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Biologicky vyznam zmén cévni stény a aterosklerotického platu pro
rozvoj aterosklerotického postizeni véncitych tepen

Abstrakt

Véasna identifikace vulnerabilnich aterosklerotickych platd (VP) by mohla
napomoci v primarni prevenci akutnich komplikaci aterosklerozy a tedy vyrazné
redukci morbidity a mortality. Disertacni prace se zabyvala moZnostmi in vivo
detekce VP pomoci biomarkerli a zobrazovacich metod. V prvni ¢asti prace jsme
se soustfedili na detekci mikroRNA (miR), které jsme urCovali pomoci
kvantitativni polymerdazoveé ftetézové reakce ve vzorcich periferni Zilni krve
pacientil ve velmi ¢asné fazi infarktu myokardu s elevaci ST segmenti (STEMI).
Vysledky vedly k identifikaci dvou miR (miR-331 a miR-151-3p), které¢ byly
deregulovany u STEMI a mohly by byt biomarkery VP. V dalsi ¢asti vyzkumu
jsme zkoumali slozeni aterosklerotickych plath pomoci intravaskularniho
ultrazvuku a blizké infracervené spektroskopie (IVUS a NIRS). Potvrdili jsme
moznost bezpetné detekce NIRS dat v karotickych tepnach. Analyzovali jsme
slozeni karotického platu v zavislosti na rozloZeni endotelidlniho smykového tfeni
(ESS). Vychazeli jsme =z faktu, Ze k destabilizaci a nasledné rupture
aterosklerotickych plati dochazi typicky v jejich proximdlni ¢asti, kde zrychleny
prutok krve zpiisobuje vysoké ESS. Nejvice lipidii bylo pozorovano bezprostfedné
pred maximem stendzy a NIRS detekované lipidové jadro se ve shod¢ s nasi

hypotézou vyskytovalo €astéji v proximalni ¢asti platu.



The biological significance of changes in the vascular wall and
atherosclerotic plaque for the development of atherosclerotic disease
of the coronary arteries

Abstract

Early identification of vulnerable atherosclerotic plaques (VP) could help in the
primary prevention of acute complications of atherosclerosis and may thus lead to
a significant reduction in overall morbidity and mortality. We studied the
possibilities of in vivo detection of VP using biomarkers and intravascular imaging
methods. In the first part, we focused on the detection of microRNAs (miR), which
we determined using quantitative polymerase chain reaction in peripheral venous
blood samples of patients in the very early phase of ST-segment elevation
myocardial infarction (STEMI). The results led to the identification of two miRs
(miR-331 and miR-151-3p) that were deregulated in STEMI and could be
biomarkers of VP. In the next part of the research, we investigated the composition
of atherosclerotic plaques using intravascular ultrasound and near-infrared
spectroscopy (IVUS and NIRS). We confirmed the safety and feasibility of NIRS
data collection in carotid arteries. We analysed carotid plaque composition as a
function of endothelial shear stress (ESS) distribution. Our hypothesis was based
on the fact that destabilization and subsequent rupture of atherosclerotic plaques
typically occurs in their proximal part, where accelerated blood flow causes high
ESS. The most lipids were observed immediately before the maximum of the
stenosis, and the NIRS-detected lipid core occurred more often in the proximal part

of the plaque, in agreement with our hypothesis.



1 UVOD

Akutni komplikace ateroskler6zy na podkladé ruptury aterosklerotického platu
jsou hlavni pfi¢inou morbidity a mortality na celém svété (Roth et al. 2017;
Virmani et al. 2006). Rozvoj modernich metod vede k mnohem detailnéjSimu
pochopeni patofyziologie ateroskler6zy na patologicko-anatomické, bunécné, ale i
molekuldrné biologické urovni (Horvath et al., 2014). Tyto poznatky jsou dilezité
v primarni i sekundérni prevenci.

Termin vulnerabilni ateroskleroticky plat (VP) oznacuje 1ézi, kterd s vysokou
pravdépodobnosti zplsobi akutni koronarni syndrom (AKS) (Goldstein et al.,
2011; Muller et al., 1989). Mezi obrazy nejCastéji nalezené¢ v terénu akutni
koronarni trombozy patii kalcifikovany nodulus, eroze platu a zejména TCFA
(Virmani et al., 2006). Prvni dvé& postizeni jsou relativné vzacné (Virmani et al.,
2000). Nejcastgjsi pricinou AKS je ruptura TCFA, ktery se vyznacuje objemnym
nekrotickym jadrem bohatym na lipidy, vyraznou zanétlivou infiltraci a tenkou
fibrozni Cepickou o Sifce < 65 um (Virmani et al., 2006). Pro TCFA je typicka
excentricka remodelace, diky které 1 objemné aterosklerotické platy nezplsobuyji
vyznamné z0Zeni lumen a zistavaji klinicky némé (Pedrigi et al., 2014). Pozitivni
prediktivni hodnota vétSiny diagnostickych metod, které se soustfedi pouze na
anatomické charakteristiky TCFA je stile pomérné nizkd (Stone et al., 2011).
Pochopeni patofyziologie ruptury TCFA by mohlo napomoci snizeni incidence
AKS (Horvath et al., 2014).

Pomyslnym motorem v rozvoji aterosklerotického platu je zanét, cehoz vyuZzivame
pii stanovovani riiznych biomarkert, které napomahaji v diagnostice aterosklerdzy
(napt. hs-CRP, inteleukiny, TNF-a, MCP-1) (Koenig a Khuseyinova, 2007; Tibaut
et al., 2019). Nevyhodou téchto metod je nicméné jejich nizka specificita (Tibaut et
al., 2019). V posledni dob¢é se tedy soustiedime na molekuly konkrétnéji

asociované s aterosklerotickym platem. Mezi témito jsou velmi slibné tzv.
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mikroRNA (miR), kter¢ maji idedlni vlastnosti jako biomarkery. Jsou tkanové
specifické, stabilni a jednodusSe detekovatelné pomoci kvantitativni polymerazové
fetézové reakce (QPCR) (Leistner et al., 2016; Kaudewitz et al., 2015; Fichtlscherer
et al, 2011). Hladiny nckterych specifickych miR byly asociovany s
aterosklerozou, resp. VP (Leistner et al.,, 2016; Kaudewitz et al., 2015;
Fichtlscherer et al., 2011). Pilotni data z preklinického vyzkumu naznacuji, Ze by
miR mohly byt do budoucna vyuZity i1 v rdmci farmakoterapie (Ulrich et al., 2016).
Nejlépe prozkoumanou vlastnosti VP je jejich patologicko-anatomické sloZeni
(Virmani et al., 2006). Z toho davodld byla pro detailn¢j$i zobrazeni
aterosklerotickych platlh vyvinuta cela fada neinvazivnich (CT koronarografie,
sonografie karotid) a invazivnich zobrazovacich metod (intravaskularni ultrazvuk-
IVUS, virtualni histologie a opticka koherentni tomografie), které¢ jsou schopny do
Jisté miry predikovat ptitomnost VP (Horvath et al., 2014; Motoyama et al., 2013;
Calvert et al., 2011; Stone et al., 2011; Kato et al., 2012; Kubo et al., 2021). Blizka
infracervend spektroskopie (NIRS) je schopna detekovat lipidové jadro, které je
dalezitym rysem VP (Fleg et al., 2012). V soucasné dob¢ je k dispozici hybridni
katétr, ktery umoznuje soucasnou detekci NIRS 1 IVUS signdlu. Ziskame
informaci o sloZeni platu pomoci NIRS a o jeho mikroanatomické struktuie
pomoci IVUS. Metoda byla validovana proti kadaver6znim vzorkim a jeji
provedeni in vivo je bezpetné (Gardner et al., 2008; Waxman et al., 2009).
V nékolika prospektivnich studiich byla prokazana schopnost NIRS predikovat
platy, které béhem sledovéani zpisobi korondrni ptihodu (Oemrawsingh et al.,
2014; Erlinge et al.,, 2021). Vysledky NIRS jsou prezentovany jako tzv.
,chemogram®. Nizk4a pravdépodobnost lipidii je zndzornéna Cervené, vysoka
pravdépodobnost Zluté. (Caplan et al., 2006). Pro kvantifikaci lipidi bylo zavedeno
nékolik parametrii. Lipid-core burden index (LCBI) je definovan jako podil zlutych

pixelil na chemogramu vynasobeny 1000. Maximal lipid core burden index per 4



mm (maxLCBly,,) popisuje oblast s nejvyssi ptitomnosti lipidi (Gardner et al.,

2008; Horvath et al., 2016; Horvath et al., 2014).

2 HYPOTEZY A CILE PRACE

2.1 Hypotéza 1 - Pomoci kvantitativni polymerazové fet€zové reakce je mozné ve
vzorcich periferni Zilni krve detekovat plasmatické hladiny mikroRNA, které jsou

deregulované u pacientli s rupturou vulnerabilniho aterosklerotického platu.

2.2 Hypotéza 2 - Lipidové jadro detekované pomoci blizkeé infracervené
spektroskopie v karotické stendze je zndmkou vulnerability aterosklerotického
platu. Lipidovy signal se bude vyskytovat Castéji v proximalni Casti platu kde,
vlivem plsobeni zvySenc¢ho endotelialniho smykového tfeni, dochdzi k jeho

destabilizaci.

2.3. Cile prace
1. Identifikovat plazmatické miR ze vzorkl periferni zilni krve pacientll se

STEMI, které by mohly pomoci pii diagnostice v ¢asnych stadiich STEMI a
mohou tak byt pouzity jako biomarkery nestabilniho vulnerabilniho
aterosklerotického platu.

2. Prokazat proveditelnost a bezpecnost NIRS-IVUS v detekci lipidového jadra
ve stenodze arteria carotis interna.

3. Analyzovat slozeni karotického platu a distribuci lipidového jadra pomoci
NIRS-IVUS s ohledem na pfedpokladany vliv ESS.

4. Korelovat data ziskand z NIRS-IVUS vySetieni karotické stenozy s

vyskytem konvencnich kardiovaskuldrnich rizikovych faktori.



4 METODIKA

3.1 Experiment 1 - MikroRNA-331 a mikroRNA-151-3p jako biomarkery u

pacientu s infarktem myokardu s elevaci ST segmenti

3.1.1 Inicialni skriningova faze studie
Ve studii jsme urcovali hladiny miR pomoci qPCR ve vzorcich periferni Zilni krve

v modelové situaci akutni ruptury TCFA. Cilem studie bylo urcit dosud nepopsané
biomarkery nestabilniho VP. V tvodu studie byl proveden skrining pomoci sondy
TagMan. Vysledkem byl seznam miR, které¢ mély vyrazn€ odliSnou expresi u
pacientll se STEMI. Data jsme porovnali s literaturou a zvolili jsme 3 studijni miR
a dale celkem 9 miR, které slouzily jako kontroly. P&t pozitivnich kontrol mélo
potvrdit spravné provedenou metodiku v observacni fazi studie. Dvé miR
asociované s nekrézou myokardu slouzily jako kontroly v€asnosti odbéru. Jejich
negativita méla potvrdit, Ze studijni miR jsou v krvi detekovany velmi Casné a
jejich pivod by mohl byt v samotném rupturovaném VP. Dalsi dvé miR byly
zvoleny na zaklad¢ literarnich dat jako biomarkery aktivace desti¢ek, které mély
potvrdit, Ze patofyziologickym podkladem STEMI u zatazenych pacientl byl tzv.
infarkt myokardu 1. typu.

3.1.2 Observacni faze studie
Do studie bylo zafazeno 60 pacientli, kteti podstoupili SKG na Kardiologicke

klinice 2. lékatské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Motol. Soubor
pacientli se skladal ze tfi shodné pocetnych skupin pacientli. Pacienti ve studijni
skupin¢ spliovali definici STEMI podle doporuceni Evropské kardiologickeé
spolecnosti a méli koronarograficky potvrzenou trombotickou okluzi véncité tepny
(Ibanez et al. 2018; Thygesen et al., 2018). Vylucovaci kritéria zahrnovala
subakutni infarkt myokardu (vice nez 12h od zacatku obtizi, Q kmity na EKG,
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rendlni a jaterni selhani. Kontrolni skupiny zahrnovaly jednak 20 pacienti bez
anginy pectoris, ktefi podstoupili klinicky indikovanou SKG, jeZ neprokézala
zadné aterosklerotické postizeni véncitych tepen (NCA). Druhou kontrolni
skupinou bylo 20 pacienti se stabilni anginou pectoris a alesponn jednou
angiograficky verifikovanou, vyznamnou stendézou véncité tepny (vice nez 50%
sten6za)(SICHS). SlouZily k potvrzeni, Ze jsou studijni biomarkery elevovany
nejen v kontextu aterosklerdzy jako takove, ale vylozené v ramci AKS. Do obou
kontrolnich skupin nebyli zafazovani pacienti s aktivnim zanétlivym, ¢i
onkologickym onemocnénim, anémii, renadlnim (odhadovanéd glomerularni filtrace
nizsi nez 30 ml/min/1,73 m2), ¢i jaternim selhdnim.

Pacientim se STEMI byly v dobé piijezdu do nemocnice odebrany vzorky
periferni Zilni krve do 9ml EDTA zkumavek. U kontrolnich skupin byly stejné¢
vzorky odebirany po ur€eni diagnodzy a vzdy pied provedenim PCI. Nésledovala
centrifugace vzorkii za uclelem oddé¢leni plasmy, ktera byla pipetovana do
Eppendorfovych zkumavek s objemem 500 pl a byla pro dalsi zpracovani hluboce
zmrazena pii -80°C.

Vzorky byly na suchém ledu transportovany do laboratote. V ptipadé¢ vzorki
pacienti se STEMI byla nejprve plasma oSetiena heparinazou podle protokolu
publikovaného Li a kolegy (Li et al., 2016). Nasledovala izolace celkové RNA ze
100 ul vzorkdh plazmy pomoci komeréné dostupné soupravy miRNeasy
Serum/Plasma kit (Qiagen, Hilden, Némecko), kterd byla poté reverzné
transkribovana specifickymi testy pomoci komeréné dostupné sady. Vyslednou
komplementarni DNA (cDNA) jsme kvantifikovali pomoci qPCR s vyuzitim
specifickych testt.
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3.2 Experiment 2 - Blizkd infracervena spektroskopie spojena
s intravaskularnim ultrazvukem v karotickych arteriich

V této studii jsme se pokusili ovéfit bezpecnost a proveditelnost vySetieni pomoci
NIRS-IVUS katétru v karotidach, které maji vétsi kalibr, nez véncité tepny kde
byla metoda validovana (Stéchovsky et al., 2016). Studie byla koncipovana jako
prospektivni registr pacientll IéCenych pomoci karotického stentingu z ditvodu
vyznamné symptomatické 1 asymptomatické stendzy karotidy. Bezpecnostnimi cili
byl vyskyt periproceduralnich piihod: tj. trombo6zy na katétru, disekce, cévni
mozkové pithody a umrti (Stéchovsky et al., 2016). Vyfazovacimi kritérii studie
bylo téZke srdecni selhani, aktivni krvaceni, intrakranialni krvaceni, renélni
selhani, nalez kritické stendzy karotidy, nebo pokud byla anatomie karotidy
povazovana za vysoce rizikovou pro zobrazeni pomoci specialniho katétru pro
NIRS-IVUS (napft. tézka tortuozita karotidy, aortalni oblouk tfetiho typu)
(Stéchovsky et al., 2016). Karoticky stenting byl proveden podle diive popsaného
protokolu (Stéchovsky et al., 2016). Pomoci IVUS a NIRS jsme hodnotili 40mm
dlouhy tsek tepny z dat ziskanych pfi inicidlnim zobrazeni pied provedenim
predilatace 1éze (Stéchovsky et al., 2016). Pomoci IVUS jsme se snazili
identifikovat kontury lumen a lamina elastica externa (EEM) a z nich odvozené
plochy - tj. minimalni plochu lumen (MLA) a plochu ohrani¢enou lamina elastica
extrerna (EEMcsa) (Stéchovsky et al., 2016). Dale jsme ur¢ili referenéni plochu
lumen (LumenCSAref) (Stéchovsky et al., 2016). Od téchto jsme poté odvodili
vSechny ostatni hodnoty — tj. plochu platu (EEMcga - MLA), plaque burden
(EEMcsa - MLA/ EEMcsa), miru stendzy (LumenCSAref - MLA/LumenCS Aref)
(Stéchovsky et al., 2016). Pomoc NIRS jsme hodnotili celkové LCBI v celé 40mm
dlouhé oblasti, dale mxLCBI,,,,,, a nakonec LCBI 4mm tseku v mist¢ MLA
(LCBImxMLA).
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3.3. Experiment 3 - Analyza sloZeni karotického platu pomoci intravaskularni
spektroskopie v zavislosti na vlivu endotelidlniho smykového tieni

V této observacni studii jsme pouzili data z vySe uvedeného registru pacientl, kteti
byli indikovani k CAS navigovanému pomoci NIRS-IVUS (Stéchovsky et al.,
2016).

Vsechny zakroky podle shodného postupu jako v prechozi studii (Stéchovsky et
al., 2016). Nejprve byla angiograficky verifikovana vyznamnost karotické stenozy
a byla zhodnocena angiografickd vyluCovaci kritéria. Nasledn¢ byla zavedena
protekce proti embolizaci aterosklerotickych hmot. Katétr pro NIRS IVUS byl
zavadeén vzdy 30 mm distaln€ od angiograficky verifikovaného maxima stenézy. Z
této pozice byla provedena akvizice NIRS-IVUS dat pomoci 60mm dlouhého
automatizované¢ho, retrogradniho posunu katétru. Po zobrazeni nasledoval samotny
karoticky stenting.

Ziskana data byla analyzovana off-line pomoci programu Qlvus (Medis, Leiden,
NL). Byla ovéfena pozice maxima stendzy definovand jako minimalni plocha
lumen (MLA). Z této pozice byla provedena analyza NIRS proximaln¢ i distalné a
v kazdém 2mm Sirokém useku chemogramu byla urcena hodnota LCBI.
Analyzovana céva byla poté pro dalSi analyzu rozdé€lena na tfti 20 mm dlouhé

tretiny (proximalni, stfedni a distalni).

4 VYSLEDKY

4.1 Experiment 1 - MikroRNA-331 a mikroRNA-151-3p jako biomarkery u
pacientu s infarktem myokardu s elevaci ST segment

Do studie bylo zatfazeno celkem 60 pacientli, ktefi byli ve stejném poméru
rozdéleni mezi pacienty se STEMI (20 pacientti, 66,1£9,5 let, 85 % muzl) a dvé
kontrolni skupiny pacientu s SICHS (20 pacientd, 65,2+12,5 let, 65 % muzl) a
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NCA (20 pacientd, 56,5129 let, 55 % muzl). Pfi odbéru a vyhodnoceni vzorki
krve nebyly zaznameniny z4dné komplikace. Nebyly pozorovany zadné
komplikace diagnostické angiografie ani PCIl. Odebrané vzorky byly UspéSné
zpracovany a bylo z nich ziskano dostatecné mnozstvi celkové RNA pro analyzu
expresi miR.

Z péti biomarkertt AKS, které byly do studie vybrany jako pozitivni kontroly, byly
hladiny ¢tyf (miR-146a, miR-145, miR-24 and miR-323p) statisticky signifikantné
zvysené ve skupin€ pacientli se STEMI. Jedinou vyjimkou byla mezi touto ¢tvetici
miR-24, kde byla zaznamenana statisticky vyznamné zvySena hladina pfi srovnani
s pacienty s NCA. Pi1 srovnani s SICHS byl patrny nesignifikantni trend ke
zvysen¢ expresi (obr. 1A).

Exprese biomarkerii aktivace krevnich desticek (miR-191 a miR-223) byla podle
ocekavani zvySend u pacientli se STEMI (obr. 1B).

Exprese biomarkert nekrézy kardiomyocyti (miR-208 a miR-499) nebyla zvySena
u zadné ze skupin pacienti. Median hladiny vysoce citlivého troponinu I (hsTnl)
byl pod cut-off hodnotou pro odliseni infarktu myokardu (median hsTnl u STEMI
byl 107,6 ng/l). Medidn doby od zacatku bolesti na hrudi do odbéru vzorku krve
byl u STEMI 2,25 hodiny.

13
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Obrazek 1. Exprese pozitivnich kontrol potvrzujicich spravné provedenou metodiku (miR-146a,
miR-145, miR-24 a miR-323p) byla vyznamné zvySena u pacientli se STEMI (panel A). ZvySena
exprese miR asociovanych s aktivaci krevnich desticek (miR-223 a miR-191) u STEMI
potvrdila, Ze se jednalo o infarkty myokardu 1. typu na podkladé aterotrombozy (panel B).
Biomarkery myokardidlni nekrézy se neexprimovaly v zddné ze skupin a vzorky tedy byly

odebirany dostate¢n¢ Casné (prevzato z Horvath et al., 2020).

Ze tf1i miR, které byly na zéklad¢ vysledkl skriningové faze studie vybrany jako
potencialni biomarkery VP byly hladiny dvou (miR-331 a miR-151-3p) vyznamné
zvySené u pacientd se STEMI. Ttreti sledovand miR-518d nebyla deregulovéana v
zadné ze studijnich skupin.

Exprese studijni miR-331 byla v periferni Zilni krvi pacienti se STEMI statisticky
vyznamné zvySend pii srovnani s hladinami u obou kontrolnich skupin [STEMI:
1,830 (0,775-4,313) vs. SICHS: 0,585 (0,243-1,050); p < 0,05; STEMI: 1,830
(0,775-4,313) vs. NCA: 0,525 (0,176-1,140); p< 0,01] (obr. 3). ROC analyza
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ukazala, Ze by miR-331 mohla byt potentnim biomarkerem casné fdze STEMI a
potazmo ruptury aterosklerotického platu (STEMI vs. NCA: AUC = 0,790 [95%
CIL; 0,649-0,931], p = 0,002; STEMI vs. SICHS: AUC = 0,773 [95% CI; 0,625 -
0,921], p = 0,003) (obr. 2A). Plasmatické hladiny miR-151-3p byly zvySené u
pacientli se STEMI ve srovnani s obéma kontrolnimi skupinami [STEMI: 1,430
(0,770-3,370) vs. SICHS: 0,625 (0,223-1,163); p < 0,05; STEMI: 1,430 (0,770-
3,370) vs. NCA: 0,620 (0,243-1,083); p< 0,05]. ROC analyza také potvrdila
dobrou schopnost odlisit STEMI od kontrolnich skupin (STEMI vs. NCA: AUC =
0,758 [95% CI; 0,602-0,931], p = 0,005; STEMI vs. SICHS: AUC = 0,754 [95%
CI 0,602-0,905], p = 0,006) (obr. 2B).
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Obrazek 2. Pfi analyze u vSech Sedesati pacientll jsme pozorovali vyraznou deregulaci miR-331
u pacientli se STEMI (panel A). ROC analyza potvrdila vhodnost miR-331 jako biomarkeru
STEMLI, a in extenso vulnerabilniho aterosklerotického platu, s dobrou senzitivitou a specificitou
(panel A). Relativni exprese miR-151-3p byly rovnéz vyznamné zvysené u pacientii se STEMI
ve srovnani s kontrolnimi skupinami (panel B). I zde ROC analyza poskytla slibnou oblast pod
kiivkou (panel B) (pievzato z Horvath et al., 2020).
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4.2 Experiment 2 - Blizkd infraCervena spektroskopie spojena
s intravaskularnim ultrazvukem v karotickych arteriich

[STEMI: 1,830 (0,775-4,313) vs. SICHS: 0,585 (0,243-1,050); p < 0,05; STEMI:
1,830 (0,775-4,313) vs. NCA: 0,525 (0,176-1,140); p< 0,01]

Do studie bylo zatfazeno celkem 45 konsekutivnich pacientd, ktefi podstoupili
elektivni CAS (Stéchovsky et al., 2016). Pramérny vék pacientii byl 66,2 + 7,5let,
muzi byli 1é¢eni Cast&ji (28 muzi - tj. 62%) (Stéchovsky et al., 2016). Osm
pacientl (18%) mélo symptomatickou stendzu (Stéchovsky et al., 2016). Jednalo
se o typické pacienty s generalizovanou aterosklerozou a kumulaci
kardiovaskularnich rizikovych faktord. Polovina pacienti méla manifestni
ischemickou chorobu srdecni (22 pacientil — tj. 49%), 39 pacientl (87%) se 1é€ilo
pro arterialni hypertenzi, 18 pacienti (40%) mélo diabetes mellitus, 34 pacientil
(76%) uzivalo statin z divodu dyslipidémie (Stdchovsky et al., 2016). Ve studii
bylo pon&kud piekvapivé nizké zastoupeni kuiakd - 8 pacienttt (18%) (Stéchovsky
et al., 2016).

Ve studii jsme nezaznamenali Zadny prespecifikovany bezpecnostni cil. VySetfeni
nam poskytlo nékolik zajimavych informaci o sloZeni karotického platu a
distribuci lipidového jadra v korelaci sjeho velikosti a zavaZnosti stendzy
(Stéchovsky et al., 2016). Nejvice lipidti bylo detekovano mimo oblast maxima
stenozy (LCBImx 369,1 + 221,1 vs. LCBImxMLA 215,7 = 258,9; p = 0,004; Obr.
3A). Naopak velikost platu byla vyznamné vétsi v mist¢ MLA (PBmla 87,4 + 4,8
% vs. PBIcbimx 58,3 + 18,2 %; p<0001; Obr. 3B). Primérnd vzdalenost NIRS-
IVUS snimku s nejvys$si hodnotou LCBI od MLA byla 6,5 = 7,7 mm. Tticet Sest
(80 %) snimkili s maximalnim LCBI bylo lokalizovano do 10 mm od MLA a 30 (67
%) snimkd s maximalnim LCBI bylo lokalizovano proximalné k, nebo v misté

MLA. Mezi LCBI v mist¢ MLA byla nevyznamnd korelace s MLA (obr. 3C).
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Maximalni LCBI vyznamné negativné korelovalo s plochou priifezu lumen v misté

maximalniho LCBI (obr. 3D), ale ne s plaque burden.
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Obr. 3 - Maximalni LCBI v jakémkoli 4 mm segmentu ve srovnani s LCBI v mist¢ MLA (panel A).
Plaque burden v mist¢ MLA ve srovnani s plaque burden v mist¢ LCBImx (panel B). Korelace mezi
mirou stendzy vyjadirenou jako MLA a mnozstvim detekovanych lipidi kvantifikovanych jako LCBI v 4
mm v mist¢ MLA (panel C). Negativni korelace mezi priifezem tepny a maximalnim LCBI v libovolném
4 mm segmentu (panel D) (upraveno podle Stéchovsky et al., 2016).

4.3 Experiment 3 - Analyza sloZeni karotického platu pomoci intravaskularni
spektroskopie v zavislosti na vlivu endotelialniho smykového treni

Do této observacni studie bylo zatfazeno 117 pacientt (67,1 + 8,3 let, 68 % muzi).
Osmnéct pacientil (15,4 %) mélo symptomatickou stendzu. Distalni emboliza¢ni
protekce byla pouzita u 104 (88,9 %) pacientti, zatimco proximalni protekce byla
pouzita u 23 (20,5 %) pacientl. Kombinace obou postupit bylo vyuzito u 11
pacienttl (9,4 %).
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U vSech pacientil byla GspéSné akvirovana data z NIRS-IVUS a jejich digitalni
podoba umoznila analyzu pomoci QIvus. Oblast MLA byla detekovatelnd u vSech
pacienti. Chemogramy byly hodnotitelné u vSech 117 vySetfeni. Béhem vykonu
Jjsme zaznamenali jednu (0,9 %) transientni ischemickou ataku. Jiné komplikace
nebyly pfi vykonech zaznamenany.

Nejvyssi primérna hodnota LCBI (231,96 + 245,7) byla zaznamenana v segmentu
lokalizovaném 2 mm proximalné od MLA. Primérné LCBI v prostfednim tercilu
bylo statisticky vyznamné vyS$§i ve srovnani jak s proximalnim (primér LCBI
121,4 £ 185,6 vs. 47,0 £ 96,5, P < 0,01), tak s distalnim tercilem (pramér LCBI
121,4 + 185,6 vs. 32,4 + 89,6, P < 0,01). Spektroskopicky signal lipidového jadra
byla ¢etnéjsi v proximalni ¢asti nez v distalni (primér LCBI 47,0 + 96,5 vs. 32,4 +

89,6, P <0,01). Popsan¢ vysledky jsou shrnuty na obrazku 4.
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Obr. 4. Maximalni hodnota LCBI (231,9 + 245,7) byla zaznamendna v segmentu lokalizovaném

LcBl

pouze 2 mm proximalné od maxima stendzy (panel A). Primérné LCBI ve stfednim tercilu
vySetiovaného segmentu karotid byl vyznamné vyssi (primér LCBI 121,4 + 185,6 vs. 46,97 +
96,52, p<0,01) ve srovnani s proximalni oblasti (panel B). Podobné pti srovnani LCBI v distalni
a stfedni tietiné (pramér LCBI 32,44 + 89,61 vs. 121,4 + 185,6, p<0,01) jsme zjistili statisticky
vyznamny rozdil (panel D). Panel C ilustruje statisticky vyznamny rozdil mezi mnozstvim
detekovaného lipidového jadra ve vysokému ESS vystaveném proximalnim tercilu ve srovnani s
distalnim (primér LCBI 46,97 + 96,52 vs. 32,44 + 89,61, p < 0,01) (pfevzato z Horvath et al.,
2020).

5 DISKUSE

w7

Nejdualezitéjsi zjisténi v této praci lze shrnout nasledovné: 1) Identifikovali jsme
dvé miR, jejichZ plasmatické hladiny jsou ¢asné¢ zvySené u pacientl s akutnim
STEMI a mohly by byt biomarkery ruptury TCFA. 2) prokazali jsme bezpecnost a
proveditelnost NIRS-IVUS vySetfeni u pacientil s vyznamnou sten6zou arteria

carotis interna. 3) Pomoci NIRS-IVUS jsme analyzovali slozeni karotického platu
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a prokazali jsme zvySenou detekci NIRS signalu lipidového jadra v jeho

proximdlni ¢isti vystavené zvySenému ESS.

5.1 MikroRNA-331 a mikroRNA-151-3p jako biomarkery u pacienti s
infarktem myokardu s elevaci ST segment
V prvni studii jsme zvolili jako studijni skupinu model, o kterém si jsme co mozna

nejvice jisti, ze se jedna o klinickou jednotku zptsobenou rupturou TCFA. Touto
volbou jsme rovnéZ akceptovali néktera omezeni, kterym jsme se snazili ¢astecné
Celit komplikovanym designem studie. Zavedli jsme dvé kontrolni skupiny, které
nam pomohly potvrdit, Ze jsou studované miR elevovany v kontextu AKS. Tti
skupiny kontrolnich miR poté pomohly potvrdit, Ze jsme spravné provedli
metodiku detekce miR, Ze zdrojem miR-331 a miR-151-3p nejsou nekrotické
kadiomyocyty, a ze patofyziologickym podkladem STEMI byla ruptura VP s
nasedajici koronarni trombozou.

O molekularni biologii miR-331 mame dosud pomérné malo poznatki. Jeji
deregulace byla u lidi spojena s patogenezi riznych onkologickych onemocnéni a
nekterd data naznacuji jeji asociaci s monocyto-makrofagovym systémem (Luers
et al., 2010; Naqvi et al., 2016; ZHAO et al., 2016; Butrym et al., 2015). Ve studii
pacientll s chronickou lymfocytarni leukémii byla popsdna asociace mezi touto
molekulou a supresorem cytokinového signaliza¢niho proteinu 1 (SOCSI), tedy
inhibitorem drahy Janus kinazy/pfevodniku signilu s aktivatorem transkripce
(JAK/STAT) coz mize potencovat zanétlivou odpovéd’ (Zhao et al., 2016; Xiao et
al. 2011). DalSim moZnym spojenim mezi miR-331 a rupturou VP by mohl byt
jeho predpoklddany vliv na signdlni transdukéni drdhu fosfatidylinositol 3-
kin4zy/proteinkindzy B (PI3K/AKT), ktera hraje roli ve stabilizaci VP (ZHAO et
al., 2016; Auge et al., 2002; Zhai et al., 2014). V minulosti byla popsana negativni
zpétnd vazba mezi hladinou miR-331 a expresi proteinu Bax dulezitého v pro-

apoptotické signalizaci (Zhao et al., 2021). Zda se, Ze miR-331 miize rovnéz
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ovliviiovat hladinu serin/threonin kindzy mTOR, ¢imZ ovliviluje celou fadu
bunéénych pochodii vcetné diferenciace, proliferace, migrace a bunécného
metabolismu (Zhai et al., 2014). Poslednim mechanismem by mohlo byt ovlivnéni
zanétlivé odpoveédi v monocyto-makrofagovém systému pomoci ovlinéni NF-xB
nejen cestou této signalni transdukcni drahy, ale i zménou hladiny TNF-a (Fan et
al., 2020). V mensi preklinické studii byl popsén vliv miR-331 na regulaci genové
exprese integrinu IIbllla vedouci k jeho zvySené afinité k fibrinogenu (Rowley et
al., 2016).

O biologickém vyznamu miR-151-3p méame rovnéz dosud pomérn¢ malé mnozstvi
poznatkd. Podobné jako u miR-331 by vysvétlenim mohla byt asociace se
systétmem JAK/STAT cestou interakce mezi miR-151-3p a STAT3 (Liu et al.,
2018). Zvyseni hladiny miR vede k potlaceni exprese STAT3 a nasledné sniZeni
produkce IL-6, ktery ma silny proatherogenni u¢inek (Liu et al., 2018). Asociace
mezi miR-151-3p a IL-6 by tedy mohla byt moznym vysvétlenim deregulace u
STEMI. ZvySena exprese miR-151-3p mulze vést k ovlivnéni apoptézy cestou
aktivace drdhy Death-associated protein kinase 1 (DAPK-1) a tumor
supresorového genu p53 (Guo et al., 2021). Tato cesta mlize diky zvySeni aktivity
lipoproteinove lipazy zptsobit zvySené ukladani LDL a indukovat zanét (Zhen et
al., 2019). ZvysSeni exprese genu p53 vlivem oxidativniho stresu vede k rozvoji
endotelidlni dysfunkce a cetnéjSi apoptéze makrofagii podporujici progresi
nekrotického jadra (Chan et al., 2022; Jebari-Benslaiman et al., 2022). V nékolika
pracich byla popséna souvislost mezi expresi miR-151-3p a ovlivnénim translace
vysoce konzervovaného genu pro TWIST1 (Yeh et al., 2016; Nairismigi et al.,
2013). Jeho exprese ovliviiovana vlivem ESS a pravé v oblastech cév se snizenym
ESS (vnitini ¢ast cévnich kurvatur, bifurkace cév) dochéazi k jeho zvySené produkci
(Mahmoud et al., 2016). Zda se, Ze dosud nepfili§ dobie pochopenymi mechanismy

ma dualezity vliv na endotelidlni funkci, proliferaci endotelii a angiogenezi
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(Mahmoud et al., 2016). V jiné praci byl popsan vliv TWIST1 na dediferenciaci
hladkych svalovych bunék, coz je dulezity mechanismus v progresi
aterosklerotického platu a rozvoji jeho nestability (Nurnberg et al., 2020).

Studie ma jisté limitace, které¢ je nutné zminit vyplivajici z jejiho observa¢niho
designu a limitovaného souboru. To ndm neumoznilo spolehlivé ovéfit, zda
hladiny studijnich miR nemazou byt ovlivnény nékterymi moznymi zavadéjicimi
faktory, které nebyly mezi skupinami pacientli rovhomérné vyvazeny. Studie byla
piili§ mal4 na to, abychom otestovali, zda elevace studijnich miR neni zavisld na

rozsahu nekrozy, resp. na vrcholové hlading Tnl.

5.2 Experiment 2 - Blizka infraCervena spektroskopie spojena
s intravaskularnim ultrazvukem v karotickych arteriich

Hlavni zjiSténi této studie lze shrnout takto: 1) Nejcenngjsi informaci pro nas byl
fakt, ze je mozné bezpecné provést NIRS-IVUS vySetfeni u pacientdl béhem
karotického stentingu, kde tato metoda nebyla doposud nikdy in vivo pouZita.
Ziskana data byla navic dobfe hodnotitelnd; 2) Lipidova jadra byla castéji
detekovéna v oblastech s mirné;si stenézou a mensi mirou pozitivni remodelace; 3)
VétSina lipidi byla nicméné detekovana v blizkosti MLA s tendenci vétSiho
vyskytu v proximalnich oblastech platu; 4) Hodnota LCBI negativné korelovala
s plochou priifezu tepny.

Tato data byla dosud prvni publikaci zabyvajici se moZznosti pouziti NIRS-IVUS
ke studiu slozeni karotického platu (Stéchovsky et al., 2016). Ve studii jsme
nezaznamenali Zadné bezpecnostni cile a usuzujeme tedy, Ze je metoda pii pouZiti
protekce distalni embolizace aterosklerotickych hmot bezpe¢na (Stéchovsky et al.,
2016). Metoda byla pfedtim validovana k vyuziti v koronarnich tepnach, které¢ maji
nicméné mensi kalibr a vzdalenost sondy od stény tepny je u nich tedy mensi.
Dtlezitou otazkou tedy byla spolehlivost IVUS zobrazeni a predevS§im detekce

lipidovych jader pomoci NIRS 1 na tuto vétsi vzdalenost. Nase data naznacuji, ze je
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toto vySetieni pro karotidy dostatecné citlivé. Je na druhou stranu nutné zminit, ze
jsme u tfetiny (36%) pacienti méli problémy s detekci kontur EEM z diivodu
velkého kalibru tepny a pfedevsim akustického stinu zpiisobené¢ho kalcifikacemi
platl. Asi u Ctvrtiny pacientt (27%) jsme z podobnych divodil nalezli ¢astené
vypadky NIRS signalu na chemogramu. Tato fakta je dilezit¢ zohlednit pfii
interpretaci naSich dalSich NIRS-IVUS vysledkii.

5.3 Analyza sloZeni karotického platu pomoci intravaskularni spektroskopie
v zavislosti na vlivu endotelialniho smykového tieni

Zékladni zjiSténi studie lze shrnout takto: 1) NIRS signal lipidového jadra byl
nejcetnéjS$i v blizkosti maxima stendzy vnitini karotidy 2) lipidovy signél byl
pomoci NIRS detekovan Castéji v proximalnich ¢astech karotického platu.

Tato pozorovani mohou byt potencidlné vysvétlena vlivem ESS. Vyzkum v
minulych desetiletich prokédzal, ze ESS je nezéavislym rizikovym faktorem
ateroskler6zy (Cunningham a Gotlieb, 2005). Vystaveni endotelialnich buné¢k
nizkému ESS vede k fad¢ epigenetickych modifikaci, které plisobi proaterogenng.
Pisobeni nizkého ESS vede k rozvoji typickych znakll endotelidlni dysfunkce
v Casné fazi rozvoje aterosklerotického platu, coZ vysvétluje, pro¢ ateroskleroticke
platy vznikaji v typickych predilekénich oblastech (Wang et al., 2016; Hung et al.,
2015). Vysoké ESS je spojovano s destabilizaci AP v pozd&sSich fazich
aterosklerozy (Hung et al., 2015; Makris et al., 2010; Cheng et al., 2006). Vysoké
ESS vede u zvifeciho modelu ke zvySené expresi genii pro inducibilni NO
syntetazu, MMP a riiznych cytokini (Wang et al., 2016). To zpisobuje nezadouci
zmény ve slozeni extracelularni matrix a vede k jeji postupné degradaci, zvySeni
apoptozy hladkych svalovych bunék a rstu nekrotického jadra (Wang et al., 2016;
Wentzel et al., 2013). Ruptury AP se vyskytuji nej€astéji v oblastech vysokého
ESS (Groen et al., 2007; Costopoulos et al., 2017). In vivo zobrazovaci studie s
IVUS a OCT potvrdily pfitomnost riznych znamek vulnerability AP v
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proximalnich ¢astech korondrnich stendz, které jsou exponovany vysokému ESS
(Candreva et al., 2022; Thondapu et al., 2021; Costopoulos et al., 2019; Wentzel et
al., 2013). Recentné publikovana prospektivni studie s NIRS-IVUS v koronarnich
tepnach naSla souvislost mezi velikosti ESS pfi inicidlnim vySetfeni a progresi
LCBI pfti kontrolnim vySetfeni vedouci rozvoji NIRS definovaného AP bohatého
na lipidy (Shishikura et al.,, 2018). Na ziklad¢ téchto poznatkid tedy
piedpokladame, Ze 1 naSe pozorovani mohou byt vysvétlena vlivem vysokého ESS
na destabilizaci karotického AP. Studie je prvni, kterd zkoumala prostorové
rozloZeni lipidového jadra pomoci NIRS v karotickych tepnach. Vétime, zZe
detekce lipidovych jader pomoci NIRS v proximalnich ¢astech karotického platu
muze do budoucna ovlivnit naSe klinické rozhodovani. Odhad ESS pomoci
neinvazivni metody by mohl podat informace, které by nasledné ovlivnily volbu
mezi farmakoterapii a invazivni 1é¢bou. Informace o lokalizaci lipidového jadra
muze pomoci s optimalizaci karotického stentingu tak, aby stent pokryl celou 1¢ézi a
piedeslo distalni embolizaci ateromovych hmot (Dixon et al., 2012; Horvath et al.,
2016).

Nase studie mé né€kolik dilezitych limitaci. Zjevnou limitaci je zejména fakt, Ze
ESS vliv ESS byl pouze odhadovan a nebyl nijak kvantifikovan. NaSe data
pochézela z registru a neméli jsme dostupné zobrazeni, které by nam dovolilo
provedeni vypocetni dynamiky tekutin. Samotny vztah mezi nas§im pozorovanim a
pusobenim ESS je nutné 1épe ovéfit. Jednalo se o pomérné malou observacni
studii, kterd ndm neumoZnila ovéfit, zda ma naSe pozorovani n&jaky klinicky
vyznam. Méla by proto byt povazovana za pilotni projekt, jehoz cilem je vytvaret

hypotézy pro dalsi vyzkum.
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6 ZAVER

1) Identifikovali jsme dvé miR, jejichz plasmatické hladiny uréené ze vzorkl
periferni Zilni krve jsou zvySené u pacienti v Casné fazi infarktu myokardu
selevaci ST useki a mohly by byt biomarkery ruptury vulnerabilniho
aterosklerotického platu.

2) Prokazali jsme bezpecnost a proveditelnost NIRS-IVUS vySetfeni u pacientil
s vyznamnou stendzou arteria carotis interna.

3) Pomoci NIRS-IVUS jsme analyzovali sloZeni karotického platu a prokazali
jsme zvySenou detekci NIRS signalu lipidového jadra v jeho proximalni Casti
vystavene zvySenému ESS.

4) Detekce lipidového jadra v karotickém platu je zavisla na kumulaci konvenénich

rizikovych faktort aterosklerozy.
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7 SOUHRN

7.1 MikroRNA-331 a mikroRNA-151-3p jako biomarkery u pacienti s
infarktem myokardu s elevaci ST segment

V této studii jsme porovnali hladiny miR ve vzorcich periferni zilni krve mezi
skupinou pacientii s akutni rupturou aterosklerotického platu (pacienti se STEMI) a
kontrolnimi skupinami pacientli se stabilni ischemickou chorobou srde¢ni a
s normalnim korondrnim angiogramem. Studie vedla k identifikaci miR-331 a
miR-151-3p, které byly zvySené exprimovany u pacientii se STEMI a mohly by

slouzit jako biomarkery vulnerabilniho aterosklerotického platu.

7.2 Blizka infracervena spektroskopie spojena s intravaskularnim
ultrazvukem v karotickych arteriich

V tomto prospektivnim registru pacientii, kteti podstoupili elektivni CAS, jsme se
pokusili ovétit bezpecnost a proveditelnost NIRS-IVUS vySetteni v karotidach. Ve
studii jsme nezaznamenali Zadné bezpec¢nostni cile (trombdza na katétru, disekce
karotické stény, cévni mozkova piihoda a smrt) a usuzujeme tedy, Ze je metoda pti

pouziti protekce distalni embolizace aterosklerotickych hmot bezpecna.

7.3 Analyza sloZeni karotického platu pomoci intravaskularni spektroskopie

v zavislosti na vlivu endotelidlniho smykového treni

V této observacni studii jsme analyzovali sloZeni karotického platu v zavislosti na
pfedpokladaném rozlozeni ESS. Hodnotili jsme 60mm dlouhy usek tepny v okoli
maxima karotické stendzy ur¢en¢ho pomoci IVUS jako minimalni plochu lumen
(MLA). Tento usek byl pro dalsi porovnani ptredpokladaného vlivu ESS rozdélen
na tfi tercily- proximalni, stfedni a distalni. NIRS detekované lipidové jadro se ve

shodé¢ s nasi hypotézou vyskytovalo Castéji v proximalni ¢asti karotického platu.
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8 SUMMARY

8.1 MicroRNA-331 and microRNA-151-3p as biomarkers in patients with ST-

segment elevation myocardial infarction

In this study, we compared miR levels in peripheral venous blood samples between
a group of patients with acute atherosclerotic plaque rupture (STEMI patients) and
control groups of patients with stable ischemic heart disease and with normal
coronary angiogram. The study led to the identification of miR-331 and miR-151-
3p, which were overexpressed in STEMI patients and could serve as biomarkers of

vulnerable atherosclerotic plaque.

8.2 Near-infrared spectroscopy combined with intravascular ultrasound in
carotid arteries

In this prospective registry of patients who underwent elective CAS, we attempted
to verify the safety and feasibility of NIRS-IVUS examination in carotids. We did
not observe any safety end-points in the study (catheter thrombosis, carotid wall

dissection, stroke, and death), and we therefore conclude that the method is safe.

8.3 Carotid artery plaque composition and distribution: near-infrared
spectroscopy and intravascular ultrasound analysis

In this observational study, we analyzed carotid plaque composition as a function
of presumed ESS distribution. We evaluated a 60 mm long segment of the artery
around the maximum carotid stenosis determined by [IVUS as the minimum lumen
area (MLA). This section was divided into three tertiles - proximal, middle and
distal - for further comparison of the predicted influence of ESS. In agreement with
our hypothesis, the lipid core detected by NIRS occurred more frequently in the

proximal part of the carotid plaque.
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