutokové cytometrie byl

vypocten dle nasledujici rovnice:
LoD [%] = (20 / # Leukocyty) x 100,

kde parametr # Leukocyty vyjadiuje pocet bunék leukocytl zjisténych analyzou na

pratokovém cytometru.

Narozmezi vyslednych hodnot absolutnich poctti bunéénych subpopulaci CEC a EPC byl

aplikovan 90% interval spolehlivosti.
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4. Vysledky
4.1. Stanoveni imunofenotypu endotelovych bunéénych subpopulaci

Vramci této prace byl optimalizovan panel monoklonalnich protilatek ke
stanoveni cirkulujicich endotelovych (CEC) a endotelovych progenitorovych (EPC)
bunék na zaklad¢ jejich imunofenotypu. Stanoveni imunofenotypu bylo provedeno na
souboru pacientll s o¢ekavanymi zvySenymi pocty CEC a EPC (viz kapitola 3.1). Pro
urceni piislusnosti bun€k k endotelidlni bunécné linii byl pouzit liniové specificky marker
CD146 (S-endo). Tento marker je zaroven exprimovan subpopulaci aktivovanych T
lymfocyti, které tak v kombinaci s T lymfocytarnim markerem CD3 mize slouZit jako

interni pozitivni kontrola (viz obrazek 4.1 B).
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Obrazek 4.1. Stanoveni imunofenotypu endotelovych bunéénych subpopulaci (CEC a EPC)
v periferni krvi. Vyznacené mononuklearni bunky (A), aktivované T lymfocyty jako pozitivni
kontrola znaku CD146 (B), endotelové buiiky (B, G) a hematopoetické progenitorové bunky
(G). Postupné gatovani a stanoveni imunofenotypu CEC a EPC véetné uvedeni detekovanych
pocti bunék (C-F).

Na zaklad¢ nasi analyzy byl stanoven imunofenotyp CEC jako CD45 negativni az slab¢
pozitivni, CD34 siln€ pozitivni, CD146 pozitivni, CD31 pozitivni, CD133 negativni a
imunofenotyp EPC jako CD45 negativni az slab& pozitivni, CD34 silné€ pozitivni, CD146
pozitivni, CD31 pozitivni, CD133 pozitivni (viz obrazek 4.1 C-F). Hematopoetické
progenitorové bunky vykazovaly imunofenotyp CD45 slabé pozitivni, CD34 pozitivni,

CD146 negativni, CD133 pozitivni, CD117 pozitivni (viz obrazek 4.1 G).
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4.2. Stanoveni referen¢nich hodnot CEC a EPC

Pro stanoveni normalniho rozmezi hodnot CEC a EPC v periferni krvi byla

pouzita skupina (n = 28) zdravych darci bez prokézané vrozené trombofilie. Byly

zméfeny krevni vzorky od 19 Zen s rozmezim v€ku 18 — 64 let a 9 mizl s rozmezim veku

18 — 50 let, pticemz nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily v poctech CEC a EPC mezi

pohlavimi (p = 0,9216, respektive p = 0,4606). Median absolutniho poc¢tu bunék v 1 ml

periferni krve byl pro CEC stanoven na 14,2 (rozmezi 3,1 — 51,9) a pro EPC na 2,8
(rozmezi 0 — 30,2) (viz tabulka 4.1).

Tabulka 4.1. Klinickd a demograficka data cilové pacientské skupiny, kontrolni pacientské
skupiny a skupiny zdravych kontrol. Kvantifikace endotelovych bunécénych subpopulaci, CEC

a EPC.

Skupina (pocet) Pacienti Zdravé kontroly Hematologicti
s trombofilii (n=28) a AIM pacienti

(n=161) (n=31)

Median véku 46 (25 - 82) 33 (18—-64) 61 (19 -281)

(rozmezi)

Pohlavi (zena:muz) 28:33 19:9 7:24

Pocet pacientii s VTE 31 (50,8) 0 (0) 3(9,7)

anamnézou (%)

Pocet pacienti s 61 (100) 0 (0) 13,2)

trombofilii (%)

- FV Leiden' (%) 37 (60,7) 1(3.2)

- FII Protrombin 7 (11,5) 0(0)

heterozygot (%)

- Zvyseni FVIII (%) 17 (27,9) 0(0)

- Deficit antitrombinu 1(1,6) 0(0)

(%)

- Deficit proteinu C 1(1,6) 0(0)

(%)

Median poctu CEC 17,7 14,2 82,9

v 1 ml PK (rozmezi) (3,1 —40,0) (3,1 -51,9) (32,8 —1241,4)

Median poctu EPC 3,5 2.8 17,8

v 1 ml PK (rozmezi) (0—20,5) (0-30,2) (0—151,7)

Poznamka: ! Homozygotni mutace — 1, heterozygotni mutace — 36. Rozmezi bylo stanoveno
jako 90% interval spolehlivosti populace.

Vysvétlivky:  AIM,
tromboembolizmus.

infarkt myokardu;

PK, periferni

krev; VTE, zilni




4.3. Stanoveni hodnot CEC a EPC u pacientii s vrozenou trombofilii

Skupina pacientli se znamou vrozenou trombofilii (n = 61) zahrnovala pacienty
s mutaci FV Leiden (homozygot i heterozygot) a FII protrombin (heterozygot), deficitem
antitrombinu a proteinu C nebo vzestupem hladiny FVIII. Analyzovano bylo 28 zen a 33
muzl s vékovym rozmezim od 25 do 82 let (viz tabulka 4.1). Tticet jedna pacientd mélo
Nebyly zjistény zadné vyznamné zmény v poctech CEC (p = 0,7605) nebo EPC (p =
0,2811) ve srovnani se skupinou zdravych kontrol (viz obrazek 4.2). Prokazany nebyly
ani statisticky vyznamné rozdily v hladinach CEC (p = 0,5786) a EPC (p = 0,1917) mezi
skupinou pacientli s nebo bez historie trombdzy. Median absolutniho poc¢tu bunék v 1 ml
periferni krve byl pro CEC stanoven na 17,7 (rozmezi 3,1 — 40,0) a pro EPC na 3,5
(rozmezi 0 — 20,5) (viz tabulka 4.1).
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Obrazek 4.2. Srovnani absolutnich pocti CEC (bily krabicovy graf) a EPC (Sedy krabicovy
graf) v jednom ml periferni krve cilové pacientské skupiny, kontrolni pacientské skupiny a
skupiny zdravych kontrol. Rozmezi krabicového grafu bylo stanoveno jako 90% interval
spolehlivosti. V grafech jsou vyznac¢ené hodnoty medianu, minima a maxima.

Vysvétlivky: AIM, akutni infarkt myokardu.
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4.4. Stanoveni hodnot CEC a EPC u pacienti s akutni trombdézou

Skupina pacientl s akutni tromb6zou zahrnovala dvé Zeny ve véku 44 a 70 let a
jednoho muze ve veéku 65 let, u dvou pacienti byla prokazana ileofemoralni Zzilni
tromboza a jeden pacient mél plicni embolii s trombem v pravé sini. U téchto pacientl
byly prokazany normalni hodnoty CEC a EPC. Medidn absolutniho poc¢tu bunék v 1 ml
periferni krve vykazoval u CEC hodnotu 29,7 (rozmezi 6,6 — 57,3) a u EPC hodnotu 3,4
(rozmezi 3,3 — 16,0).

4.5. Stanoveni hodnot CEC a EPC u skupiny kontrolnich pacienti

Skupina pacientll s o¢ekdvanymi zvySenymi pocty CEC a EPC (n = 31)
zahrnovala pacienty s akutnim infarktem myokardu, pacienty se zdvaznymi infekcemi
(sepsi) a hematologické pacienty s malignitami po vysokych davkach chemoterapie (po
autologni transplantaci kmenovych bun¢k). Skupina zahrnovala 7 Zen a 24 muzl
s rozmezim véku od 19 do 81 let, pficemz tii pacienti méli pozitivni anamnézu zilniho
tromboembolizmu a 1 pacient mé¢l prokazanou vrozenou trombofilii (viz tabulka 4.1).
Zvysene pocty CEC, ale ne EPC, byly detekovany u dvou pacientl s akutnim infarktem
myokardu. Statisticky vyznamné zvySeni hladin CEC (p < 0,0001) bylo zjisténo u
pacientt s hematologickymi malignitami po vysokych davkach chemoterapie a u pacientti
se zavaznymi infekcemi (n = 29), u kterych median absolutniho poctu CEC v 1 ml
periferni krve vykazoval hodnotu 82,9 (rozmezi 32,8 — 1241,4). Tito pacienti méli také
ve srovnani se zdravymi kontrolami vyznamné zvySené hladiny EPC (p < 0,0001),
pficemz medidn absolutniho poc¢tu EPC mél hodnotu 17,8 (rozmezi 0 — 151,7) (viz
obrazek 4.2). Avsak pocet EPC vyssi nez limit detekce metody byl prokdzan pouze ve
Ctyfech ptipadech.

54



5. Diskuze

Zilni i arterialni tromboza piedstavuji v dnesni dob& zavazna onemocnéni, ktera
souvisi s vysokou mirou morbidity a mortality a vyznamné zhorsuji progndzu pacienta
na preziti (Kvasni¢ka, 2003a). Zilni tromboembolizmus se klinicky projevuje pfedeviim
jako hluboka zilni trombdza a plicni embolie (Behravesh et al., 2017), zatimco
aterotrombdza jako akutni koronarni syndrom a cévni mozkova piihoda (Jackson, 2011).
Ke vzniku ¢i rekurenci tromboz ptispivaji predispozi¢ni stavy, které jsou znamy jako
stavy trombofilni. Ty jsou primarné zpiisobeny poruchami krevnich desti¢ek, leukocytt,
endotelu, zanétlivych cytokinti, metabolizmu atd (Kvasnicka, 2003a). Trombofilie
mohou byt bud’ vrozené (geneticky podminéné) nebo ziskané. Mezi vrozené abnormality
spojené s vysokym rizikem trombo6z fadime deficit antitrombinu a proteinu C nebo
proteinu S, mutace FV Leiden a G20210A mutace protrombinu. Piikladem ziskané
trombofilie je antifosfolipidovy syndrom. Nicméné mnoho dalSich ziskanych stavi mtize
zvysit riziko trombdz, jednd se napiiklad o zvySené hladiny FVIII nebo deficit
ptirozenych antikoagulancii, ale také zdvaznd onemocnéni (naptf. myeloproliferativni
onemocnéni) (Weitz et al., 2004, Rabinovich et al., 2014). Pro klinickou praxi je dulezité
tyto trombofilie v¢as odhalit a v€asnou profylaxi zabranit vzniku ¢i rekurenci trombozy.
Vzhledem k tomu, Ze trombofilie pfedstavuji multifaktoridlni onemocnéni zaptic¢inéna
celou fadou poruch, nestac¢i kjejich diagnostice pouze provedeni molekularné
genetickych vySetfeni, ale je potieba Siroka Skala laboratornich vySetfeni.
V patofyziologii trombotickych stavii maji klicovou roli krevni desticky ve vztahu
s endotelem, ktery ztraci své protitrombotické vlastnosti (Kvasnicka, 2003a). Vlivem
riznych patologickych stimulli dochdzi bud’ k poskozeni endotelové vrstvy, aktivaci
endotelovych buné€k a jejich naslednému uvolnéni do cirkulace, kde jsou detekovatelné
jako cirkulujici endotelové buiiky (CEC) (Erdbruegger et al., 2006a) nebo dochazi k
manifestaci endotelovych progenitorovych buné€k (EPC) v kostni dfeni a jejich
naslednému uvolnéni do cirkulace (Boos et al., 2006), kde interaguji s aktivovanymi
krevnimi destickami, kterymi jsou navadény do mist poskozeni cévni stény a dovnitt
trombu (Lev et al., 2006), kde se uplatiiuji v procesu neovaskularizace (Li and Li, 2016).
Sledovani téchto markerti aktivity endotelu tak proto mize odrézet i aktivitu krevnich

desticek.

Pocet CEC a EPC se obvykle pohybuje pod 50 bun¢k v jednom ml periferni krve (Lanuti

etal., 2016), proto je volba optimalniho postupu ptipravy a analyzy zésadni v identifikaci
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a kvantifikaci téchto vzacnych bunék. Vzhledem k tomu, ze na hladiny endotelovych
bun¢k v cirkulaci ma vliv cvi¢eni (Rehman et al., 2004) a koufeni (Kondo et al., 2004)
byly odebirané¢ osoby ptred odbérem krve v klidu a nekoufily. Aby se zabranilo
kontaminaci materidlu endotelovymi buiikami uvolnénymi pti vpichu jehlou (Goon et al.,
2005), nebyla k dalsi analyze pouzita prvni odebrand zkumavka. V ramci této prace byla
pouzita metoda vicebarevné pritokové cytometrie, konkrétn¢ byl aplikovan
modifikovany standardni operacni protokol (SOP) pro objemnou lyzu dle EuroFlow,
ktery umoziuje hodnoceni velkého mnozstvi bun¢k v suspenzi a je tak ptfimo urceny pro
analyzu vzacnych populaci bunék (Kalina et al., 2012). Z diivodu zabranéni potencidlni
ztraty bunc¢k béhem ptipravného postupu byla jako vychozi materidl pouzita plna krev
bez izolace mononukledrnich bun€k hustotni gradientovou centrifugaci, nebot’ byly
pozorovany velké diskrepance v kone¢ném poctu EPC srovnanim pravé téchto dvou
izola¢nich postupii (Van Craenenbroeck et al., 2008). Vzorky periferni krve byly
zpracovany do Sesti hodin od odbéru, pricemz bunky byly nejprve inkubovany s FcR
bloka¢nim ¢inidlem. Tim se minimalizovalo arteficidlni zvySeni fluorescencni intenzity
jednotlivych znaki, nespecifickd vazba monoklondlnich protilatek a snizilo se tak riziko
falesné pozitivnich vysledkii. Nespecificky navazané protilatky (doublety), Sum a debris,
které¢ by mohly také predstavovat faleSné pozitivni vysledky (Van Craenenbroeck et al.,
2008, Khan et al., 2005, Jamsa et al., 2011), byly odstranény v rdmci gatovaci strategie
(viz obrazek 3.2).

Kwvili nizkym poctim CEC a EPC v periferni krvi je naprosto nezbytné jasné stanoveni
jejich imunofenotypu pomoci kombinace specifickych protilatek. Bohuzel na zaklade
publikovanych dat se vybér monoklondlnich protilatek pro identifikaci CEC a EPC
znacné lisi. Nekteré prace charakterizovaly CEC a EPC pouze na zékladé kombinace
znakti CD45, CD34, CD133 a CD31. Antigen CD45 byl vzdy negativni nebo slabé
pozitivni, znaky CD34 a CD31 byly vzdy pozitivni a znak CD133 byl pouZit k rozliSeni
CEC (CD133 negativni) od EPC (CD133 pozitivni) (Steurer et al., 2008, Obeid et al.,
2015, Duda et al., 2007). AvSak tento panel monoklonalnich protilatek neobsahuje zadny
specificky endotelialni marker a nemiize byt proto pouzit k jasné identifikaci CEC a EPC
(Mitchell et al.,, 2017). Navic antigeny CDI133 a CD34 jsou exprimovany
hematopoetickymi progenitorovymi buitkami (Wognum et al., 2003) a antigen CD31 neni
specifickym markerem endotelidlni linie (Peichev et al., 2000). Toto bylo potvrzeno i nasi

analyzou (viz obrazek 3.2 H, L a obrazek 4.1 G), kde populace bun¢k CD34 pozitivni a
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CD133 pozitivni, dfive popisovana jako EPC, byla CD146 negativni a CD117 pozitivni.
Tudiz hematopoetické progenitorové buiiky byly nespravné ozna¢ovany jako endotelové
bunky. Tyto vysledky potvrzuji potiebu pouziti specifického endotelidlniho liniového
markeru. Dalsi publikované prace uvadéji rozporuplna data s ohledem na rozsiteni panela
monoklonélnich protilatek k identifikaci CEC a EPC o vice specifické endotelidlni
markery, jedna se zejména o znaky CD309 (KDR), CD146, CD144 nebo CDI105
(Mancuso et al., 2009, Mobius-Winkler et al., 2009, Kraan et al., 2012, Alessio et al.,
2013, Lanuti et al., 2016, Doyle et al., 2017, Huizer et al., 2017).

V ramci této prace byly ke stanoveni prisluSnosti bun¢k k endotelidlni linii testovany
znaky CD144, CD146 a CD309 (KDR) (viz obrazek 3.1). Jako zcela nevhodny se jevil
znak CD144 (VE-Cadherin), ktery ve srovnani s ostatnimi testovanymi znaky vykazoval
nizsi expresi i nizsi pocet cilovych bun¢k (viz obrazek 3.1 E). Znaky CD309 (KDR) a
CD146 (S-endo) vykazovaly srovnatelnou expresi i pocet cilovych bunék (viz obrazek
3.1 F, G). Ale pouze znak CD146 byl exprimovén i na subpopulaci aktivovanych T
lymfocytl (viz obrazek 3.1 C), jejichZ pozitivita umoziuje pouziti téchto bunck jako
interni pozitivni kontroly pro detekci endotelovych bunék. Znak CD146 se tak jevil jako

nejlepsi marker pro identifikaci endotelovych bunék.

V této dizertani préaci byla k identifikaci CEC a EPC pouzita metoda vicebarevné
prutokové cytometrie. Na§ sedmi barevny panel zahrnoval leukocytarni marker CD45
(LCA), endotelidlni markery CD31 (PECAM-1) a CD146 (S-endo), hematopoetické
progenitorové markery CD34 (HPCA 1), CD117 (c-KIT) a CD133 (AC-133); a T
lymfocytarni marker CD3 (T3) slouZici jako interni kontrola. Na zéklad¢ nasich méteni
na souboru kontrolni skupiny hematologickych pacienti po vysokych davkach
chemoterapie, pacientil s akutnim infarktem myokardu a pacienti se zavaznymi
infekcemi s ofekdvanymi zvySenymi pocty endotelovych bun€k v cirkulaci bylo
potvrzeno, ze CEC vykazuji expresi znaku CD45 negativni az slabé pozitivni, CD34 siln¢
pozitivni, CD31 pozitivni, CD146 pozitivni a CD133 negativni. Zaroveit mohou byt CEC
podle tohoto imunofenotypu spolehlivé kvantifikovany. EPC ve srovnani s CEC navic
exprimuji hematopoeticky progenitorovy marker CD133, nicméné jejich kvantifikace je
vzhledem k velmi nizkému poctu v periferni krvi velice obtizna a tésné€ se blizi hranici
citlivosti metody priitokové cytometrie. Pro spolehlivou kvantifikaci EPC by bylo potieba
nacteni jesté vétSiho celkového poctu bunek, a tudiz vétsi mnozstvi vychoziho materialu.

Presto nami zji§téna exprese znaku CD45 jako negativni az slab€ pozitivni (viz obrazek
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4.1 C) podporuje publikovany konsenzus, Ze slaba exprese znaku CD45 se jevi jako

nejlepsi hodnoceni z hlediska kvantifikace EPC (Fadini et al., 2012).

CEC a EPC predstavuji velmi vzacné bunécné populace (Lanuti et al., 2016), proto je
jejich kvantifikace velice obtiznd a zavisi na presné a standardizované piiprave
biologického materidlu a dobfe definovaném stanoveni jejich imunofenotypu. Pouziti
nasi standardizované piipravy periferni krve a optimalizovaného panelu monoklonalnich
protilatek umoziuje kvantifikovat pocet CEC a EPC v plné periferni krvi. V ramci této
prace byly na skupiné zdravych kontrol bez prokdzané trombofilie stanoveny referencni
pocty CEC (median = 14,2) a EPC (median = 2,8) v 1 ml periferni krve (viz tabulka 4.1),
ptfi¢emz v poctech CEC ani EPC nebyly patrné Zadné statisticky vyznamné rozdily mezi
pohlavimi (p = 0,9216, respektive p = 0,4606), a proto byly dalsi testované skupiny
hodnoceny bez ohledu na pohlavi. Stanoveny byly poéty CEC (median = 17.7) a EPC
(median = 3,5) v 1 ml periferni krve u pacientd s vrozenou trombofilii (viz tabulka 4.1),
tyto poCty byly ovSem velmi nizké a u CEC ani EPC se vyznamné neliSily (p = 0,7605,
respektive p = 0,2811) od zdravych kontrol (viz obrazek 4.2). V ramci této skupiny
anamnézou zilnitho tromboembolizmu a 30 pacienti bez anamnézy zilni trombozy,
nicméné mezi témito dvéma skupinami nebyl v poctech CEC ani EPC zadny statisticky
vyznamny rozdil (p = 0,5786, respektive p = 0,1917). Normalni pocty CEC (median =
29,7) a EPC (median = 3,4) v 1 ml periferni krve byly ovSem prokazané také u tfech
pacientil s akutni tromb6zou. V tomto ptipad¢ se vSak jednalo pouze o malou skupinu a
bylo by vhodné zhodnotit hladiny CEC a EPC na vétSsim souboru pacientli s akutni
trombdzou. Naproti tomu zvysené hladiny v poc¢tech CEC (median = 82,9) i EPC (median
=17.8) byly potvrzené u pacientli s hematologickymi malignitami po vysokych davkach
chemoterapie v ramci autologni transplantace kmenovych bun€k a u pacientl s akutnim
infarktem myokardu ve srovnani se zdravymi kontrolami (obé p < 0,0001) (viz obrazek
4.2). V ptipad¢ hladin EPC vS8ak byly poc¢ty bun€k na hranici limitu detekce metody
pratokové cytometrie a k jejich spolehlivé kvantifikaci by bylo potieba pouzit vétsi
mnozstvi vychoziho materidlu periferni krve.

Hladiny CEC a EPC u pacienti s trombofilii jesté¢ dosud nebyly stanovovany. Dle
publikovanych praci ale byly prokdzané vyrazné a mirn¢ zvysené pocty CEC pii akutni,
respektive chronické fazi hluboké Zilni trombdzy, pfiCemz v odstupu deviti az patnécti

mesicl od akutni ptihody opét doslo k jejich normalizaci, tzn. Ze sledovani hladin CEC
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by mohlo mit roli pii odhaleni tromboz a pfi regeneraci cévni stény v souvislosti s 1écbou
hluboké zilni trombozy (Alessio et al., 2013). Zmény v poétech EPC byly prokazany u
pacienti s Ph-negativhim myeloproliferativnim onemocnénim s trombotickymi
komplikacemi (Teofili et al., 2011). Pfitom bylo navrzeno, ze EPC vazbou na krevni
desticky reguluji jejich funkci a tvorbu trombu (Abou-Saleh et al., 2009), zatimco
aktivované krevni desticky zase navadéji EPC dovnitf trombu (Lev et al., 2006), kde se
EPC uplatiiuji v procesu neovaskularizace a odstranovani trombu (Li and Li, 2016). Na
zaklad¢ vysledku této prace byl ve srovnani se zdravymi kontrolami prokdzan normalni
pocet CEC a EPC u pacientl se znamou trombofilii s nebo bez diive prodélané trombozy
(viz obrazek 4.2). Tento nalez lze pravdépodobné pricitat faktu, ze odbéry vzorkl krve
téchto pacienti byly provaddény pii pravidelné kontrole vramci dlouhodobé
nevykazovali znamky zvySené trombogeneze (hladina D-dimerd) nebo dalSich
rizikovych faktorti (pooperacni stav apod.). Navic pfitomnost vrozené trombofilie sama
o0 sob& neznamen4, Ze u jejiho nositele dojde nékdy k tromboembolické piihod¢€. V ramci
této prace ovSem nebyl prokazan ani zvySeny pocet CEC a EPC u tiech pacientt s akutni
tromb6zou. Vyznam CEC a EPC jako markerti zvySeného rizika vzniku ¢i rekurence
trombdzy u pacientll se zndmymi trombofiliemi bude proto muset byt jesté predmétem
dalsiho studia, a to nejen s ohledem na pfitomnost vrozené trombofilie, ale 1 dalSich
sekundarnich rizikovych faktorti. Potvrzena sice nebyla ani mozné role CEC a EPC pfi
sledovani 1écby hluboké zilni trombozy. Potencial vyznamu stanovovani hladin CEC a
EPC u pacientt s akutnimi trombdzami je vSak nepochybné vyssi, ale zvlast¢ v tomto
ptipadé¢ bude jesté nutné provést dalsi studie na vét§im souboru pacientt. Na druhé strané
vysledky této prace potvrdily diive publikovana data ukazujici zvySené hladiny CEC a
EPC u pacientt s kardiovaskuldrnimi nemocemi (Massa et al., 2005, George et al., 2004,
Mutin et al., 1999, Nadar et al., 2005, Bonello et al., 2006, Janssens et al., 1999, Makin
et al., 2004, Chong et al., 2006, Bull et al., 2003) a v posttransplanta¢nich podminkach
(Woywodet et al., 2004b, Popa et al., 2002).
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6. Zavéry

Na souboru kontrolni skupiny hematologickych a kardiologickych pacienti
s ocekavanymi zvySenymi pocty endotelovych bunék v cirkulaci byla standardizovéna
metoda vicebarevné prutokové cytometrie a optimalizovan panel monoklonalnich

protilatek pro jednozna¢nou identifikaci a kvantifikaci CEC a EPC v periferni krvi.

Na souboru zdravych kontrol byly stanoveny referen¢ni hodnoty poctu CEC a EPC

v periferni krvi.

vvvvvv

tromboembolizmu nebo bez ni, byl kvantifikovan pocet CEC a EPC v periferni krvi.

Pocet CEC a EPC byl také kvantifikovan v periferni krvi tfech pacientll s akutni

trombdzou.

Nebyla prokazana jednoznacnd souvislost mezi zvySenym rizikem vzniku ¢i rekurence
trombdzy u pacientd s vrozenou trombofilii a po¢tem CEC a EPC v periferni krvi jako

markert odrazejicich aktivitu endotelu a krevnich desticek.
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7. Shrnuti zavéra

Na zavér bych rad shrnul, Zze na zéklad¢ této dizertacni prace byl vyvinut
standardizovany protokol pro metodu vicebarevné prutokové cytometrie k rychlé a
jednoznacné identifikaci a kvantifikaci endotelidlnich bunéénych subpopulaci, CEC a

EPC v periferni krvi.

Ptesto nebyl prokazan vyznamny rozdil v poc¢tech CEC a EPC u dlouhodobé sledovanych
pacientli s vrozenymi trombofiliemi ve srovnani s hodnotami CEC a EPC zdravych
kontrol, které byly pouzity jako referencni meze. Zmény v po¢tech CEC a EPC tak
nemohou samostatné slouzit jako jednoznacné markery zvySeného rizika vzniku ci
rekurence trombdzy u pacientl s prokdzanou trombofilii a pfispét tak k v€asnému
odhaleni tohoto rizika a zahdjeni profylaktické 1écby. Dalsi studie by se proto méla
zaméfit na sledovani hladin CEC a EPC u pacientl s prokdzanou trombofilii i s ohledem
na pfitomnost dalSich sekundarnich trombofilnich rizik. Stejné tak nebyl prokazéan
jednoznaéné zvyseny pocet CEC a EPC u pacientl s akutni trombdzou oproti hodnotdm
zdravych kontrol. Nebyla tak potvrzena publikovana data, ze zvySené hladiny CEC a EPC
odrazi akutni ¢i chronickou fazi trombdzy, pficemz po vyléceni dochazi k normalizaci
hodnot. Nicméné hladiny CEC a EPC byly v rdmci této prace stanoveny pouze u tiech
pacientl s akutni trombdzou, proto bude vhodné provést jesté dalsi studie na vétSim

souboru pacientd.

Na druhé¢ strané na zaklad€ vysledki této prace byly jednoznaéné potvrzeny vyznamné
zvySené pocty CEC u vybranych pacientii s hematologickymi malignitami a u pacientt
s akutnim infarktem myokardu. Nase vysledky proto potvrzuji diive publikovana data
navrhujici, Ze CEC mohou slouZit jako marker poSkozeni a dysfunkce endotelu. Citliva
metoda vicebarevné pritokové cytometrie pouzivajici liniové specificky endotelidlni
marker by mohla byt preferovanou metodou pro identifikaci a kvantifikaci téchto bun€k

v dalsich studiich.
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