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Abstrakt

Uvod/Cile: Trombofilie, tedy zvysena dispozice ke vzniku Zilni a arterialni trombozy
predstavuje komplexni onemocnéni zapfi¢inéné mimo jiné i poruchami krevnich desticek
a endotelu. Cirkulujici endotelové buiiky (CEC) a endotelové progenitorové bunky (EPC)
jsou popisovany jako markery poskozeni a dysfunkce endotelu, respektive jako markery
jeho obnovy u mnoha nemoci, vcetné¢ trombotickych komplikaci. Jejich vyznam u
pacientll se znamou trombofilii vSak dosud jest¢ nebyl zkouméan. CEC i EPC piedstavuji
extrémné vzacné bunééné populace vyskytujici se v periferni krvi. Proto k jejich
identifikaci a kvantifikaci je pouziti vyhradné 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 markert aktivity
endotelu a krevnich desticek v souvislosti s rizikem vzniku ¢i rekurence trombdzy.
Metody: Analyza poc¢tu CEC a EPC v periferni krvi pacientti s trombofiliemi s nebo bez
historie trombdzy a pacientli s akutni trombozou byla provedena metodou vicebarevné
pratokové cytometrie. Referenéni hodnoty CEC a EPC byly stanoveny na skupiné
zdravych kontrol. Pacienti s hematologickymi malignitami po vysokych davkach
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 bunéénych subpopulaci byly
potvrzeny u pozitivni pacientské skupiny. Ve srovnani se zdravymi kontrolami nebyly
detekovany zadné vyznamné zmény v poctech CEC nebo EPC u pacienttil s trombofiliemi
ani u pacientl s akutni trombdzou. Zavér: V ramci této prace optimalizovana metoda
vicebarevné prutokové cytometric umoznuje jednoznacnou identifikaci a kvantifikaci
endotelovych bunék v periferni krvi. Zjisténé vysledky podporuji diivéjsi studie ukazujici,
ze zvySené hladiny CEC by mohly slouzit jako indikéator poskozeni a dysfunkce endotelu.

Normalni hladiny CEC a EPC byly stanoveny u pacienttl s vrozenymi trombofiliemi.

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

progenitorové buiky, vicebarevna pritokova cytometrie, krevni desticky
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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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1. Uvod

Zilni i arterialni trombéza pfedstavuji v dnesni dob& zavaznd onemocnéni, ktera
souvisi s vysokou mirou morbidity a mortality a vyznamné zhorSuji prognozu pacienta na
preziti. Ke vzniku ¢i rekurenci tromboz pfispivaji predispozi¢ni stavy, které jsou znamy
jako stavy trombofilni. Ty jsou primarné zplsobeny poruchami krevnich desticek,
leukocytil, endotelu, zanétlivych cytokinid, metabolizmu atd (Kvasnic¢ka, 2003). Vrozené
trombofilie asociované predevS$im s zilni, ale v nékterych pfipadech i s arteridlni
trombozou zahrnuji zejména deficit antitrombinu, proteinu C nebo proteinu S, leidenskou
mutaci faktoru V (rezistence aktivovaného proteinu C) a mutaci G20210A protrombinu.
Piikladem ziskané trombofilie je antifosfolipidovy syndrom. Nicméné mnoho dalsich
ziskanych stavii mize zvysit riziko trombodz, jedna se napiiklad o zvysené hladiny FVIII
nebo deficit pfirozenych antikoagulancii, ale také zavaznd onemocnéni (napf.
myeloproliferativni onemocnéni) (Weitz et al., 2004, Rabinovich et al., 2014). Prevalence
mutace faktoru V Leiden a G20210A protrombinu, tj. dvou nejfrekventovanéjsich
trombofilnich mutaci ¢ini ve zdravé populaci v Ceské republice 4,5 %, respektive 1,3 %
(Kvasnicka et al., 2014). Obecné je alespon jednou identifikovatelnou trombofilni mutaci
postizeno vice nez 10 % celkové populace (Rabinovich et al., 2014). V patofyziologii
trombotickych stavii maji kliCovou roli krevni desticky ve vztahu s endotelem, ktery ztraci
své protitrombotické vlastnosti (Kvasnicka, 2003). Vlivem riznych patologickych stimul
dochazi bud’ k poskozeni endotelové vrstvy, aktivaci endotelovych bunék a jejich
naslednému uvolnéni do cirkulace, kde jsou detekovatelné jako cirkulujici endotelové
buiikky (CEC) (Erdbruegger et al., 2006) nebo dochazi k manifestaci endotelovych
progenitorovych bunék (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 markerid aktivity

endotelu tak proto miize odrazet i aktivitu krevnich desticek.

CEC ptedstavuji zralé bunky uvolnéné z cévniho endotelu jako dusledek poskozeni cév
(Kraan et al.,, 2012). Proto jsou tyto buiky povazovany za markery endotelialniho
poskozeni nebo dysfunkce (Boos et al., 2006, Kraan et al., 2012, Erdbruegger et al., 2006).
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Navic byla popsana korelace CEC s plazmatickymi markery endotelidlniho poskozeni
(VWF a rozpustny E-selektin) (Blann et al., 2005). Zvysené hladiny CEC byly prokazany u
mnoha onemocnénich, jako jsou infekce (George et al., 1993), poruchy imunity (Clancy et
al., 2001), plicni arteridlni hypertenze (Bull et al., 2003), posttransplanta¢ni stavy
(Woywaodt et al., 2004), nadorova onemocnéni (Mancuso et al., 2001), kardiovaskuldrni
onemocnéni (Mutin et al., 1999) nebo hluboka Zilni trombdza (Alessio et al., 2013).
Naproti tomu fyziologickou funkci EPC je udrzeni cévni integrity, regenerace a
remodelace tkani (George et al., 2011, Asahara et al., 1999), a proto jsou povazovany za
markery obnovy endotelovych bunék (Doyle et al., 2017, Chopra et al., 2018). Zmény
hladin EPC byly popsany pfi riznych klinickych stavech, naptiklad pii akutnim infarktu
myokardu (Massa et al., 2005), diabetu mellitu (Tepper et al., 2002) nebo malignich
onemocnénich (Zhang et al., 2005, Zahran et al., 2016, Rhone et al., 2017, Yu et al,,
2014). Zvyseny pocet EPC je také spojen s dlouhodobym cvic¢enim profesionalnich bézci
(Bittencourt et al., 2017). Zmény v po¢tu EPC byly pozorovany i u pacientd s Ph-
negativnim myeloproliferativnim onemocnénim s trombotickymi komplikacemi (Teofili et

al,, 2011).

Mnoho nemoci, véetné trombotickych komplikaci, jsou spojeny s cévnim poskozenim,
proto je stanoveni poétu CEC a EPC povazovano za slibny nastroj pro sledovani aktivity
onemocnéni s potencidlem ke zhodnoceni prognézy a odpovédi na 1é¢bu (Blann et al.,
2005, Chopra et al., 2018, Erdbruegger et al., 2006). AvSak absence standardizovanych
metod a pouziti odlisSn¢ definovanych imunofenotypti vedlo k Siroké variabilité

pti kvantifikaci CEC a EPC (Kraan et al., 2012, Lanuti et al., 2016).



2. Védecka hypotéza a cile prace
2.1. Védecka hypotéza

Zmény v poctech CEC (markery poskozeni endotelu) a EPC (markery obnovy
endotelu) kvantifikované pomoci standardizované metody vicebarevné pritokové
cytometrie z periferni krve odrazi aktivitu endotelu a krevnich desticek v patofyziologii
trombotickych stavli u pacienti se znamou trombofilii.
Konkrétné zvysené hladiny CEC poukazuji na akutni ¢i chronickou fazi trombozy,
pficemz po vyléceni se CEC opét normalizuji, tzn. Ze sledovani hladin CEC mutze mit
potencial v monitoringu 1écby trombozy. U pacientli se znamou trombofilii zase zvysené
poéty CEC indikuji vyss$i riziko vzniku nebo rekurence tromboézy. Naproti tomu
EPC reguluji funkei krevnich desti¢ek, cestuji do mist poskozeni cévni stény, zapojuji se v
procesu neovaskularizace a snizuji tak riziko vzniku nebo rekurence trombozy.
V kazdém pfipad¢ pouze standardizované cytometrické stanoveni CEC a EPC, spolecné
s dalsimi hematologickymi, biochemickymi a molekularné¢ genetickymi testy v ramci
diagnostiky trombofilii, umozni v€éasné odhaleni zvySeného rizika vzniku nebo rekurence
trombozy, ptispéje k zahdjeni indikace profylaktické 1é€by nebo piipadné i zprostifedkuje

sledovani nasledné trombolytické 1é¢by tohoto zavazného onemocnéni.

2.2. Cile prace
Prostfednictvim optimalizované a standardizované metody vicebarevné prutokové
cytometrie ze vzorki periferni krve:
e ovetit spravnost sestavené metodiky na kontrolnim souboru pacienti
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 pacientt s prokdzanou trombofilii s nebo bez historie
o kvantifikovat CEC a EPC u pacientt s akutni trombézou,
e zhodnotit vyznam zmén pocti CEC a EPC ve srovnani se zdravymi kontrolami
z hlediska potencialniho rizika vzniku nebo rekurence trombdzy u pacientd se

znamou trombofilii.



3. Material a metody
3.1. Soubor pacientu a kontrolnich skupin

Jako cilovy zkoumavy soubor byla vybrana skupina (n = 61) pacientl se znamou
trombofilii dispenzarizovanych na Trombotickém centru VSeobecné fakultni nemocnice
v Praze (VFN). Skupinu zdravych kontrol (n = 28) tvofili zdravi jedinci bez prokézané
trombofilie ¢i jiné nemoci. Kontrolni skupina s ocekdvanymi zvySenymi pocty EPC a CEC
bun¢k 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). Vyzkumny projekt

byl schvalen etickou komisi VFN.

3.2. Odbér biologického materialu

Odbér periferni krve cilové skupiny pacientl i kontrolnich skupin byl proveden
standardizovanym postupem (uzavieny vakuovy odbérovy systém) s pouzitim K;EDTA
nebo K,EDTA jako antikoagula¢niho ¢inidla. 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 nesrazlivé periferni krve cilové pacientské skupiny i obou kontrolnich
skupin byly zméfeny na krevnim analyzatoru XN 3000 (Sysmex), pomoci kterého byly
stanoveny parametry krevniho obrazu. Analyza byla provedena pii teploté¢ 15— 25 °C

maximalné do 5 hodin od odbéru.

3.4. Analyza na pritokovém cytometru

Vicebarevna imunofenotypizacni analyza byla provedena z plné krve pomoci
prutokového cytometru FACSVerse (BD Biosciences) a nasledné vyhodnoceni
naméfenych dat pomoci softwaru Kaluza (Beckman Coulter). Pritokovy cytometr byl
nastaven dle mezinarodniho standardniho operacniho postupu (SOP) EuroFlow (Kalina et
al., 2012) a kontrola tohoto nastaveni a stabilita pfistroje byly sledovany denné pomoci
kalibra¢nich kuli¢ek Rainbow (Spherotec) a kulicek CST (BD Biosciences). K analyze

9



byly pouzity monoklonalni protilatky namifené proti antigenim: CD3, CD45, CD117,
CD144 (Beckman Coulter); CD31, CD34, CD146 (BD Biosciences); CD133 (MACS
Miltenyi Biotec); CD309 (R&D Systems).

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 minimalni
rezidualni nemoci (MRD).

Pripravené vzorky byly do zméfeni na pritokovém cytometru uchovavany v lednici pii 2 —
8 °C po dobu maximalné 1 hodiny. VSechny vzorky byly zméteny pfi stejném nastaveni

prutokového cytometru a vzdy byly nacteny minimalné€ 2 miliony leukocyti.

3.5. Vypocet absolutniho zastoupeni subpopulaci endotelovych bunék v cirkulaci
Absolutni zastoupeni CEC a EPC v periferni krvi bylo vypocteno na zakladé

vysledkti parametru WBC z krevniho obrazu a zjisténych poctt bunék leukocyt, CEC a

EPC identifikovanych pomoci vicebarevné pritokové cytometrie dle nasledujicich rovnic:

CEC absolutné [ml'] = (# CEC / # Leukocyty) x WBC x 10°,

EPC absolutné [ml'] = (# EPC / # Leukocyty) x WBC x 10°,

kde parametry # CEC, # EPC a # Leukocyty vyjadiuji pocet bunék CEC, EPC a leukocytd

zjisténych analyzou na prutokovém cytometru a parametr WBC vyjadiuje pocet leukocyti

v jednom litru periferni krve [10° 1'!] zji§tény analyzou krevniho obrazu.

3.6. Statisticka analyza

Statisticka analyza byla provedena prostiednictvim softwaru Statistica 12
(StatSoft CR). Celkova statistickd vyznamnost byla vypoctena metodou ANOVA,
jednotlivé skupiny byly srovnany na zdkladé Mann-Whitneyho U testu, pficemz vysledky
o hodnoté p < 0,05 byly povaZzovany za statisticky vyznamné.
Jako detekovatelna byly povazovan kazda bunééna populace, jejiz pocet bunék byl vyssi
nez limit detekce metody (LoD), tj. minimalné€ 20 bun¢k v ramci jedné populace.
Na rozmezi vyslednych hodnot absolutnich poc¢tii bunécnych subpopulaci CEC a EPC byl

aplikovan 90% interval spolehlivosti.
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4. Vysledky

4.1. Stanoveni imunofenotypu endotelovych bunéénych subpopulaci

stanoveni cirkulujicich endotelovych (CEC) a endotelovych progenitorovych (EPC) bunék
na zakladé jejich imunofenotypu. Stanoveni imunofenotypu bylo provedeno na souboru
pacientll s o¢ekavanymi zvySenymi pocty CEC a EPC (viz kapitola 3.1). Pro urceni
prislusnosti 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

Vramci této prace byl optimalizovan panel monoklondlnich protilatek ke

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.
Vyzna¢ené mononuklearni buiiky (A), aktivované T lymfocyty jako pozitivni kontrola znaku CD146 (B),
endotelové buriky (B, G) a hematopoetické progenitorové buiiky (G). Postupné gatovani a stanoveni
imunofenotypu CEC a EPC v¢etné uvedeni detekovanych pocti bunék (C-F).

Na zéklad€ nasi analyzy byl stanoven imunofenotyp CEC jako CD45 negativni az slabé
pozitivni, CD34 silné 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
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progenitorové bunky vykazovaly imunofenotyp CD45 slabé pozitivni, CD34 pozitivni,
CD146 negativni, CD133 pozitivni, CD117 pozitivni (viz obrazek 4.1 G).

4.2. Stanoveni referencnich hodnot CEC a EPC

Pro stanoveni normalniho rozmezi hodnot CEC a EPC v periferni krvi byla
pouzita skupina (n = 28) zdravych darci bez prokdzané vrozené trombofilie. Byly
zmeéfeny krevni vzorky od 19 zen s rozmezim véku 18 — 64 let a 9 mlzl s rozmezim véku
18 — 50 let, pficemz nebyly zjistény zadné vyznamné rozdily v poétech CEC a EPC mezi
pohlavimi (p = 0,9216, respektive p = 0,4606). Median absolutniho poétu bun¢k 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 bunéénych subpopulaci, CEC a EPC.

Skupina (pocet) Pacienti Zdravé kontroly Hematologicti

s trombofilii (n=28) a AIM pacienti
(n=61) (n=31)

Medidn véku (rozmezi) 46 (25 -82) 33 (18 —64) 61 (19 -81)

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

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

anamnézou (%)

Pocet pacienti s 61 (100) 0(0) 1(3,2)

trombofilii (%)

- FV Leiden! (%) 37 (60,7) 13,2)

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

heterozygot (%)

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

- Deficit antitrombinu 1(1,6) 0 (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 -12414)

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, akutni infarkt myokardu; PK, periferni krev; VTE, Zilni tromboembolizmus.
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4.3. Stanoveni hodnot CEC a EPC u pacientii s vrozenou trombofilii

Skupina pacienti 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
muzt s vékovym rozmezim od 25 do 82 let (viz tabulka 4.1). Tticet jedna pacientll mélo
pozitivni historii trombodzy, zatimco tficet pacientti bylo bez prikazu diivéjsi trombdzy.
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 pacientl s nebo bez historie trombozy. Median absolutniho po¢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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Zdravé kotroly Pacienti s trombofilii H tologicti + ATM pacienti

Obrazek 4.2. Srovnani absolutnich poéti 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 vyznacené
hodnoty medianu, minima a maxima.

Vvsvétlivkv: AIM. akutni infarkt mvokardu.
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4.4. Stanoveni hodnot CEC a EPC u pacienti s akutni trombézou

Skupina pacientl s akutni trombézou zahrnovala dvé Zzeny ve véku 44 a 70 let a
jednoho muze ve véku 65 let, u dvou pacienti byla prokazana ileofemoralni zilni
tromboza a jeden pacient mél plicni embolii s trombem v pravé sini. U téchto pacientl
byly prokazany normalni hodnoty CEC a EPC. Medidn absolutniho poctu bun¢k 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 pacientti s o¢ekavanymi zvySenymi poéty CEC a EPC (n = 31)
zahrnovala pacienty s akutnim infarktem myokardu, pacienty se zavaznymi infekcemi
(sepsi) a hematologické pacienty s malignitami po vysokych davkach chemoterapie (po
autologni transplantaci kmenovych buné€k). Skupina zahrnovala 7 zen a 24 muzi
s rozmezim véku od 19 do 81 let, pfiCemz tfi pacienti méli pozitivni anamnézu zilniho
tromboembolizmu a 1 pacient mé¢l prokazanou vrozenou trombofilii (viz tabulka 4.1).
Zvysené pocty CEC, ale ne EPC, byly detekovany u dvou pacientd s akutnim infarktem
myokardu. Statisticky vyznamné zvyseni hladin CEC (p < 0,0001) bylo zji§téno u pacientd
s hematologickymi malignitami po vysokych davkach chemoterapie a u pacienti se
zavaznymi infekcemi (n = 29), u kterych median absolutniho poétu 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 zvysSené hladiny EPC (p < 0,0001), pficemz median
absolutniho poctu 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 étyfech ptipadech.
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5. Diskuze

Pocet CEC a EPC se obvykle pohybuje pod 50 bunék v jednom ml periferni krve
(Lanuti et al., 2016), proto je volba optimalniho postupu piipravy a analyzy zasadni
v identifikaci a kvantifikaci téchto vzacnych bunék. Vzhledem k tomu, ze na hladiny
endotelovych bunek v cirkulaci ma vliv cvi¢eni (Rehman et al., 2004) a kouteni (Kondo et
al., 2004) byly odebirané osoby pifed odbérem krve v klidu a nekoufily. Aby se zabranilo
kontaminaci materidlu endotelovymi buitkami uvolnénymi pfi vpichu jehlou (Goon et al.,
2006), nebyla k dalsi analyze pouzita prvni odebranad zkumavka. V ramci této prace byla
pouzita metoda vicebarevné pritokové cytometrie, konkrétné byl aplikovan modifikovany
standardni opera¢ni protokol (SOP) pro objemnou lyzu dle EuroFlow, ktery umoziuje
hodnoceni velkého mnozstvi bunék v suspenzi a je tak pfimo urceny pro analyzu vzacnych
populaci bun¢k (Kalina et al., 2012). Z divodu zabranéni potencialni ztraty bun¢k béhem
pripravy byla jako vychozi material pouzita plna krev bez izolace mononuklearnich bunék,
nebot’ byly pozorovany velké diskrepance v konecném poctu EPC srovnanim prave téchto
dvou izolacnich postupl (Van Craenenbroeck et al., 2008). Vzorky periferni krve byly
zpracovany do Sesti hodin od odbéru, pficemz bunky byly nejprve inkubovany s FcR
bloka¢nim c¢inidlem. Tim se minimalizovalo arteficialni zvySeni fluorescencni intenzity
jednotlivych znaku, nespecificka vazba monoklonalnich protilatek a snizilo se tak riziko
falesné pozitivnich vysledkt. 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 ramci gatovaci strategie.

Kwvili nizkym pocétim CEC a EPC v periferni krvi je naprosto nezbytné jasné stanoveni
jejich imunofenotypu pomoci kombinace specifickych protilatek. Bohuzel na zakladé
publikovanych dat se vybér monoklonalnich protilatek pro identifikaci CEC a EPC zna¢né
lisi. Nekteré prace charakterizovaly CEC a EPC pouze na zdkladé¢ kombinace znaki
CD45, CD34, CD133 a CD31. Antigen CD45 byl vzdy negativni nebo slabé& pozitivni,
znaky CD34 a CD31 byly vzdy pozitivni a znak CDI133 byl pouzit k rozliSeni CEC
(CD133 negativni) od EPC (CD133 pozitivni) (Duda et al., 2007, Steurer et al., 2008,
Obeid et al., 2015). Avsak tento panel protilatek neobsahuje zadny specificky endotelialni
marker a nemuze byt proto pouzit k jasné identifikaci CEC a EPC (Mitchell et al., 2017).

16



Navic antigeny CD133 a CD34 jsou exprimovany hematopoetickymi progenitorovymi
bunikami (Wognum et al., 2003) a antigen CD31 neni specifickym markerem endotelialni
linie (Peichev et al., 2000). Toto bylo potvrzeno i nasi analyzou (viz obrazek 4.1 G), kde
populace bunék CD34 pozitivni a CD133 pozitivni, diive popisovana jako EPC, byla
CD146 negativni a CD117 pozitivni. Tudiz hematopoetické progenitorové buiiky byly
nespravn¢ oznacovany jako endotelové bunky. Tyto vysledky potvrzuji potfebu pouziti
specifického endotelidlniho liniového markeru. Dalsi publikované prace uvadgji
rozporuplna data s ohledem na rozsifeni paneli monoklonalnich protilatek k identifikaci
CEC a EPC o vice specifické endotelialni markery, jedna se zejména o znaky CD309
(KDR), CD146, CD144 nebo CD105 (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 byl ke stanoveni pfislusnosti bunék k endotelialni linii pouzit
znak CD146 (S-endo), ktery byl exprimovan i na subpopulaci aktivovanych T lymfocyti
(viz obrazek 4.1 B), jejichz pozitivita umoziuje pouziti téchto bunék jako interni pozitivni

kontroly pro detekci endotelovych bunék.

V této praci byla kidentifikaci CEC a EPC pouzita metoda vicebarevné priutokové
cytometrie. Na§ sedmi barevny panel zahrnoval leukocytarni marker CD45 (LCA),
endotelialni 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 zakladé nasich méfeni na souboru kontrolni
skupiny hematologickych pacienti po vysokych davkach chemoterapie, pacientl
s akutnim infarktem myokardu a pacienti se zavaznymi infekcemi s ocekavanymi
zvySenymi pocty endotelovych bunék v cirkulaci bylo potvrzeno, ze CEC vykazuji expresi
znaku CD45 negativni az slabé pozitivni, CD34 siln€ pozitivni, CD31 pozitivni, CD146
pozitivni a CD133 negativni. Zarovein 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 pritokové
cytometrie. Pro spolehlivou kvantifikaci EPC by bylo potfeba nacteni jesté vétsiho poctu

bunék, tedy veétsi mnozstvi vychoziho materialu. Presto nami zjisténa exprese znaku CD45
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jako negativni az slabé pozitivni (viz obrazek 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 vzadcné bunééné populace (Lanuti et al., 2016), proto je
jejich kvantifikace velice obtiznd a zavisi na presné a standardizované piipraveé
biologického materidlu a dobfe definovaném stanoveni jejich imunofenotypu. Pouziti nasi
standardizované piipravy periferni krve a optimalizovaného panelu monoklonalnich
protilatek umoznuje kvantifikovat poc¢et CEC a EPC v pIné periferni krvi. V rameci této
prace byly na skupiné zdravych kontrol bez prokazané trombofilie stanoveny referencni
poéty CEC (median = 14,2) a EPC (median = 2,8) v 1 ml periferni krve (viz tabulka 4.1),
pfi¢emz v poétech CEC ani EPC nebyly patrné zadné statisticky vyznamné rozdily mezi
pohlavimi (p = 0,9216, respektive p = 0,46006), a proto byly dalsi testované skupiny
hodnoceny bez ohledu na pohlavi. Stanoveny byly pocty CEC (median = 17.7) a EPC
(median = 3,5) v 1 ml periferni krve u pacientli 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 zilniho tromboembolizmu a 30 pacienti bez anamnézy zilni trombozy,
nicméné mezi témito dvéma skupinami nebyl v poétech 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 prokazané také u tfech pacientl
s akutni trombozou. V tomto pripadé se vSak jednalo pouze o malou skupinu a bylo by
vhodné zhodnotit hladiny CEC a EPC na vét$im souboru pacienti s akutni trombdzou.
Naproti tomu zvySené hladiny v poctech CEC (median = 82,9) i EPC (median = 17.8) byly
potvrzené u pacientll 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 piipadé¢ hladin EPC vSak byly pocty bun¢k na hranici limitu detekce metody prutokové
cytometrie a k jejich spolehlivé kvantifikaci by bylo potfeba pouzit vétsi mnozstvi

vychoziho materialu periferni krve.
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Hladiny CEC a EPC u pacientd s trombofilii jest¢ dosud nebyly stanovovany. Dle
publikovanych praci ale byly prokazané vyrazn¢ a mimé zvysené pocty CEC pii akutni,
respektive chronické fazi hluboké Zilni trombdzy, pficemz v odstupu deviti az patnacti
mesict od akutni ptihody opét doslo k jejich normalizaci, tzn. ze sledovani hladin CEC by
mohlo mit roli pfi odhaleni tromboéz a pfi regeneraci cévni stény v souvislosti s lécbou
hluboké zilni trombozy (Alessio et al., 2013). Zmény v poctech EPC byly prokézany u
pacientt s Ph-negativnim  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 uplatiuji v procesu neovaskularizace a odstrafiovani trombu (Li and Li, 2016). Na
zaklad¢ vysledki této prace byl ve srovnani se zdravymi kontrolami prokazan normalni
pocet CEC a EPC u pacientil se znamou trombofilii s nebo bez dfive prodélané trombdzy
(viz obrazek 4.2). To lze pficist faktu, ze odbéry vzorkli krve téchto pacientli byly
provadéné v ramci dlouhodobé dispenzarizace, a tudiz ani pacienti s dfivéjsi anamnézou
zilni trombdzy aktualné nevykazovali znamky zvySené trombogeneze. Navic pfitomnost
vrozené trombofiliec sama o sobé neznamena, ze u jejiho nositele dojde nékdy
k tromboembolické piihod€. V ramci této prace ovSem nebyl prokazan ani zvyseny pocet
CEC a EPC u tfech pacientii s akutni tromb6zou. Vyznam CEC a EPC jako markerd
zvySeného rizika vzniku ¢i rekurence trombdzy u pacientdl se znamymi trombofiliemi bude
proto muset byt jesté pfedmétem dalsiho studia, a to nejen s ohledem na pfitomnost
vrozené trombofilie, ale i dalSich sekundarnich rizikovych faktori. Potvrzena sice nebyla
ani mozna role CEC a EPC pfi sledovani 1é€by hluboké zilni trombdzy. Potencial
vyznamu stanovovani hladin CEC a EPC u pacientl s akutnimi trombozami je vSak
nepochybné vyssi, ale zvIast€¢ v tomto piipadé bude jeSté nutné provést dalsi studie na
vetsim souboru pacientll. Na druhé stran¢ vysledky této prace potvrdily diive publikovana
data ukazujici zvysené hladiny CEC a EPC u pacientii s kardiovaskularnimi nemocemi
(Janssens et al., 1999, Mutin et al., 1999, Bull et al., 2003, George et al., 2004, Makin et
al., 2004, Massa et al., 2005, Nadar et al., 2005, Bonello et al., 2006, Chong et al., 2006) a
v posttransplantacnich podminkach (Popa et al., 2002, Woywodt et al., 2004).
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6. Shrnuti zavéra

Na zavér bych rad shrnul, ze na zéklad¢ této dizertacni prace byl vyvinut
standardizovany protokol pro metodu vicebarevné pritokové cytometrie k rychlé a
jednoznacné identifikaci a kvantifikaci endotelidlnich bunéénych subpopulaci, CEC a EPC
v periferni krvi.
Piesto nebyl prokazan vyznamny rozdil v poctech CEC a EPC u dlouhodobé sledovanych
pacientll s vrozenymi trombofiliemi ve srovnani s hodnotami CEC a EPC zdravych
kontrol, které byly pouzity jako referencni meze. Zmény v poctech CEC a EPC tak
nemohou samostatné slouzit jako jednoznacné markery zvySené¢ho rizika vzniku ¢i
rekurence trombozy u pacientll s prokazanou trombofilii a ptispét tak k véasnému odhaleni
tohoto rizika a zahajeni profylaktické 1é¢by. Dalsi studie by se proto méla zaméfit na
sledovani hladin CEC a EPC u pacientd s prokdzanou trombofilii i s ohledem na
pritomnost dalSich sekundarnich trombofilnich rizik. Stejné¢ tak nebyl prokazéan
jednoznacné zvyseny pocet CEC a EPC u pacientti s akutni trombézou oproti hodnotdm
zdravych kontrol. Nebyla tak potvrzena publikovana data, ze zvySené hladiny CEC a EPC
odrazi akutni ¢i chronickou fazi trombozy, pfiCemz po vyléceni dochazi k normalizaci
hodnot. Nicmén¢ hladiny CEC a EPC byly v ramci této prace stanoveny pouze u tfech
pacientll s akutni trombdzou, proto bude vhodné provést jesté dalsi studie na veétSim
souboru pacientu.
Na druhé stran¢ na zakladé vysledkt této prace byly jednoznaéné potvrzeny vyznamné
zvySené pocty CEC u vybranych pacientd s hematologickymi malignitami a u pacientd
s akutnim infarktem myokardu. NaSe vysledky proto potvrzuji dfive publikovana data
navrhujici, Ze CEC mohou slouzit jako marker poskozeni a dysfunkce endotelu.
Citliva metoda vicebarevné prutokové cytometrie pouzivajici liniové specificky
endotelidlni marker by mohla byt preferovanou metodou pro identifikaci a kvantifikaci

téchto bunék v dalSich studiich.
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