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ABSTRAKT

Akutni komplikace aterosklerdzy jsou typicky zptisobené tepennym uzavérem na podklade
akutni trombo6zy formujici se v misté ruptury tzv. vulnerabilniho aterosklerotického platu
(VP). Vcasna identifikace VP by mohla napomoci t€émto piihoddm ptfedchazet. Soucasné
metody pro zhodnoceni kardiovaskuldrniho rizika jsou zaméfeny na opatieni na populacni
urovni a pro zhodnoceni rizika individualniho jedince nejsou dostatecné citlivé a
specifické. Disertacni prace se proto zabyvala moznostmi in vivo detekce VP pomoci
biomarkeri a zobrazovacich metod. V prvni ¢asti prace jsme se soustiedili na detekci
mikroRNA (miR), které jsou v poslednich letech zkoumany jako slibné biomarkery celé
fady onemocnéni véetné aterosklerézy. Hladiny miR jsme urcovali pomoci kvantitativni
polymerazové fetézové reakce ve vzorcich periferni zilni krve pacientl ve velmi ¢asné fazi
infarktu myokardu s elevaci ST segmentii (STEMI), ktefi slouzili jako nejbliz§i klinicky
model akutni ruptury VP. 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 se zabyvali moznostmi invazivniho zobrazeni VP pomoci intravaskuldrniho
ultrazvuku a blizké infracervené spektroskopie (IVUS a NIRS). Potvrdili jsme moZnost
bezpecné detekce NIRS dat v karotickych tepnach a zkoumali jsme jejich vztah ke
konven¢nim rizikovym faktorim ateroskler6zy. Analyzovali jsme slozeni karotického
platu v zavislosti na rozloZeni endotelidlniho smykového tfeni (ESS). Vychazeli jsme z
faktu, ze k destabilizaci a néasledné ruptute aterosklerotickych plath dochazi typicky v
jejich proximalni ¢asti, kde zrychleny prutok krve zplsobuje vysoké ESS. V observacni
studii jsme vySetfovali pacienty podstupujici na nasSem pracovisti elektivni karoticky
stenting. Ziskand NIRS data byla analyzovdna ve vztahu k maximu karotické stendzy.
Nejvice lipidi bylo pozorovano bezprostfedné pred maximem stendzy a NIRS detekované

lipidové jadro se ve shodé€ s nasi hypotézou vyskytovalo Castéji v proximalni ¢asti platu.

Klicova slova: aterosklerdza, cévni sténa, prevence, vulnerabilni ateroskleroticky plat,
biomarkery, mikroRNA, zobrazovaci metody, intravaskuldrni ultrazvuk, blizka

infracervena spektroskopie



ABSTRACT

Acute complications of atherosclerosis are typically caused by arterial occlusion due to
acute thrombosis forming over a ruptured vulnerable atherosclerotic plaque (VP). Early
identification of such VP prior to their rupture could help prevent these events. At the same
time, methods for assessing cardiovascular risk are focused on measures at the population
level and are not sensitive and specific enough to assess the risk of individual patients. We
therefore focused on the possibilities of in vivo detection of VP using biomarkers and
invasive imaging methods. First, we focused on the detection of microRNAs (miRs),
which have been investigated in recent years as promising biomarkers for a number of
diseases, including atherosclerosis. We determined miR levels using quantitative
polymerase chain reaction in peripheral venous blood samples from patients in very early
phase of ST-elevation myocardial infarction (STEMI), which served as the closest clinical
model of acute VP rupture. 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 dealt with the possibilities of invasive imaging of VP using
intravascular ultrasound and near-infrared spectroscopy (IVUS and NIRS). We confirmed
the safety and feasibility of NIRS data collection in carotid arteries and investigated their
relationship to conventional risk factors of atherosclerosis. We analysed carotid artery
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. In an observational study, we examined patients undergoing elective
carotid stenting at our hospital. The obtained NIRS data were analysed in relation to the
maximum of carotid stenosis. 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.

Key words: atherosclerosis, vascular wall, prevention, vulnerable atherosclerotic plaque,
biomarkers, microRNA, imaging methods, intravascular ultrasound, near-infrared

spectroscopy
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1 UVOD

Ateroskler6za je onemocnéni, které suzuje lidstvo po tisicileti a jeji zndmky mizeme nalézt
jiz na Egyptskych mumiich (Melanie et al., 2006). Onemocnéni, kterd zptisobuje, jsou v
dnesni dobé hlavni pfi¢inou morbidity a mortality na celém svété (Roth et al., 2017).
Intenzivni vyzkum zmén cévni stény zacal jiz v prvni poloviné 19. stoleti, kdy francouzsky
chirurg a patolog némeckého plivodu Jean Lobstein ve své praci zavedl termin
narterioskler6za® (Melanie et al., 2006). Akutni komplikace aterosklerozy (akutni
korondrni syndromy, ndhla koronarni smrt, cévni mozkové piihody) jsou v dnesni dobé
obecné¢ povazovany za dusledek aterotromboézy, neboli nahle vzniklé intraluminalni

trombdzy vznikajici na aterosklerotickém pléatu (obr. 1) (Virmani et al., 2006).

Vulnerabilni plat Ruptura platu

Obr. 1 - Ruptura fibroatheromu s tenkou fibrézni Cepickou vede k aktivaci koagula¢ni kaskady a tvorbé

intrakoronarniho trombu (upraveno podle Bentzon et al., 2014).

Zéaklady tohoto paradigmatu byly nadneseny jiz na konci 19. stoleti legendarnim
patologem Rudolfem Virchowem, ktery popsal princip vzniku Zilni trombo6zy na zékladé
nepomeéru tfech hlavnich faktort, dnes znamych jako takzvana Virchowova trias (Kushner
et al., 2021). Zabyval se nicméné i aterosklerotickym postiZzenim tepen (Kushner et al.,
2021). Da se fici, ze byl prvnim vyzkumnikem, ktery se na problematiku aterosklerozy
podival na skutecné bunécné urovni a spravné rozpoznal, ze dulezitou roli v rozvoji
aterosklerotického platu hraje infiltrace zanétlivymi bunkami (Kushner et al., 2021).
Ateroskleroticky plat ptipodobnil k dermalni cysté a popsal, Zze obsahuje lipidové jadro a
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vrstvy hladkych svalovych bunék (Moguel-Ancheita a Samaniego, 2021). Nedlouho po
jeho smrti bylo rozpoznéno, ze lipidové jadro aterosklerotického platu obsahuje cholesterol
a je kryto vrstvou kalcifikované pojivové tkan¢ (Melanie et al., 2006). Nasledné byla na
zvifecim modelu prokézéna souvislost mezi dietou bohatou na cholesterol a rozvojem
aterosklerotickych platd (Melanie et al., 2006). Dalsi zasadni pokrok ve vyzkumu
paradoxné¢ iniciovalo onemocnéni samotné, kdyz pred¢asné¢ umrti oblibeného prezidenta
Spojenych statii americkych Franklina D. Roosevelta na cévni mozkovou piihodu, bylo
stimulem k financovani takzvané Framinghamské studie (Hajar, 2017). Tato rozsahla
observaéni studie vedla v roce 1957 k popisu klasickych rizikovych faktorti rozvoje
aterosklerézy (Dawber et al., 1951; Hajar, 2017). RozliSujeme je na faktory ovlivnitelné
(modifikovatelné) a neovlivnitelné (tab. 1) (Hajar, 2017). Mezi modifikovatelné rizikové
faktory patifi zejména — vysoky krevni tlak, vysokd hladina cholesterolu, diabetes mellitus,
koufeni, nadvaha, nedostatek fyzické aktivity a stres (Hajar, 2017). Mezi neovlivnitelné
faktory pak ftadime v&k, pohlavi, rodinnou anamnézu a rasu (Hajar, 2017). Tyto
jednoduché parametry ndm zasadné pomahaji v hodnoceni kardiovaskularniho rizika a jsou
stale pilifem soucasného skriningového programu a prevence ischemické choroby srdecni
(Horvath et al., 2014). Rozvoj modernich vyzkumnych metod pak v poslednich dekadach
vedl k mnohem detailnéjSimu pochopeni patofyziologie celého procesu na patologicko-
anatomické, bunécné, ale i molekularné biologické trovni (Horvéth et al., 2014). Tyto
poznatky jsou zéasadni nejen pro obecné porozuméni celému procesu, ale zejména pro

jejich klinické dusledky v primarni i sekundarni prevenci.
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Tab. 1 - Klasické rizikové faktory aterosklerozy

Neovlivnitelné Ovlivnitelné
Vek Kouteni
Muzské pohlavi Dyslipidémie
Rodinna anamnéza Arterialni hypertenze
Diabetes mellitus
Nizka fyzicka aktivita

Termin vulnerabilni ateroskleroticky plat (VP) byl definovéan v roce 1989 jako postiZeni s
vysokym rizikem ruptury a tedy vzniku AKS (Muller et al., 1989). Od t¢ doby byla
odhaleni podkladu VP vénovana velka pozornost. Je zjevné, Ze vCasna identifikace téchto
vysoce rizikovych platl u stabilnich pacientii a prevence jejich ruptury by mohla vést ke
sniZzeni incidence aterotrombotickych piithod (Horvath et al., 2014). Z toho divodu je
vyvijeno zna¢né Usili v detekcei typickych charakteristik VP in vivo. Teoreticky je mnoho
moznosti jak tyto charakteristiky detekovat pomoci fady biomarkerti, neinvazivnich a
rovnéz invazivnich zobrazovacich metod (Sanon et al., 2013; Bruggink et al., 2010;
Goldstein et al., 2011; Madder et al., 2013; Brugaletta et al., 2011; Stone et al., 2011;
Motoyama et al., 2013; Calvert et al., 2011; Dohi et al., 2015; Kato et al., 2012; Suh et al.,
2011; Schaar et al.,, 2003; de Korte et al., 2002). Zvlastni kapitolou je kvantifikace
endotelialniho smykového tfeni pomoci riznych metod, které je rovnéZ asociovdno s
vulnerabilitou platu (Lee a Chiu, 2019; Brown et al., 2016; Samady et al., 2011).
Vulnerabilni plat je nicméné dynamicka struktura a ne vSechny platy, které se vyznacuji
patologickoanatomickymi charakteristikami nestability platu, zplsobi aterotrombotickou
piithodu (Stone et al., 2011). Anatomickym koreldtem vulnerabilniho platu mohou navic
byt tfi druhy aterosklerotickych 1ézi (fibroaterom s tenkou fibrozni ¢epickou, eroze platu a
kalcifikovany nodulus), které¢ maji do znacné miry odlisné charakteristiky a biologickou
aktivitu (Virmani et al., 2006). Z tohoto pohledu je zasadni detailni pochopeni celého

procesu destabilizace aterosklerotického platu, pficemz pravdépodobnou odpovédi pro
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jakysi hypoteticky skriningovy program bude kombinace anatomického a funkéniho

zobrazeni platd in vivo a urceni hladin vhodnych biomarkert.

1.2 Patofyziologie aterosklerozy

Ateroskleroza je chronické, progresivni onemocnéni cévni vystelky, které se vyskytuje v
typickych predilekénich oblastech tepen (Insull, 2009). Prvnim krokem v rozvoji
aterosklerotického platu je patrné poranéni endotelii dosud neznamou noxou (Bentzon et
al., 2014). Toto umoznuje prunik lipoproteinti s nizkou denzitou (LDL) do intimy, kde
dochazi k jejich oxidaci a agregaci (Bentzon et al., 2014). Na procesu se podili zménéna
genova exprese endotelii v mistech turbulentniho krevniho toku (Wentzel et al., 2012).
Tento proces iniciuje pfirozenou (neadaptivni) zanétlivou reakci a vede k pohlceni
oxidovanych LDL castic makrofagy (Mangge a Almer, 2019; Bentzon et al., 2014).
Vétsina makrofagh se, pravdépodobné vlivem vazby modifikovaného LDL na receptory
rozpoznavajici vzory (napt. Toll-like receptory [TLR]), diferencuje do prozénétlivého M1
fenotypu (Bentzon et al., 2014). Tyto pak produkuji prozanétlivé cytokiny (napf.
interleukin-1f [IL-1B], tumor nekrotizujici faktor-lo [TNF-1 a], monocytovy
chemoatraktant 1 [MCP-1], ¢i leukotrien B 4 [LTB4]) (Mangge a Almer, 2019; Bentzon et
al., 2014). Dochazi rovnéZ k nadmérné expresi proteolytickych enzymi matrix
metaloproteindz (MMP) a k dysbalanci jejich hladin s inhibitory (Mangge a Almer, 2019;
Bentzon et al., 2014). Zvysuje se tvorba reaktivnich forem kysliku (ROS), které podporuji
dal$i zadrzovani a modifikaci LDL, stejn¢ jako mnoho dalSich mediétort, u kterych bylo
prokdzano, Ze hraji roli v rozvoji aterosklerdzy (napf. aktivatory plazminogenu, katepsiny)
(Bentzon et al., 2014). Pod vlivem tohoto procesu dochazi k indukci endotelidlnich bunck a
bunck hladkého svalstva, kterd vede na epigenetické Urovni k modifikaci jejich genové
exprese (Lee a Chiu, 2019). Dochazi ke zvySeni exprese adheznich molekul (napf.
vaskularni bunécnd adhezni molekula-1 [VCAM-1] a intercelularni adhezni molekula-1
[ICAM-1]), chemoatraktantii (napt. MCP-1) a rastovych faktorG (napt. faktor stimulujici
kolonie makrofagi a faktor stimulujici kolonie granulocytii a makrofagh), které umoznuji
dal§i  infiltraci  tvofictho  se  aterosklerotického  platu  nejen  buikami
monocyto/makrofagového systému, ale i bunikami ucastnicimi se adaptivni imunitni

odpovédi (Mangge a Almer, 2019; Bentzon et al., 2014) Mezi tyto fadime zejména Thl a
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Th17 lymfocyty, ale v mensi mife i B lymfocyty (Gisterd a Hansson, 2017). Tyto bunky
spousti jiz ziskanou (adaptivni) imunitni odpoveéd’ zejména proti oxidovanému apo-B100 a
dale tak potencuji prozanétlivou reakci (Gistera a Hansson, 2017). Soucasné¢ dochazi
vlivem téchto zmén k rozvoji endotelidlni dysfunkce (Halcox, 2012). Ta je, krom¢ jiz
uvedené¢ho, charakterizovana nerovnovahou mezi vazodilataci a vazokonstrikei vyvolanou
zejména nedostatkem biologické dostupnosti oxidu dusnatého (NO), zvySenim hladin ROS
a prozanétlivych faktort (Halcox, 2012). V pozd¢jSich fazich se podili na trombdze a
ruptufe platu (Halcox, 2012). Makrofagy a dendritické buiiky postupné pomoci tzv.
»scavenger receptorti pohlcuji oxidované agregaty LDL a stavaji se z nich pénové buiky
cévach a v této fazi mluvime o nejcasnéjSim stadiu aterosklerotického platu, které
nazyvame xanthom (Bentzon et al., 2014). Toto stadium je jesté plné reverzibilni (Bentzon
et al., 2014). Rychlost progrese vyse popsaného procesu je ovliviiovana nejen samotnou
hladinou LDL, ale i pusobenim ostatnich typickych rizikovych faktorG aterosklerozy
(Bentzon et al., 2014). Jedna se samoziejm¢ o systémove plsobici parametry, jejichz vliv
by mél byt rozlozen uniformné v celém krevnim fecisti (Kwak et al., 2014). Z klinické
praxe nicméné dobte vime, Ze k dalsi progresi aterosklerotickych plati a k rozvoji klinicky
vyznamného aterosklerotického postizeni dochazi v typickych predilekénich oblastech
(Kwak et al., 2014). Ty zahrnuji zejména ohyby tepen a jejich bifurkace (Hung et al.,
2015). Tento na prvni pohled nelogicky jev se bézné vysvétluje ptimym hemodynamickym
ucinkem proudici krve na endotelidlni bunky (Lee a Chiu, 2019). Poruchy v laminarité
krevniho toku ovliviiuji endotelialni smykové tfeni (ESS), které definujeme jako tfeci silu
vyvijenou krevnim tokem na danou plochu endotelu (Fernandes et al., 2018; Makris et al.,
2010). Vyzkum v poslednich desetiletich prokdzal, Ze ESS je nezavislym rizikovym
faktorem ateroskler6zy (Cunningham a Gotlieb, 2005).

Praveé v téchto predilekénich oblastech dochazi k postupnému rozvoji pokrocilejSich stadii
aterosklerotického platu (Bentzon et al., 2014). Dalsi akumulaci acelularniho materialu
bohatého na lipidy v intim¢ dochéazi k jejimu patologickému ztlusténi (Bentzon et al.,
2014). Progrese akumulace lipidovych hmot, spojena s apoptdzou a nekrézou pé€novych a

hladkych svalovych buné€k, vede jiz k naruseni struktury intimy a rozvoji tzv. nekrotického
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jadra vyplnéného kasovitou hmotou tvotfenou lipidy a bunéénym detritem (Bentzon et al.,
2014). V této fazi jiz z histologického pohledu hovoiime o fibroateromu (Bentzon et al.,
2014). Nartst poctu bun¢k podstupujicich apoptdzu postupné vede k vycerpani moznosti
tyto efektivné odstranovat (efferocytoza), coz vede k akumulaci apoptotickych zbytka a
rustu nekrotického jadra (Bentzon et al., 2014). Pod vlivem rastovych faktorit dochazi v
tomto pokrocilém aterosklerotickém platu k neovaskularizaci z vasa vasorum (Bentzon et
al., 2014). Nov¢ vznikajici cévy jsou velmi fragilni a ptedstavuji dalsi cestu pro bunécnou
infiltraci, akumulaci plasmatickych proteint a zplsobuji krvaceni do nekrotického jadra,
které dale potencuje jeho progresi a zanétlivou odpovéd’ (Bentzon et al., 2014). Zejména
vlivem proliferujicich, fenotypicky modulovanych, aktivovanych hladkych svalovych
bunck dochézi postupné k dal§i zméné struktury intimy spojené s akumulaci na kolagen I
bohaté pojivové tkané mezi luminem cévy a nekrotickym jadrem (Bentzon et al., 2014).
Tuto tkan nazyvame fibrozni ¢epickou (Bentzon et al., 2014). Apoptotické buiky,
extracelularni matrix a dal$i obsah nekrotického jadra ptisobi jako precipitac¢ni jadro pro
mikroskopické kalcifikace, které jsou znakem pokrocilého, nestabilniho aterosklerotického
platu (Bentzon et al., 2014). Nerovnovdha mezi proteolytickym plsobenim MMP,
produkovanych makrofagy, a produkci extracelularni matrix (kolagen I a IIT) nakonec vede
k postupnému ztenCeni fibrozni Cepicky a rozvoji tzv. fibroateromu s tenkou fibrozni

¢epickou (Bentzon et al., 2014).

Po desetiletich pomalé progrese mohou takové platy zplsobit obtize z divodu postupného
zuzeni tepny, které podminuje ischemii a z ni plynouci symptomy (Bentzon et al., 2014). V
klinické praxi je vSak problémem fakt, Ze mnoho 1ézi podléhd tzv. Glagovovu jevu, tedy
excentrické remodelaci cévy v misté platu (Korshunov et al., 2007). Diky tomuto
mechanismu fada pokrocilych aterosklerotickych plath zlstava klinicky némé a mohou se
projevit az svou rupturou resultujici v Zivot ohrozujici arteridlni trombo6zu (Bentzon et al.,

2014). Prave tato postizeni typicky popisujeme jako VP.
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Obr. 2 - Poranéni endotelii jejich dysfunkce vede k atrahovani bun€k monocyto-makrofagového systému a
umoznuje prinik LDL do intimy. Dochazi k rozvoji neadaptivni zanétlivé reakce a k pohlceni oxidovanych
LDL c¢astic makrofagy, které produkuji prozanétlivé cytokiny a dale potencuji zanétlivou odpoveéd’ véetné
stimulace adaptivni imunitni odpovédi pfedevs§im cestou Thl lymfocyti. Dochazi k indukci endotelialnich
bunék a bunék hladkého svalstva, kterd vede ke zméné genové exprese. Soucasné dochazi k rozvoji
endotelidlni dysfunkce. Makrofagy a dendritické buiiky postupné pomoci ,,scavenger” receptori pohlcuji
oxidované agregaty LDL a stavaji se z nich pénové builky. Progrese akumulace lipidovych hmot, spojena s
apoptozou a nekrézou pénovych a hladkych svalovych buné€k, vede jiz k naruSeni struktury intimy a rozvoji a
postupné progresi tzv. nekrotického jadra. Pod vlivem rlstovych faktori dochazi v tomto pokrocilém
aterosklerotickém platu k neovaskularizaci z vasa vasorum, kterd vede ke krvaceni do nekrotického jadra a
dale potencuje jeho progresi a zanétlivou odpoveéd’. Vlivem migrujicich syntetickych hladkych svalovych
bun¢k dochazi k akumulaci na kolagen I bohaté tkané tvofici fibrozni Cepicku. Nerovnovdha mezi
proteolytickym ptisobenim MMP, produkovanych makrofagy, a produkci extracelularni matrix nakonec vede
k postupnému ztenceni fibrozni Cepicky a k ruptuie (upraveno podle Wilck a Ludwig, 2014).

1.3 Vulnerabilni ateroskleroticky plat

Cévni mozkové piihody a AKS, jsou zplisobeny nerovnovahou mezi spotifebou kysliku a
prutokem krve (Birnbaum et al., 2014). Z patofyziologického pohledu jsou nejcastéji
disledkem akutni okluze tepny na podklad¢ trombdzy vznikajici na rupturovaném
aterosklerotickém platu, kterd vede k oblenéni toku krve do ptislusného povodi (Birnbaum
et al., 2014). To ma za nasledek akutni ischémii, ktera vede k nekrdze postizené tkang,
pokud nedojde k rychlé reperfuzi (Birnbaum et al., 2014).
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Termin VP byl zaveden pied vice nez tfemi dekddami pro popis takovych
aterosklerotickych 1¢zi, které s vysokou pravdépodobnosti zptisobi AKS (Goldstein et al.,
2011; Muller et al., 1989). Jeho koncept Ize jisté ptenést i do ostatnich tepennych povodi
(Goldstein et al., 2011; Muller et al., 1989). Jedna se o funkéné definované postizeni, coz
vhodné€ nastifiuje i nasi strastiplnou cestu v patrani po jejim klinickém, laboratornim a
anatomickém korelatu. Z pitevnich studii je zndmo, Ze mezi obrazy nejcastéji nalezené v
terénu akutni koronarni trombdzy patii kalcifikovany nodulus, eroze platu a zejména
fibroaterom s tenkou fibrozni ¢epickou (thin-cap fibroatheroma: TCFA) (obr. 3) (Virmani

et al., 20006).
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Typy vulnerabilnich plata

Eroze

Kalcifikovany nodulus

Ruptura

!

———

65-70% tromboz u NSS
Muzi a starsi Zeny (> 50let)
Dyslipidemie

Tenka fibrozni cepicka
Velké nekrotické jadro
Infiltrace zanétlivych bungk
Pozitivni remodelace
Mikrokalcifikace

30-35% tromboz u NSS
Mladsi zeny (< 50let)
kouieni

Eroze endotelii
Intima bohatd na VSMC a proteoglykany
Konstriktivni remodelace
Meéneé kalcifikaci

5% tromboz u NSS
Star$i muzi i Zeny
Diabetes mellitus a CKD

Vinuté tepny
Kalcifikované, nekrotické jadro

Obr. 3 - Priklady riznych typti vulnerabilniho aterosklerotického platu. Panel A - ruptura TCFA. Panel B -

zvétSeni oblasti ruptury tenké fibrozni ¢epi¢ky vyznacené v panelu A ¢ervenym obdélnikem. Panel C - obraz

eroze platu s vyraznym patologickym intimalnim ztlusténim. Panel D - zvétSeni oblasti eroze platu

s nasedajici intraluminalni trombo6zou vyznacené v panelu C ¢ervenym obdélnikem. Panel E - kalcifikovany

nodulus. Panel F - Stejny preparat jako v panelu E barveny pomoci pikrosiriové ¢ervené zvyraziujici

ptitomnost kolagenu. V oblasti ruptury kalcifikovaného nekrotického jadra neni patrny kolagen (Cervena

Sipka), zatimco v mist€ obou ramének platu je kolagen pfitomen (modré $ipky) (upraveno podle Sato et al.,

2022). NSS- nahla srde¢ni smrt, VSMC- hladké svalové buiiky, CKD- chronické renalni sehlani

Prvni dvé postizeni se pon€kud vyjimaji z obecné pfijimaného paradigmatu aterotrombozy
na podkladé ruptury aterosklerotického platu (Virmani et al., 2000). Kalcifikovany nodulus
je ze vSech tfi ndlezu nejméné Casty a zptisobuje cca 5% ptipadl aterotrombozy u pacientil
s ndhlou koronarni smrti ( Virmani et al., 2006; Virmani et al., 2000; Yahagi et al. 2015).

Jedna se o ateroskleroticky plat, kterému dominuji siln¢ kalcifikované vrstvy intimy
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nasedajici na oblast zesilen¢ a siln€ fibrotické tepny (Virmani et al., 2000). Mtize v ném
byt ptitomno nekrotické jadro (Virmani et al., 2000). Typicky je kalcifikované nekrotické
jadro velmi chudé na kolagenni vlakna (Sato et al., 2022). Naopak oblasti v proximalni a
distalni ¢asti 1€ze jsou bohaté na vyse popsana tuhd, vyrazn¢ kalcifikovana, kolagenni
vlakna (Sato et al., 2022). Vzhledem k vzéacnosti tohoto ndlezu neni jeho patofyziologie
dobfte popsana (Virmani et al., 2000; Sakamoto et al., 2018). Z dosud nepfili§ detailné
pochopeného diivodu dochézi k poldmani kalcifikovanych vrstev a rozvoji destickového
trombu (Sakamoto et al., 2018). Podkladem mtiZe byt zanétliva aktivita, ale mozna i prosté
mechanické poskozeni kalcifikované intimy (Sakamoto et al., 2018). Torzni sily

v mechanicky namahanych tepnach by mohly vést k disrupci na kolagen chudého
nektorického jadra (Sato et al., 2022). Tuto domnénku podporuje fakt, Ze je tromboza
nasedajici na tento druh postizeni pozorovéna €astéji v mechanicky, torzn¢ namahanych
tepnach, mezi které patii vnitini karotidy, stfedni segment pravé véncité tepny a ramus
interventricularis anterior (Virmani et al., 2006;Virmani et al., 2000). Kalcifikovany

nodulus je typickym ndlezem ve vinutych tepnach starSich pacientii (Sakamoto et al.,
2018).

Eroze platu je histologicky popis nalezu, ktery vede k aterotromboze bez priikazu ruptury
platu (Virmani et al., 2006;Virmani et al., 2000). Pro tento druh postiZeni tepny je typicka
absence endotelii v misté eroze, ktera vede ke kontaktu intimy s krvi. To zplisobuje
aktivaci koagulacni kaskady a néslednou aterotrombdzu (Virmani et al., 2006;Virmani et
al., 2000). Podkladem jsou typicky casnéjsi stadia vyvoje aterosklerotického platu,
zejména patologické intimalni ztlusténi, ¢i fibroaterom s vyvinutou fibrozni ¢epickou
(Virmani et al., 2006;Virmani et al., 2000). Ve shod¢ s timto je i pozorovani, ze je v afekci
vétSinou pouze nevyrazna zanétliva infiltrace (Virmani et al., 2006;Virmani et al., 2000).
Nekteti autofi spekuluji, Ze by se na patofyziologii AKS, vznikajici v terénu eroze platu
mohl podilet 1 korondrni vasospasmus, nebot’” eroze je charakterizovana rovnéz zesilenim
svaloviny medie (Virmani et al., 2006;Virmani et al., 2000). Eroze platu byly popsany az u
30 % ptipadl ndhlého koronarniho umrti a vyskytuji se typicky u kuidki mladsiho véku
(Virmani et al., 2000; Yahagi et al., 2015). Nejcastéji se jedna o Zzeny pifed menopauzou

(Virmani et al., 2000).
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Nejvice pozornosti je ve vyzkumu vénovano TCFA. Tento posledni typ aterosklerotického
postizeni je v kontextu AKS zdaleka nejcastéjsi (zpuisobuje cca 70% vSech AKS u pacientii
s nahlou srde¢ni smrti) a je podkladem klasického paradigmatu, ve kterém akutni ruptura
aterosklerotického platu vede k nasledné intrakoronarni tromboze (Horvath et al.,2014;

Virmani et al., 2000).

Prave tyto platy se typicky vyskytuji v proximalnich oblastech véncitych tepen, v miste
naruSen¢ho ESS (Pedrigi et al., 2014). Z histologie vime, Ze se tento typ aterosklerotického
platu vyznacuje objemnym nekrotickym jadrem z lipidovych a bunéénych depozit, které je
kryté tenkou fibrézni cepickou o §ifce < 65 pm (Virmani et al., 2006). Plat typicky
obsahuje pouze malé mnozstvi bun€k hladkého svalstva, ale naopak se vyznacuje vysokou
zanétlivou aktivitou a histologicky v ném nalezneme cetné leukocyty a makrofagy
(Virmani et al., 2006). Mezi dalsi typické rysy téchto rizikovych aterosklerotickych plati
patii neovaskularizace a s ni asociované krvaceni, adventicialni zanét a mikrokalcifikace
(Pedrigi et al., 2014). Pro TCFA je typicka excentrickd remodelace, diky které 1 objemné
aterosklerotické platy nezpusobuji vyznamné ziZeni lumen a zGstavaji klinicky némé
(Pedrigi et al., 2014). Vlivem zanétlivé aktivity a proteolytického uc¢inku MMP pak u
nékterych dojde k ruptuie, ktera nejcastéji probéhne jako klinicky néma ptihoda, ale mtze
zpusobit zivot ohrozujici stav (Bentzon et al., 2014). Pfedpoklada se, ze pokrocily
ateroskleroticky plat podléha opakovanym subklinickym rupturdm s epizodami nasténné
trombozy (Badimon a Vilahur, 2014). Jeji organizace a hojeni vedou ke skokovému
nartstu objemu platu. Vyvoj TCFA stale do znacené miry neumime predikovat a ze studii
vime, Ze vyskyt neZadoucich kardiovaskularnich pfihod je béhem sledovani v mistech
TCFA pomérné nizky (ro¢ni incidence v fadu jednotek procent) (Pedrigi et al., 2014; Stone
et al., 2011). Pozitivni prediktivni hodnota metod, které¢ se soustfedi pouze na anatomické
charakteristiky TCFA je tedy stdle pomérné& nizk4 (Stone et al., 2011). Pravdépodobné je
pro rozvoj okluzivni trombdzy nasedajici na rupturovany plat nutna souhra mnoha
nezadoucich okolnosti, v€etn¢€ prokoagulacniho stavu, aktivace zanétu a ptisobeni mnoha
dal$ich vlivi. Je zjevné, ze bude nutné patofyziologii ruptury TCFA a nasedajici trombdzy

detailngji pochopit, abychom byli schopni 1épe predikovat jejich vyvoj. To je nezbytnou
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podminkou u¢inné primarni prevence, kterd by vedla ke snizeni incidence akutniho

infarktu myokardu a nahlé srdecni smrti (Horvath et al., 2014).

1.4 Biomarkery

Konvencni rizikové faktory jsou jednoduché biomarkery, které nam zasadné pomahaji v
hodnoceni kardiovaskularniho rizika a jsou pilifem souc¢asného skriningového programu
pro prevenci aterosklerdzy a jejich komplikaci (Visseren et al., 2021). Stavi predev§im na
vysledku rozsahlych, observacnich, populacnich studii (Hajar, 2017; Visseren et al., 2021).
Pomoci tabulek SCORE v Evropé bézné¢ odhadujeme kardiovaskularni riziko v
nasledujicich letech a na zaklad¢ této informace rozhodujeme o preventivnich opatienich
(Visseren et al., 2021). Faktem vSak zlstava, ze riziko jednoho individudlniho pacienta
nejsme na zaklad¢ tohoto postupu schopni dobfe odhadnout a preventivni opatieni
selhavaji zejména u pacientll s mirn¢ zvySenym rizikem (Visseren et al., 2021). Zda se, Ze

individudlni riziko je ovlivnéno mnoha dal§imi faktory.

Pomyslnym motorem v rozvoji aterosklerotického platu, vedoucim k jeho postupné
progresi, destabilizaci a ruptufe, je zanétliva aktivita (Koenig a Khuseyinova, 2007). Tento
proces je souhrou mnoha bunécnych pochodt a transformaci, které¢ vedou k odlisné
produkci riznych cytokinil, chemokinit, ristovych faktord a enzymi (Koenig a
Khuseyinova, 2007). Tyto zptisobuji aktivaci endotelii, proliferaci hladkych svalovych
bungk, progresi 1ézi a nakonec degradaci fibrozni ¢epicky a destabilizaci platu (Koenig a
Khuseyinova, 2007). Dnes 1ze mnoho z téchto molekul méfit citlivymi testy (Koenig a
Khuseyinova, 2007). V mnoha ptipadech se ukdzalo, ze zvySené koncentrace v ob¢hu jsou

spojeny s budoucimi kardiovaskularnimi pfihodami (Koenig a Khuseyinova, 2007).

Moderni poznatky navic potvrdily, Ze vztah mezi zanétlivou odpovédi a rozvojem
ateroskler6zy neni pouhou asociaci, ale jedna se do znacné miry o kauzalitu (Ridker et al.,
2008; Tibaut et al., 2019). Rozsahla prospektivni studie JUPITER prokazala, Ze u zdravych
pacientli, bez klinicky manifestované aterosklerézy a bez elevace cholesterolu podle
konvenc¢nich norem, nicméné s elevaci hs-CRP, vede 1é¢ba pomoci vysoké davky 20mg
rosuvastatinu denné¢ k vyznamné redukci kardiovaskularnich ptihod béhem dvouletého
sledovani (Ridker et al., 2008). JeSté¢ presvédCivéjsi dikaz o vyznamu zanétu v
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patofyziologii aterosklerozy piinesla v roce 2017 studie CANTOS (Ridker et al., 2017). Do
této, randomizované, dvojité zaslepené, prospektivni studie bylo zafazeno vice nez deset
tisic pacientli, ktefi jiz prodélali infarkt myokardu a méli rezidualni zanét definovany
pomoci mirné elevace hs-CRP. Pacienti byli randomizovani do ¢ty skupin a 1é¢eni pomoci
placeba (a veSkeré konvencéni 1écby uzivané u pacientii po infarktu myokardu), nebo tii
riznych davek monoklondlni protilatky proti IL-1B canakinumabu (Ridker et al., 2017).
Terapie nejvyssi davkou Iéku vedla béhem Ctyfletého sledovani k mirnému snizeni
rekurence kardiovaskularnich piihod, i piestoze pacienti dostavali optimalni konvencni
terapii. Je nutno zminit, Ze 1é¢ba vedla ke zvyseni incidence infek¢énich komplikaci a nebyl

pozorovan vliv na celkovou mortalitu (Ridker et al., 2017).

Vyzkum biomarkerl se nejprve soustiedil na takové, které jsme schopni jednoduse stanovit
relativné béznymi sérologickymi metodami. Takto jsou stanovovany naptiklad reaktanty
akutni faze, mezi které patii sérovy amyloid A (SAA) a zejména vysoce senzitivnim testem
stanovend hladina komplement reaktivniho proteinu (hs-CRP) (Tibaut et al., 2019). Dalsi
moznosti, ktera byla zkoumana, je stanovovani hladin jednotlivych cytokint (inteleukiny,
TNF-a, MCP-1) (Tibaut et al., 2019). Nékteti autofi se soustiedili i na jiné vlastnosti
nestabilniho plétu jako jsou subklinické epizody néasténné trombozy (Tibaut et al., 2019).
Bylo prokazano, Ze zvySend hladina fibrinogenu je rovnéz asociovana s kardiovaskularnimi
ptihodami (Tibaut et al., 2019). Nevyhodou téchto metod je nicméné jejich nizka
specificita (Tibaut et al., 2019). Pravé z tohoto diivodu se vyzkumné usili dale zamétilo na
molekuly konkrétnéji asociované s aterosklerotickym platem. Ze sérologicky stanovenych
testll 1ze v tomto ohledu zminit stanoveni hladin adhezivnich molekul (VCAM-1, ICAM-
1), hladin proteolytickych enzyma (MMP), hladin oxidovaného LDL, nebo molekul
souvisejicich s aktivaci monocyto/makrofagového systému (solubilni CD40 ligand,

myeloperoxidaza) (Tibaut et al., 2019).

V poslednich letech se vyzkum biomarkeri aterosklerézy zaméfil rovnéz na jeji
patofyziologii na irovni genomu (Leistner et al., 2016; Kaudewitz et al., 2015;
Fichtlscherer et al., 2011). Je zjevné, ze prave deregulace na této urovni vede ke zméné
genové exprese ve specifickych butikach a v konecném disledku ke zméné hladin vSech
vyse uvedenych proteint. Velmi zajimava je zejména observace puisobki, kterymi je
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genova exprese ovlivilovana na epigenetické urovni. Mezi t€émito se v poslednich letech
zdaji byt velmi slibné tzv. mikroRNA (miR). Jednd se o malé nekodujici molekuly RNA,
které plisobi jako modifikatory genové exprese (Feinberg a Moore, 2016; Economou et al.,
2015; Kaudewitz et al., 2015). Jakmile se navazou na cilovou mRNA, mohou zptsobit jeji
degradaci nebo potlaceni jejich translace (Feinberg a Moore, 2016; Economou et al., 2015;
Kaudewitz et al., 2015). MikroRNA tedy fidi mnoho bunéénych procest a hraji roli v
patogenezi riznych onemocnéni, kterd zahrnuji aterosklerozu (Feinberg a Moore, 2016;
Economou et al., 2015; Kaudewitz et al., 2015). Molekuly jsou velmi stabilni, snadno
detekovatelné pomoci kvantitativni polymerazové tetézové reakce (QPCR) a jsou relativné
tkanovée specifické (Leistner et al., 2016; Kaudewitz et al., 2015; Fichtlscherer et al., 2011).
Diky témto vlastnostem se miR jevi jako velmi vhodné biomarkery (Leistner et al., 2016;
Kaudewitz et al., 2015; Fichtlscherer et al., 2011). Hladiny nékterych specifickych miR
byly asociovany s aterosklerdzou, resp. vulnerabilnim aterosklerotickym platem (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 i v rdmci farmakoterapie

(Ulrich et al., 2016).

1.5 Zobrazovaci metody

Nejlépe prozkoumanou vlastnosti VP je, diky celé fad€ studii na kadaver6znich vzorcich
pacient s AKS a jinymi komplikacemi aterosklerdzy, jednozna¢né jejich patologicko-
anatomické sloZeni. Jako korelat VP, ktery je v tomto kontextu nejvice zkouman, je
nejcasteji povazovan TCFA (Virmani et al., 2006). S rozvojem modernich zobrazovacich
metod jsme schopni mnoho jeho charakteristik pozorovat in vivo. Nejdostupnéjsi a do
zna¢né miry nejlépe prozkoumanou metodou invazivniho zobrazeni véncitych tepen je
jednozna¢né koronarni angiografie. Nevyhodou této metody je, Ze zobrazuje pouze
kontrastni latkou naplnéné lumen cévy. Nedostaneme tedy mnoho informaci o patologii
probihajici ve sténé cévy. Prospektivni multicentrickd studie PROSPECT prokazala, Ze
aterosklerotické platy zodpové€dné za vznik akutni koronarni piihody jsou vétSinou
angiograficky malo vyznamné (Stone et al., 2011). Z téchto divodi byla pro detailn&jsi

zobrazeni aterosklerotickych plath vyvinuta celd fada neinvazivnich a invazivnich
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zobrazovacich metod, které jsou schopny nabidnout detailnéjsi informaci o jejich struktufe

(Horvéth et al., 2014).

Nekteré z téchto zobrazovacich metod se zaméiuji na mikroanatomii (Sanon et al., 2013;
Bruggink et al., 2010). Pokud jde o neinvazivni zobrazovaci metody, zda se, ze nejvétsi
moznosti nabizi CT-koronarografie (computed tomography coronary angiography;
CTCAG). Ngkteré znaky aterosklerotickych plati detekované pomoci CTCAG (pozitivni
remodelace, plat s nizkou atenuaci, mikro-kalcifikace) jsou asociovany s 1ézi zodpovédnou
za vznik AKS (Motoyama et al., 2013). DtleZitou vySetfovaci metodou je rovnéZ duplexni
ultrasonografie, kterda umoziuje diky vysoké frekvenci ultrazvuku velmi detailni,
neinvazivni zobrazeni cévni stény. Diky této metodé¢ jsme schopni ¢asné detekovat
subklinické aterosklerotické zmény a zhodnoceni tloustky intimy a vylouceni karotickych
platl je soucasti bézného, dobfe provedeného skriningu (Visseren et al., 2021). Mezi
invazivni metody uzivané k detekci VP patii intravaskularni ultrazvuk (IVUS), virtualni
histologie odvozend z intravaskuldrniho ultrazvuku (VH-IVUS) a intravaskularni opticka
koherentni tomografie (OCT). Nejzavedenéjsi metodou v detekci VP je IVUS.
Prospektivni studie v minulosti prokazaly schopnost IVUS identifikovat platy zpisobujici
budouci koronarni ptihodu (Calvert et al., 2011; Stone et al., 2011). Pozoruhodné je, Ze Slo
0 objemné, pozitivné remodelované aterosklerotické platy, které obsahovaly TCFA, avSak
angiograficky §lo ¢asto o mélo vyznamné sten6zy (Stone et al., 2011). V nedavné dobé byl
prokdzan vztah velikosti platu a pfitomnosti lipidového jadra (Dohi et al., 2015; Brugaletta
et al., 2011; De Boer et al., 2014). Novou, slibnou metodou je OCT. Diky desetinasobné
vétSimu rozliSeni ve srovndni s IVUS jde o ideélni néstroj pro studium mikroanatomie
(Toutouzas et al., 2016). V soucasné dobé¢ je potencialu OCT pii identifikaci VP vénovéana
velkd pozornost (Kato et al., 2012; Kubo et al., 2021). Nékteré diagnostické metody
vyuzivaji k urceni rizikovosti aterosklerotického platu méfeni jeho metabolické aktivity ¢i
urCeni jeho mechanickych vlastnosti (napf. intravaskularni termografie, palpografie a
elastografie). Zadna z téchto metod dosud nenaplnila vloZena o¢ekavani (Sanon et al.,

2013; Bruggink et al., 2010; Suh et al., 2011; Schaar et al., 2003; de Korte et al., 2002).
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1.5.2 Blizka infradervena spektroskopie

Pro stanoveni chemického slozeni aterosklerotického platu byla vyvinuta metoda
intrakorondrni blizké infracervené spektroskopie (NIRS). Cilem metody je identifikace
lipidovych jader v aterosklerotickych platech (Sanon et al., 2013; Bruggink et al., 2010).
Predpoklada se, ze platy s velkym lipidovym jadrem jsou korelaty VP (Fleg et al., 2012).

Blizka infracervend spektroskopie je technologie, kterd se po desetileti pouziva ke
stanoveni chemického slozeni latek (Caplan et al., 2006). Tato metoda je zaloZena na
principu odlisné absorbance svétla o vinové délce blizké infracervenému zareni (NIR;
vlnova délka od 800 do 2 500 nm) riznymi latkami. Kazd4 latka mé charakteristicky vzor

absorbance NIR vyjadieny specifickym NIR obrazem (Caplan et al., 2006).

Ptirozen¢ se tedy nabizela moznost vyuzit tuto metodu k identifikaci potencialné
vulnerabilnich aterosklerotickych platt bohatych na cholesterol. Vyzkum v této oblasti
zacal poc€atkem 90. let, ale trvalo dlouho, neZ byl vyvinut pouZitelny NIRS katétr (Cassis a
Lodder, 1993). V soucasné dobé¢ je k dispozici hybridni katétr, ktery umoziuje souasnou
detekci NIRS 1 IVUS signalu (TVC Imaging System, Infraredx a Nipro company, Bedford,
MA, USA). Vyhoda kombinace NIRS a IVUS v jednom systému spociva ve faktu, ze
béhem jednoho vySetfeni ziskdme informaci jak o sloZeni aterosklerotického platu pomoci
NIRS, tak 1 o jeho mikroanatomické struktufe pomoci IVUS. Jak jiz bylo uvedeno vyse,
moznosti detekce jistych charakteristik VP pomoci IVUS byly demonstrovany v
prospektivnich studiich (Stone et al., 2011).

Vysledky NIRS jsou prezentovany jako tzv. ,chemogram®, coz je obraz, jehoz barvy
vyjadiuji pravdépodobnost piitomnosti lipidi. Kazdy pixel piedstavuje pravdépodobnost
pritomnosti lipidii v daném misté. Nizkd pravdépodobnost je znazornéna Cervené, vysoka
pravdépodobnost zluté. Osa X chemogramu oznacuje polohu v milimetrech, osa Y udava
obvodovou polohu ve stupnich. Chemogram tedy znazoriiuje podélny fez cévou (obr. 4)
(Caplan et al., 2006; Horvath et al., 2014). Pro kvantifikaci pfitomnosti lipidi v zobrazené
oblasti bylo zavedeno nékolik parametrii. Lipid-core burden index (LCBI) je definovan
jako podil Zlutych pixelll na chemogramu vynasobeny 1000. Maximal lipid core burden
index per 4 mm (maxLCBlymm) popisuje oblast s nejvyssi ptitomnosti lipidi. Déle lze
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meéfit primérny a maximalni thel lipidového jadra v oblasti zajmu pro lepsi charakteristiku
obvodového rozsahu 1éze (obr. 4) (Gardner et al., 2008; Horvath et al., 2016; Horvath et
al., 2014).
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Obr. 4 - Koronarografie a odpovidajici zaznam blizké infraervené spektroskopie a intravaskularniho
ultrazvuku (NIRS-IVUS) stenozy ramus interventricularis anterior (RIA) u pacienta, ktery v nedavné dobé
prodélal perkutanni koronarni intervenci (PCI) pravé véncité tepny (ACD) pro infrakt myokardu s elevacemi
useku ST (STEMI). Angiograficky vyznamna stenéza RIA je patrna v panelu A. Obraz konvencniho IVUS z
mista stendzy (panel B) je doplnén o informaci poskytnutou NIRS (barevny prstenec okolo obrazu z IVUS).
Zluta barva oznaduje piitomnost a lokalizaci lipidii v ramci 1éze. V NIRS chemogramu z mista 1éze Zluta
barva oznacuje lipidové jadro lokalizované pfimo v oblasti nejtésnéjsi stenodzy (panel C, Cervend Sipka).
Délka chemogramu reprezentuje vzdalenost posunu Kkatétru, zatimco jeho Sitka predstavuje rotaci
zobrazovaci sondy od 0 do 360 stupnd. Rozsah lipidového jadra je kvantifikovan pomoci parametru lipid-
core burden index (LCBI), ktery je frakci Zlutych pixeli a celkového poctu pixelll ve vySetfené oblasti
vynasobenou tisicem. Oblast s nejvyssi lipidovou zatézi je charakterizovana pomoci maximalniho lipid-core
burden index (maxLCBIy ) (panel C). (pievzato z Horvath et al., 2014)

V roce 2008 Gardner a kol. (Gardner et al., 2008). publikovali prospektivni studii pitevnich
vzorkld, v niz prokazali, Ze syst¢tm NIRS-IVUS je, v kadaveroznich vzorcich, schopen
presné detekovat platy s velkym lipidovym jddrem pfti srovnani s histologickymi preparaty
(Stone et al., 2011; Gardner et al., 2008). Nasledné byla potvrzena moznost koronarni
detekce plath s velkym lipidovym jadrem pomoci NIRS-IVUS in vivo (Waxman et al.,
2009). Tato zjisténi zahdjila rozsédhly vyzkum v oblasti NIRS-IVUS.

I kdyZ byl NIRS specidlné vyvinut pro identifikaci VP, zda se, Ze ma mnoho dalSich
aplikaci v klinické praxi (Horvéath et al., 2014). Informace o obsahu lipidi v platu a rozsah
lipidového jadra v kombinaci se strukturdlni informaci z IVUS umoziuji tzv. skute¢nou
charakteristiku cévy (true vessel characterization) (Horvath et al., 2014). Skutecna
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charakteristika cévy napomaha k rizikové stratifikaci pacientl pied 1écbou koronarni
nemoci, k optimalizaci vysledku perkutanni koronarni intervence (PCI), uloZeni stentu, ke
snizeni rizika periproceduralniho infarktu myokardu (Brugaletta et al., 2012). Informace o
slozeni platu mohou pomoci pii Gpravé farmakoterapie (Kini et al., 2013). Vysoky obsah
lipidd v aterosklerotickém platu rovnéz zvysuje riziko komplikaci na podkladé distalni
embolizace jeho obsahu (Berezikov et al., 2007). Ta ma za nasledek obstrukei distalniho
povodi tepny s rizikem vzniku periproceduralniho infarktu myokardu. Vztah mezi
hodnotou LCBI pfed zavedenim stentu a zvySenim srdec¢nich biomarkerii nad prahovou
hodnotu pro periproceduralni infarkt myokardu, byl pozorovan po jeho ulozeni v nékolika
studiich a kazuistikach (Goldstein et al., 2009; Goldstein et al., 2011; Schultz et al., 2010;
Raghunathan et al., 2011).

Ackoliv je koronarni angiografie stale povaZzovana za zlaty standard zobrazeni morfologie
koronarnich tepen, je tfeba mit na zfeteli, ze neposkytuje podrobné informace o cévni sténé
nebo o struktuie aterosklerotického platu uréeného k PCI (Horvath et al., 2014). Ke
zlepSeni predintervencni charakterizace 1ézi byly proto testovany ritizné zobrazovaci
modality s cilem minimalizovat riziko proceduralnich a postproceduralnich komplikaci,
napft. ¢asné a pozdni trombozy ve stentu, disekce nebo restendzy (Waxman et al., 2009;
Oemrawsingh et al., 2014; Jang et al., 2014; Sakhuja et al., 2010; Guagliumi et al., 2012;
Kaudewitz et al., 2013; Lee et al., 2010). Dixon a kolegové prokazali moznosti systému
NIRS-IVUS pro ureni optimalni délky stentu k pokryti celého platu s velkym obsahem
lipidi (Dixon et al., 2012). Blizk4 infraervend spektroskopie tedy miize napomoci k
optimalni implantaci stentu pfesnym uréenim rozsahu aterosklerotické 1éze a tim 1 k
prevenci zavaznych komplikaci (napt. akutni trombdza nebo disekce)(Horvath et al.,

2014).

Hlavnim cilem NIRS je nicméné identifikace aterosklerotickych platd spojenych s rizikem
budoucich koronarnich piihod. Skutecnost, Ze 1éze asociované s AKS Ccastéji obsahuji
lipidova jadra, byla prokazana ve studii, ktera porovnavala nalezy AKS s NIRS obrazem
typickym pro stabilni ischemickou chorobu srde¢ni (Madder et al., 2012). Stejni autofi
nasledné¢ publikovali studii piedstavujici charakteristické NIRS nalezy, které byly

podkladem infarktu myokardu s elevaci ST segmenti (STEMI) (Madder et al., 2013). Tyto
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obrazy jsou charakteristické vysokym obsahem lipidi a maxLCBlsyy, nad urcitou
prahovou hodnotu (Madder et al., 2013). Prvni prospektivni studie Oemrawsingha a koleg
hodnotila prognosticky vyznam NIRS (Oemrawsingh et al., 2014). V této prospektivni
observacni studii bylo zafazeno 203 pacientii se stabilni ischemickou chorobou srdecni,
nebo AKS. Tepny, na nichz nebyla lokalizovana 1éze ur¢end k intervenci, byly vySetfeny
pomoci NIRS. Primarni cil studie (tj. kombinace celkové mortality, nefatdlniho AKS,
cévni mozkové piithody a neplanované koronarni revaskularizace) se, béhem ro¢niho
sledovani, vyskytoval Ctyfikrat Castéji u pacient s hodnotou LCBI piesahujici median 43
(Oemrawsingh et al., 2014). Dnes jiz zname data z dvou vétSich randomizovanych studii.
Do studie PROSPECT II bylo zafazeno 898 pacientl s recentné¢ prob&hlym infarktem
myokardu, kterym bylo po revaskularizaci provedeno vySetfeni vSech tifi magistralnich
véncitych tepen pomoci NIRS-IVUS katétru (Erlinge et al., 2021). Primarnim cilem byl
vyskyt zavaznych kardiovaskularnich ptihod (mrti z kardialnich pficin, infarkt myokardu,
nestabilni angina pectoris, progresivni angina pectoris) v souvislosti s charakteristikami
aterosklerotickych platl béhem sledovéani s medianem 3,7 let. Detekce vysokého obsahu
lipidGi pomoci NIRS a objemného, excentricky remodelovaného platu pomoci IVUS byly
silnymi rizikovymi faktory pro vyskyt primdrniho cile (Erlinge et al., 2021). V dalsi,
rozsahlejsi prospektivni randomizované, studii bylo sledovano 1563 pacientti, kterym bylo
provedeno NIRS-IVUS zobrazeni v rdmci srde¢ni katetrizace z divodu stabilni, ¢i
nestabilni ischemické choroby srdecni (Waksman et al., 2019). Cilem studie bylo stanoveni
vztahu mezi platy bohatymi na lipidy (lipid-rich plaque - LRP) detekovanymi pomoci
NIRS-IVUS mimo oblasti oSetfované koronarni intervenci a naslednymi koronarnimi
ptfihodami (Waksman et al., 2019). Jmenovité byl testovan vztah mezi maxLCBlyy, a
vyskytem primérniho cile studie na urovni pacienta i konkrétniho platu (Waksman et al.,
2019). Studie prokazala, Ze toto vySetfeni je schopné odhalit zvySené riziko
kardiovaskularnich pfihod b&hem dvoulet¢ho sledovani (Waksman et al., 2019).
Ptitomnost maxLCBlyy, > 400 kdekoliv v fecisti znamenalo navySeni rizika s HR 1,89
(1,26-2,83; p=0,0021) (Waksman et al., 2019). Jest¢ siln¢jsi asociace byla na trovni platu,
kde detekce platu s maxLCBlyy, > 400 znamenala HR 4,22 (2,39-7,45; p<0,0001)
(Waksman et al.,, 2019). Tato pielomova studie tedy potvrzuje domnénku, ze
spektroskopické data pomahaji v detekci vulnerabilnich platt.
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Pokud se ndm podaii identifikovat VP in vivo, bude nezbytné urcit 1écebné postupy k
prevenci zavaznych klinickych piihod spojenych s rupturou platu (Horvath et al., 2014).
Krom¢ farmakoterapie budou mozna nutné i preventivni interven¢ni zékroky (Horvath et
al., 2014). Rada vyzkumnych praci jiz studovala vliv farmak na dil¢i charakteristiky VP.
Byly to studie s vyuzitim IVUS, angioskopie, OCT a dokonce i NIRS (Brugaletta et al.,
2012; Nissen et al., 2006; Serruys et al., 2008; Takarada et al., 2009). Ve studii
ASTEROID bylo prokdzéano statisticky vyznamné (i kdyz v absolutnich ¢islech malé)
sniZeni rozsahu platu dle IVUS po 2 letech uzivani vysoké davky rosuvastatinu (40 mg
denng) (Nissen et al., 2006). Jina studie s OCT ukézala, ze terapie statiny vyznamné
zvysila tloustku fibrozni Cepicky aterosklerotického platu behem 9 mésict sledovani u
pacientli po AKS ve srovnani s pacienty, ktefi 1ébu statiny ptrerusili (Takarada et al.,
2009). V prospektivni studii YELLOW bylo 87 diabetiki s koronarni nemoci vice tepen, s
jednou tepnou uréenou k intervenci a vyznamnou sten6zou v povodi druhé, randomizovéano
k agresivni (rosuvastatin 40 mg denné) nebo standardni hypolipidemické 1écbé (Kini et al.,
2013). Neintervenovana léze byla vySetfena pomoci NIRS béhem inicidlni PCI a pak
znovu po 7 tydnech. Ve skupiné s vysokymi davkami statinii byly zjiSt€ény vyznamné
zmény v NIRS 1 IVUS parametrech. Tyto vysledky naznacuji, Ze 1écba statiny sniZzuje

obsah lipidt v platu a potencidlné€ snizuje i vulnerabilitu téchto 1ézi (Kini et al., 2013).

1.6 Endotelidlni smykové teni jako marker vulnerabilniho aterosklerotického platu

Endotelidlni smykové tfeni miZzeme definovat jako tieci silu, kterou vyviji tekouci krev na
sténu cévy (Wentzel et al., 2012). Je zavisla na prostorovém gradientu rychlosti toku krve
(ovlivnény rychlosti toku a prasvitem tepny) a jeji viskozité (Wentzel et al., 2012). Ke
zmeénam v hodnotach ESS dochézi pfedevsim v oblastech tepennych ohybi, bifurkaci a v
pozd¢jsich fazich i distaln€ od stenotického postizeni, kde dochézi k naruseni laminarniho
toku krve a tvorbé vortexl s odliSnou rychlosti, smérem a stabilitou toku krve (Wentzel et
al., 2012) (obr. 5). Z experimentalnich modelli vime, ze ESS jako sila neplsobi pouze
pasivné na sténu endotelii, ale je endotelidlnimi buitkami aktivn€ snimano pomoci riznych
typli mechanoreceptori lokalizovanych nejen na jejich lumindlni strané, ale pomoci
integrind i na Grovni mezibunéénych spojl a vazby k bazalni membran¢ (Chatzizisis et al.,
2007). Aktivace téchto receptoriit vede k chemické transdukci pomoci mnoha signalnich

30



kaskad, které v konecném disledku vedou k aktivaci riznych transkripénich faktord,
ovlivnéni genové exprese a nasledné ke zméné bunécného fenotypu (obr. 5) (Wentzel et

al., 2012).

W

Obr. 5 - K ¢asnému rozvoji aterosklerotickych platd dochazi v mistech snizeného ESS - tj. pfedevsim v
oblastech tepennych ohybt, bifurkaci a v pozdéjsich fazich i distalné od stenotického postizeni, kde dochazi
k naruseni laminarniho toku krve a tvorb¢ vortexti s odliSnou rychlosti, smérem a stabilitou toku krve (panel
A). V pozd¢jsich fazich rozvoje aterosklerotického platu vede jeho protruze do arteridlniho lumen k
akceleraci krevniho toku smérem k maximu stendézy a v proximalni ¢asti platu ESS nartistad na supra-
normalni hodnoty (Panel B). Pravé v této oblasti dochazi k destabilizaci aterosklerotickych platd a k jejich
ruptuie (upraveno podle Lee a Chiu, 2019 a Wentzel et al., 2012).

Z vyzkumu in vitro jsme zjistili, Ze vystaveni endotelii narusenému, turbulentnimu toku a
tedy nizkému ESS vede ke zméné jejich fenotypu, ktery odpovidd zmé&nam znamym pfii
rozvoji endotelidlni dysfunkce (Meng et al., 2022). Byla pozorovana zmeéna tvaru a
velikosti endotelidlnich bun€k z diivodu odlisné produkce riznych adhezivnich molekul,
snizeni produkce NO-syntdzy, zména produkce nékterych miR, nebo i transkripcnich
faktort dileZitych v rozvoji zanétlivé reakce (Meng et al., 2022). U¢inky snizeného ESS
na rozvoj a progresi aterosklerotickych plati byly popsdny na modelu uméle vytvorené
stenozy karotidy u hypercholesterolemickych mysi (Souilhol et al., 2019). SniZzeni ESS
vedlo k rozvoji aterosklerotickych plati a pfi porovnani se zdravou, kontralaterdlni
karotidou byla prokdzéna odliSnd genova exprese v endotelidlnich buiikach, vcetné
aktivace n¢kterych genii dilezitych v embryogenezi (Souilhol et al., 2019). Snizeni ESS

vede k snizeni produkce NO a naopak k nadprodukci endotelinu-1 (Wang et al., 2016).
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Dale predevsim cestou aktivace MAP-kinaz podporuje apoptozu endotelii (Chatzizisis et
al., 2007). Dochazi k nadprodukci kyslikovych radikala (Chatzizisis et al., 2007). ZvySeny
oxidativni stres spolu se snizenou produkci NO a transdukei signala nékterych drah vede k
nadprodukci transkripénich faktort (zejména NF-«xB), ktera dale podporuje kaskadu déji
vedoucich k rozvoji zanétlivé odpovédi (Chatzizisis et al., 2007). Nizké ESS navic vede
cestou aktivace specifickych transkripcnich faktort v endoplasmatickém retikulu k zvyseni
exprese genll pro LDL receptory, zvyseni produkce cholesterolu a mastnych kyselin, coz v
kone¢ném diisledku podporuje akumulaci oxidovaného LDL, rozvoj lipidového jadra a
dalsi stimulaci zanétlivé odpovédi (Chatzizisis et al., 2007). V dalsi kaskade dé&ji ESS
podporuje obecnou patofyziologii rozvoje aterosklerotického platu (Chatzizisis et al.,
2007). Vlivem nadprodukce néckterych cytokinti dochdzi k migraci, dediferenciaci a
nakonec k apoptoze hladkych svalovych bunék (Chatzizisis et al., 2007). Nadprodukce
MMP vede k postupnému rozvoji fibrozni Cepicky a cestou aktivace BMP-1 (bone-
morphogenic protein-1) podporuje tvorbu kalcifikaci (Chatzizisis et al., 2007). Tato
pozorovani odpovidaji zkuSenostem z in vivo vySetfeni pomoci riiznych invazivnich
vySetiovacich metod u lidi, kde aterosklerotické platy pozorujeme zejména v oblastech
snizen¢ho ESS, kde dochazi k jejich progresi a rozvoji nekrotického jadra (Candreva et al.,

2022; Thondapu et al., 2021; Costopoulos et al., 2019).

V pozdé¢jsich fazich rozvoje aterosklerotického platu vede jeho protruze do arteridlniho
lumen k akceleraci krevniho toku smérem k maximu stendzy a v proximalni ¢asti platu
ESS nartista na supranormélni hodnoty (Wang et al., 2016). Zda se, Ze pravé v této oblasti
vystavené zvySenému ESS, resp. vysokému gradientu ESS, dochazi k destabilizaci
aterosklerotickych platt a k jejich ruptuie (Obr. 5) (Wang et al., 2016). ZvySené ESS vede
k lokélni nadprodukci NO, ktery podporuje produkci MMP a plasminu (Wang et al., 2016).
Pod timto vlivem je poté facilitovana expansivni remodelace cév (Glagoviiv efekt) a plat
roste, prestoze zplusobuje relativné méné vyznamnou stendzu (Wang et al., 2016). Cestou
signalni transdukce ptes BMP-4 dochazi ke zvySeni produkce TGF-, ktery v proximalni
¢asti platu podporuje apoptézu VSMC a progresi nekrotického jadra (Wang et al., 2016).
Zvysené¢ ESS zpusobuje nadprodukci vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru

(VEGF), ktery podporuje angiogenezi a neovaskularizaci nekrotického jadra (Wang et al.,
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2016). Ta mimo jiné vede ke krvaceni uvnitf platu, které déale podporuje jeho rist,
zanétlivou odpovéd’ a v koneéném disledku vede k jeho destabilizaci. Vlivem pulisobeni
MMP navic dochazi k postupné degradaci fibrozni Cepicky, coz v kone¢ném disledku

zpusobi rupturu aterosklerotického platu (Wang et al., 2016).
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2 HYPOTEZY A CILE PRACE
2.1 Hypotéza 1

Pomoci kvantitativni polymerazové fetézové 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 blizké infracervené spektroskopie v karotické stendze
je znadmkou vulnerability aterosklerotického platu. Lipidovy signal se bude vyskytovat
Castéji v proximdlni ¢asti platu kde, vlivem plsobeni zvySené¢ho endotelidlniho smykového

tieni, dochazi k jeho destabilizaci.

2.3. Cile prace

Cilem nasi prace je blize porozumét patofyziologii destabilizace vulnerabilniho
aterosklerotického platu a pomoci popisu né€kterych jeho charakteristik pfispét k jeho

multimodalni detekci.
Jednotlivé cile prace jsou nésledujici:

1. Identifikovat plazmatické miR ze vzorkl periferni Zilni krve pacientl se STEMI,
které by mohly pomoci pii diagnostice v Casnych stadiich STEMI a mohou tak byt
pouzity jako biomarkery nestabilniho vulnerabilniho aterosklerotického platu.

2. Prokazat proveditelnost a bezpe¢nost NIRS-IVUS v detekci lipidového jadra ve
stendze arteria carotis interna.

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

4. Korelovat data ziskand z NIRS-IVUS vysSetieni karotické stendzy s vyskytem

konvenc¢nich kardiovaskularnich rizikovych faktora.
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3 METODIKA
3.1 Obecné metodické postupy a definice

3.1.1 Definice

Mikro RNA- malé nekddujici molekuly RNA o délce 22-26 nukleotida, které ovliviiuji

genovou expresi na urovni translace diky inhibici, nebo navozeni degradace mRNA.

Stabilni ischemicka choroba srde¢ni - pro potieby nasi studie byli pacienti se stabilni
ischemickou chorobou srde¢ni definovani jako pacienti s klinickym priikazem ndmahové

ischémie a alespoii jednou angiograficky vyznamnou sten6zou epikardialni véncité tepny.

Akutni koronarni syndrom — v rdmci prace chapan jako pritkkaz akutniho uzavéru, nebo
stendzy veéncité tepny na koronarni angiografii v kontextu klinickych a/nebo

elektrokardiografickych znamek ischémie.

Symptomaticka stenoza karotidy - zaZeni karotidy u pacientl s anamnézou cévni mozkové

ptihody v ptedchozich 6 mésicich.

Vyznamna sten6za karotidy — zuZeni arteria carotis interna o 50% vuci referenénimu tseku

pokud je sten6za symptomaticka a o 70% u asymptomatické stenozy.

Endotelidlni smykové tieni - tfeci sila, kterou vyviji tekouci krev na sténu cévy.
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3.1.2 Katetriza¢ni metody
3.1.2.1 Selektivni koronarni angiografie

Selektivni koronarni angiografie je zlatym standardem v zobrazeni véncitych tepen
(Veselka et al., 2015). Vykon jsme provadéli perkutannim ptistupem cestou arteria
femoralis, ¢i arteria radialis. Tepenny pfistup jsme zajistili tzv. Seldingerovou technikou,
kdy byla nejprve provedena piesna punkce tepny pomoci specializované jehly, touto cestou
jsme pak do lumina cévy zavedli atraumaticky vodi¢. Nasledné byl tepenny vstup dilatovan
pomoci dilatatoru a do tepny byl po vodici zaveden vySetfovaci katétr. Pomoci
specializovanych katétrii byla poté selektivné sondovana ob¢ koronéarni usti a byla do nich
aplikovana jodova kontrastni latka. NapInéni lumen cévy jsme snimali pomoci rentgenky a
bylo zobrazeno v digitalni podobé€. Pro ptesné zhodnoceni vyznamnosti tepenného ziuzeni

byly tepny zobrazovany minimalné ve dvou na sebe kolmych rovinéch.
3.1.2.2. Perkutanni koronarni intervece

V indikovanych ptipadech na SKG navazovala perkutanni koronérni intervence. Vykon
jsme v takovém ptipad¢ provedli ze stejného perkutanniho ptistupu. Cestou vodiciho
(guiding) katétru jsme do ptislusné véncité tepny, distalné od oSetfované stendzy
indikované k intervenci, umistili koronarni vodi¢ o priimeéru 0,014 (Veselka et al., 2015).
V ptipadé potteby jsme pouzili podobné vodice 1 k zajisténi ptistupu do bocnich vétvi.
Touto cestou jsme nasledné zavedli instrumentarium potiebné k vlastni koronarni
intervenci. Lézi jsme obvykle dilatovali pomoci specializovaného balénkového katétru,
ktery po naplnéni smési kontrastni latky a fyziologického roztoku 1€ézi roztahl vysokym
tlakem. Nasledné jsme do oSetfovaného postizeni umistili stent. Z divodu prevence
pozdéjsiho opétovného zizeni tepny na podklad€ neointimalni hyperplazie jsme pouzivali
moderni Iékové stenty potazené cytostatiky. Po uloZeni stentu byla jako prevence trombdzy
pacientiim podana tzv. dudlni antiagregacni terapie v podobé kombinace kyseliny
acetylsalicylové a clopidogrelu, ¢i ticagreloru. Pokud mél pacient z klinickych divoda
indikovanou antikoagula¢ni 1éCbu, tak jsme postupovali s kombinovanou terapii dle

doporucenych postupu Evropské kardiologické spolecnosti (Valgimigli et al., 2018).
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3.1.2.3. Karoticky stenting

Karoticky stenting (CAS) je v indikovanych piipadech alternativou chirurgické
endarterektomie u pacientd s vyznamnou stendzou a. carotis interna. Vyznamnost stenozy
jsme pied vykonem vzdy ovétili pomoci duplexni ultrasonografie. Samotny vykon byl
proveden z femoralniho pfistupu zajisténého pomoci Seldingerovy metody. Nejprve jsme
zabezpecili ptistup do postizené karotidy pomoci 7 nebo 8 French silného guiding katétru,
nebo 6 French silného vodiciho zavadéce (sheathu). Poté bylo provedeno dikladné
angiografické zobrazeni podobné jako pfi SKG k ovéfeni vyznamnosti stendzy. K
zobrazeni karotickych tepen jsme vzdy pouzili metodu tzv. digitalni subtrakéni
angiografie, kterd umoznuje presnéjsi urCeni vyznamnosti sten6zy v okoli kostnich
struktur. Skiaskopicky obraz byl digitdln¢ zpracovan pted a po podani kontrastni latky. Pro
zvyraznéni angiograficky naplnéného lumen tepny byly poté ve vysledném angiografickém
zobrazeni digitaln€ potlaceny (subtrahovany) struktury, které byly pfitomny na inicialnim
snimku. Obraz karotické stendzy byl vzdy hodnocen v minimalné dvou na sebe kolmych

rovinach.

Pokud bylo, na zéklad¢ angiografického zhodnoceni rozhodnuto o intervenci, nasledovalo
zavedeni tzv. protek¢éniho systému, jehoz smyslem je zabranéni distalni embolizace
aterosklerotickych hmot do mozku. K tomuto jsme uzivali bud’ tzv. distalni ochranu
pomoci specializovaného filtru [Emboshield NAV6 (Abbott Vascular, Redwood City, CA,
USA)] nebo systém tzv. proximalni protekce pomoci specializovaného balonkového
katétru, ktery po inflaci balonki v arteria carotis communis a arteria carotis externa vede k
pfechodnému oblenéni toku v oSetfované tepné [Mo.Ma (Invatec, Roncadelle, Italie)]. O
typu pouzitého protekéniho zatizeni rozhodoval zkuSeny operatér na zakladé
angiografického nalezu a zhodnoceni dalSich klinickych faktorli véetn€ obrazu
kontralateralniho a intrakranidlniho fecisté. Ve vyjimecnych piipadech jsme oba
mechanismy kombinovali. Po zavedeni protekéniho zatizeni nasledovalo zobrazeni pomoci
NIRS-IVUS (viz niZe), které ndm poskytlo dalsi informace o povaze sten6zy. Po tomto
detailnim zobrazeni karotické sten6zy jsme piistoupili k samotnému oSetteni. Dle
rozhodnuti operatéra mohla byt 1éze nejprve pfipravena k umisténi stentu pomoci

predilatace balonkovym katétrem. Nasledovalo umisténi specializovaného stentu ur¢en¢ho
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k oSetfeni karotid. Léze byla nasledné postdilatovana, tak aby byla zajisténa optimalni
apozice stentu. Mezi jednotlivymi kroky intervence jsme vzdy provedli dalsi zobrazeni
pomoci NIRS-IVUS, tak abychom mohli pozorovat jejich vliv na slozeni karotického
platu. Na konci vykonu jsme opét angiograficky verifikovali vysledek. Vzhledem k
rizikovosti vykonu bylo za piijatelny vysledek povazovano zbytkové zizeni do 30%.
Pokud byl vysledek akceptovatelny, ptistoupili jsme k odstranéni protekénich pomicek.
Filtr byl kolabovén a opatrné odstranén. Ped opétovnou deflaci balonka proximalni
protekce, byla krev obsahujici aterosklerotické hmoty z karotidy nejprve odstranéna.
Pacientovi byla po vykonu rovnéz podana dualni antiagregacni 1écba a byl transportovan
na kardiologické odd¢€leni, kde mu byly pravidelné monitorovany zivotni funkce a

neurologicky stav.

3.1.2.4 Zobrazeni pomoci NIRS-IVUS

Vysetieni pomoci NIRS-IVUS je obecné doplitujicim zobrazenim, které se provadi pro
zptesnéni nalezu z SKG, miize napomahat v optimalizaci vyse popsanych interven¢nich
zakroku a v nasi studii poskytl cennd védecka data. Samotny systém je slozeny z 3,2
French silného vySetfovaciho katétru, ktery umoziiuje simultdnni zobrazeni pomoci obou
modalit. Déle se sklada ze zatizeni, které umoznuje zpétny posun a rotaci katétru
vySetfovanou tepnou konstantni rychlosti. Obraz je mozno v realném Case zobrazit a
analyzovat na specialni vySettovaci konzoli. Katétr jsme zavadé€li z ptistupu zvoleného pro
angiografické zobrazeni pomoci 0.014” zavadéciho dratu. Pomoci rentgen kontrastni
znacky byl katétr umistén na pfesné uréenou pozici distalné od oblasti zdjmu. Nasledovalo
automatizované skenovani cévy s postupnym posunem katétru zpét proximalnim smérem
konstantni rychlosti 0,5mm/s. Konec sondy pfi tomto zobrazovani rotuje automaticky
rychlosti 240 otacek za minutu, tak aby bylo moZzné pomoci jak ultrazvukové sondy, tak
laserové NIRS sondy zobrazit celé lumen cévy ve vySetfovaném rozsahu. Zobrazovana
data z IVUS byla dostupna v redlném case na monitoru ovladaci konzole. Data z NIRS
jsme méli k dispozici na konci vySetieni. Pro dalsi off-line analyzu jsme veSkera data
ukladali v digitalni podobé ve forméatu DICOM. Intravaskularni ultrazvuk nadm poskytl
detailni anatomickou informaci o cévni stén¢ a velikosti lumen. Pomahal ndm piesnéji urcit

miru zazeni cévy, odhadnout co je divodem tohoto zizeni, zhodnotit velikost
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aterosklerotického platu a miru pozitivni remodelace. Intravaskuldrni ultrazvuk rovnéz
velmi spolehlivé zhodnoti miru kalcifikace aterosklerotického platu. Data ziskana z NIRS

byla prezentovdna pomoci chemogramu a kvantifikovana pomoci LCBI.

3.1.3 Statisticka analyza

Normaln¢ rozlozend data jsou prezentovana jako primér =+ standardni odchylka (+SD) a
data s nenormalnim rozlozenim jako mediany s mezikvartilovym rozpétim (IQR).
Diskrétni data jsou prezentovana jako absolutni Cisla (%). Distribuce dat byla hodnocena
pomoci D’Agostinova a Pearsonova testu normality, Shapiro-Wilkova testu normality a
Kolmogorova-Smirnovova testu normality. Rozdily v zakladnich klinickych datech mezi
studovanymi skupinami byly hodnoceny pomoci Studentova t-testu. V prvnim experimentu
byla pro ucely srovnani mezi relativnimi expresemi miR mezi ttemi studijnimi skupinami
pouzita Kruskal-Wallisova jednocestna analyza rozptylu. Sila studijnich miR ptedpovidat
STEMI byla analyzovana pomoci ROC ktivky; plocha pod kiivkou (AUC) byla vypoctena
s 95 % intervalem spolehlivosti (CI). Rozdil byl povazovan za statisticky vyznamny,
pokud hodnota P neptesahla 0,05. Veskera data byla analyzovdna pomoci programu

GraphPad prism 6 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).

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

s infarktem myokardu s elevaci ST segmentii

3.2.1 Prehled designu studie

V této studii jsme se rozhodli ur€ovat hladiny miR pomoci qPCR ve vzorcich periferni
zilni krve v modelové situaci akutni ruptury TCFA. Cilem studie bylo urcit nové, dosud
nepopsané biomarkery nestabilniho VP. Z toho divodu byl v uvodu studie proveden
skrining pomoci sondy TagMan. Vysledkem byl seznam deregulovanych hladin miR, které
mely vyrazné odliSnou expresi u pacientli se STEMI. Tato data jsme porovnali s literaturou
a pro dal$i studium jsme vybrali tii vyrazné deregulované miR, u kterych dosud nebyla
znama asociace s ateroskler6zou, ale méli potencialni vztah k patofyzilologii aterosklerozy,
resp. k zanétlivé odpovédi. Dale jsme vybrali devét dalSich miR jako tii druhy kontrol,

které¢ budou popsany nize. Téchto dvanact miR bylo poté validovano v observacni fazi
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studie na celé pacientské populaci (obr. 6). Studie byla schvalena mistni etickou komisi FN
Motol pod cislem jednacim EK-1158/18. VSechny metody byly provedeny v souladu s

prislusnymi smérnicemi a predpisy.

SKRININGOVA FAZE | OBSERVACNI FAZE
4 x STEMI
1 20 x STEMI
TagMan skrining ) 12 miR pro : 20 x SICHS 2 markerv VP
dalsi validaci
20 x NCA

4x NCA

Obr. 6 - schématické zobrazeni zakladniho designu studie. V inicidlni skriningové fazi studie jsme pouzili
specializovany komeréné dostupny ¢ip k rychlému porovnani relativnich expresi velkého mnoZstvi miR,
mezi pacienty se STEMI a NCA. Na zaklad¢ vysledkt skriningu a literarnich poznatkt jsme zvolili 12 miR,
které byly dale validovany v observacni ¢asti studie na celé populaci 60 pacienti. Vysledkem bylo ziskani

dvou novych potencialnich markertt VP.

3.2.2 Skriningova faze studie

V uvodu nasi studie jsme nejprve provedli skrinigové vySetieni 164 miR pomoci
specializovaného Cipu. V této skringové fazi jsme vySetfili vzorky periferni zilni krve Ctyt
pacientli se STEMI a jejich profil exprese miR jsme porovnali se vzorky periferni Zilni
krve u ¢tyf negativnich kontrol (NCA). Za tyto byli zvoleni pacienti s klinicky indikovanou
SKG, u kterych jsme angiograficky nedetekovali aterosklerotické zmény na véncitych

tepnach. Ze vzorkl byla nejprve izolovana plasma, ve které jsme nasledné ziskali celkovou
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RNA podle postupu shodného s observacni fazi studie, ktery bude detailné¢ popsan nize. Z
celkové RNA jsme provedli skrining miR pomoci komeréné dostupnych microRNA karet
TagMan Array (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) (obr. 7). Postupovali jsme

podle doporuceni vyrobce.

Periferni Zilni krev 4 ———— P25 (— Periferni Zilni krev 4
pacienti se STEMI negativni kontrol-NCA

Celkova RNA

Inicialni skrining pomoci TagMan Array card

h 12 miR pro dalsi validaci

5 miR asociovanych s
koronarni aterosklerézou
(pozitivni kontroly)

| | | |

Pozitivita u STEMI Pozitivita potvrzuje Negativita potvrzuje Pozitiva u STEMI
znaci marker VP spravnou metodiku véasnost odbéru potvrzuje IM 1. typu

2 miR asociované s 2 miR asociované s
nekrozou myokardu aktivaci desticek

3 deregulované
studijni miR

Obr. 7 - schematické znazornéni pribéhu inicialni skriningové faze studie. V této fazi byly srovnany profily
exprese miR ve vzorcich periferni zilni krve pacienti se STEMI a NCA. Zkumavky s periferni zilni krvi byly
nejprve centrifugovany za ucelem ziskani vzorkl plasmy. Z této byla nasledné izolovana celkova RNA. Po
jeji reverzni transkripci jsme pomoci specialniho komerén€ dostupného Cipu (TagMan Array card) provedli
analyzu exprese celkem 164 miR. Na zakladé vysledkl byly vybrany 3 studijni miR a dale celkem 9 miR,
které slouzily jako kontroly. P&t pozitivnich kontrol bylo zvoleno na zaklad¢ odlisné exprese a znamé
asociace s aterosklerozou. Jejich pozitivita méla potvrdit spravné provedenou metodiku v observacni fazi
studie. Dale jsme na zaklad¢ literarnich dat zvolili dvé miR asociované s nekréozou myokardu. Tyto slouzily
jako kontroly v€asnosti odbéru a jejich negativita méla potvrdit, ze studijni miR jsou v krvi detekovany velmi
¢asné a jejich piivod by mohl byt v samotném rupturovaném VP. Dalsi dvé miR byly zvoleny na zakladé
literarnich dat jako biomarkery aktivace krevnich desticek. Tyto ndm pomohly potvrdit, Ze
patofyziologickym podkladem STEMI u zatazenych pacientd byl tzv. infarkt myokardu 1. typu na podkladé

akutni koronarni trombdzy v terénu rupturovaného aterosklerotického platu.

41



Zacali jsme reverzni transkripci (RT) pomoci Megaplex™ RT Primerti, Human Pool A+B
v2.1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a komer¢né dostupné soupravy
TagMan MicroRNA Reverse Transscription Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA). Pro vSechny reakce RT byl pouzit termocykler Lab Cycler (Sensoquest, Gottingen,
Némecko). Nasledovala preamplifikacni reakce pomoci MegaplexPreAmp Primert
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a TagMan® PreAmp Master Mix
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Nakonec jsme provedli gPCR pomoci
karet TagMan Array Human MicroRNA A+B (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) s TagMan Universal PCR Master Mix, bez AmpErase UNG (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) podle protokolu poskytnutého vyrobcem. Kvantitativni
polymerdzova fetézova reakce byla provadéna pomoci pfistroje QuantStudio 7 Flex Real-
Time PCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Pro normalizaci miR byl
pouzit primér vSech expesi v TagMan Array Human MicroRNA A+B Cards.

Na zéklad¢ vysledkt skriningu jsme vybrali celkem 12 miR pro validaci v celé studované
populaci (tab. 2). Nejprve jsme zvolili tfi studijni miR, které byly ve skriningu vyznamné
deregulovany (miR-331, miR-151-3p a miR-518d) a dosud nebyl popsan jejich pifimy
vztah k ateroskler6ze. Dale jsme jako pozitivni kontroly vybrali miR-146a, miR-145, miR-
155, miR-24 a miR-323p, které jsou dle literatury spojovany s AKS (Bao et al., 2015;
Wang et al., 2016; Raitoharju et al., 2011; Di Gregoli et al., 2014; Zhu et al., 2012; Pilbrow
et al., 2014). Jako kontroly v€asnosti odebirani vzorkli jsme vybrali miR-208 a miR-499,
které¢ jsou dle predchozich studii asociovany s nekrézou myokardu (Li et al., 2015).
Nakonec jsme vybrali miR-191 a miR-223, které jsou spojeny s aktivaci krevnich desticek,
abychom potvrdili tvorbu koronarniho trombu v disledku infarktu myokardu prvniho typu

(Pordzik et al., 2018).
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Tab. 2 - Piehled miR vybranych na zaklad¢ vysledki skriningové faze studie k dalsi validaci v celé populaci

60 pacientt zafazenych do studijni, observacéni faze studie.

. Pozitivni Biomarkery Biomarkery
Studijni miR . > o i
kontroly aktivace desticek myokardialni nekrozy
miR-331 miR-146a miR-191 miR-208
miR-151-3p miR-145 miR-223 miR-499
miR-518d miR-155
miR-24
miR-323p

3.2.3 Observacni faze studie
3.2.3.1 Charakteristika souboru

Do této observacni studie ptipadli a kontrol bylo zafazeno celkem 60 pacientl, ktefi
podstoupili SKG na Kardiologické klinice 2. 1ékafské fakulty Univerzity Karlovy a
Fakultni nemocnice Motol. Soubor pacientt se skladdal z kohorty 20 pacientii se STEMI a
dvou shodné pocetnych kontrolnich skupin. VSichni pacienti, ktefi byli do studie zatazeni,

byli starsi 18 let a poskytli podepsany informovany souhlas.

Studijni skupina byla zvolena jako modelova situace, kterd je nejblizSim klinickym
korelatem akutni ruptury TCFA a je nejlépe definovatelnd pomoci béznych vySetfovacich
metod. VSichni vybrani pacienti spliovali definicit STEMI podle doporuceni Evropské
kardiologické spolecnosti (tj. pacienti s pietrvavajicim hrudnim dyskomfortem nebo jinymi
symptomy naznacujicimi ischémii a vyznamnou elevaci ST segmentu alespont ve dvou
sousedicich svodech) (Ibanez et al., 2018; Thygesen et al., 2018). Po odb&ru vzorkl krve
m¢eli vSichni pacienti prokdzanou trombotickou okluzi véncité tepny jako patofyziologicky
podklad infarktu myokardu, kterd byla lécena pomoci PCI. Ze studie byli vylouceni ti
pacienti, u kterych byl infarkt myokardu povazovén jiz za subakutni, tj. pokud v dobé&
piijezdu do nemocnice uplynulo vice nez 12h od zacatku obtizi, pokud byly na EKG jiz

patrné Q kmity, nebo pokud nebylo mozno na zakladé symptomii rozhodnout o délce
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trvani koronarni okluze. Déle jsme vyfadili pacienty s aktivnim zanétlivym, C¢i
onkologickym onemocnénim, anémii, rendlnim (odhadovand glomerularni filtrace nizsi

nez 30 ml/min/1,73 m2) a jaternim selhdnim.

Jako prvni kontrola byla zvolena skupina 20 pacientti bez anginy pectoris, kteii podstoupili
na Kardiologické klinice 2. Iékatské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice
Motol klinicky indikovanou SKG, kterd neprokdzala zadné aterosklerotické postizeni
vénlitych tepen (NCA). Ve vétsSiné piipadl se jednalo o pacienty s onemocnénim
srdecnich chlopni, kteti SKG podstoupili v rdmci pfedopera¢niho vySetieni. Tato skupina
slouzila k potvrzeni, ze studované miR jsou elevovany obecné u pacientil s koronarni
ateroskler6zou. Podminkou zafazeni byl podepsany informovany souhlas a prikaz
normalniho koronarniho angiogramu. Pro potvrzeni, Ze jsou studované miR deregulovany
pouze v kontextu AKS, a nejsou ukazatelem aterosklerdzy obecné, jsme do studie zatadili
druhou kontrolni skupinu 20 pacientd se stabilni anginou pectoris a alespon jednou
angiograficky verifikovanou, vyznamnou stenézou véncité tepny (vice nez 50%
stenoza)(SICHS). Do obou kontrolnich skupin nebyli zafazovani pacienti s aktivnim
zanétlivym, €1 onkologickym onemocnénim, anemii, renalnim (odhadovand glomerularni

filtrace niz8i nez 30 ml/min/1,73 m2), ¢i jaternim selhanim.

3.2.3.2 Nemocni¢ni faze zpracovani vzorki

Vzorky periferni zilni krve byly odebirany do 9ml EDTA zkumavek. U pacientli se STEMI
byla krev odebrana ihned po pfijeti pacienta do nemocnice. Diivodem byla snaha o detekci
co nejcasnéji vyplavenych miR, které by nemély mit piivod v nekrotickém myokardu.
Vzorky krve pacientim s SICHS byly odebrany po angiografické verifikaci vyznamné
koronarni stendzy, ale vzdy pted provedenim PCI a podanim heparinu. Toto mélo zabranit
zkresleni pozorovaného ndlezu provedenou PCIL. Vzorky krve pacienti s NCA byly
odebrany poté, co diagnosticka angiografie neprokazala postizeni véncitych tepen

aterosklerdzou.

Ihned po odbéru byly vzorky plné krve centrifugovany pii 1000 g po dobu 10 minut, aby

se oddélila plazma od ¢ervenych krvinek. Vzorky byly nasledné pipetovany do zkumavek

bez DNazy a RNazy a znovu centrifugovany pii 2000 g po dobu 15 minut, aby se ze
44



vzorku odstranily i krevni desticky. Nakonec byla vysledna plazma rozdé€lena na alikvoty
po 500 pl do Eppendorfovych zkumavek bez DNazy a RNazy, které byly hluboce
zmrazeny pii -80°C (obr. 8). V této podob¢ byly vzorky transportovany na suchém ledu k
dalSimu zpracovani do vyzkumné laboratofe Oddéleni experimentalni revmatologie,
Revmatologické kliniky 1. lékarské fakulty Univerzity Karlovy a Revmatologického

astavu.

A B C D E
STEMI .

SICHS
Q 7 IOminut

}?} ‘ U\Q -80°C

xﬁ%&% 2

15 minut

Obr. 8 - schématické znazornéni nemocnicni fize zpracovani vzorki. Pacientim se STEMI byly v dobé
ptijezdu do nemocnice odebrany vzorky periferni zilni krve do 9ml EDTA zkumavek. U kontrolnich skupin
byly podobné vzorky periferni zilni krve odebirany v katetriza¢ni laboratofi po urceni diagnozy a vzdy pted
provedenim PCI. Nasledovala centrifugace vzorkt pfi 1000g po dobu 10 minut k oddéleni plasmy. Tato byla
pfenesena do specializovanych zkumavek bez Dnazy a Rnazy a nasledné byla provedena dalsi centrifugace
pii 2000g po dobu 15 minut s ucelem oddé€leni krevnich desticek. Vysledna plasma byla pipetovana po do

Eppendorfovych zkumavek s objemem 500 pl a byla pro dalsi zpracovani hluboce zmrazena pti -80°C.
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3.2.3.4 Laboratorni faze zpracovani vzorku
3.2.3.4.1 Izolace celkové RNA a jeji kvantifikace

Pro potteby dal§iho laboratorniho zpracovani a kvantifikace miR bylo nejprve tieba
izolovat z odebrané plasmy veskerou dostupnou ribonukleovou kyselinu, tedy tzv.
celkovou RNA. Toto jsme provadéli vzdy ze 100 pl vzorkii plazmy pomoci komeréné
dostupné soupravy miRNeasy Serum/Plasma kit (Qiagen, Hilden, Némecko). Ve vSech
pripadech bylo postupovano podle protokolu vyrobce. Izolovana celkova RNA spliiovala

podminky dobré kvantity i Cistoty. Vysledné vzorky byly skladovany pii -80°C.

3.2.3.4.2 Analyza studijnich miR

Vybrané miR byly nejprve podle navodu vyrobce reverzné transkribovany specifickymi
testy TagMan microRNA Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) pomoci
komeréné dostupné sady TagMan MicroRNA Reverse Transscription Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Nasledovala reakce qPCR pomoci specifickych testl
TagMan microRNA Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) s TagMan
Universal PCR Master Mix, bez AmpErase UNG (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Pro vSechny reakce reverzni transkripce byl pouzit termocykler Lab Cycler
(Sensoquest, Gottingen, Némecko) a vSechny kvantifikaéni reakce byly provadény pomoci
systému QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) (obr. 9). Pro normalizaci bezbunéénych miR byla pouZita spike-in kontrola cel-miR-

39 (IDT, San Jose, CA, USA), pochazejici z Caenorhabditis elegans.

46



Obr 9 - schématické znazornéni laboratorni faze zpracovani vzorkii. Zmrazené vzorky byly na suchém ledu
transportovany do laboratofe Oddéleni experimentalni revmatologie, Revmatologické kliniky 1. lékarské
fakulty Univerzity Karlovy a Revmatologického ustavu. Zde byly rozmrazeny a v piipadé vzorkl pacientd se
STEMI nasledovala inkubace s heparindzou dle nize uvedeného protokolu. Dale jsme provedli izolaci
celkové RNA, ktera byla poté reverzné transkribovana. Vyslednou komplementarni DNA (cDNA) jsme
pomoci komeréné dostupného kitu kvantifikovali pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce, jejimz

vystupem byla amplifika¢ni kiivka.
3.2.3.4.3 OSeti'eni heparinazou I

Pacienti se STEMI byli, pfed pfijetim do nemocnice a tedy pied odbérem vzorkl krve,
léceni heparinem. Heparin je dobfe zndmym inhibitorem reverzni transkripce a qPCR
(Kaudewitz et al., 2013; Boeckel et al., 2013; Li et al., 2016). Z toho divodu jsme nejprve
vSechny vzorky STEMI inkubovali s 0,3 U heparindzy I z Flavobacterium heparinum
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na 10 ng celkové RNA pfi 26 °C po dobu 1 hodiny
pfed zahajenim reverzni transkripce, podle protokolu publikovaného Li a kolegy (Li et al.,

2016).
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3.3 Experiment 2 - Blizka infrafervena spektroskopie spojena s intravaskularnim

ultrazvukem v karotickych arteriich

Cilem naseho tymu bylo porozumét 1épe procesu progrese karotického platu, ktery je

v bézné klinické praxi nejlépe dostupny pro neinvazivni vySetfeni pomoci duplexni
ultrasonografie a je tak vhodnou 1€zi pro detekci subklinické aterosklerdzy v ramei
skriningového programu kardiovaskularnich onemocnéni véetné AKS. Bifurkace spolecné
karotidy je navic zcela typickym predilekénim mistem, kde vlivem snizeného ESS dochazi
k rozvoji aterosklerotickych plati v ¢asné fazi aterosklerdzy (Wentzel et al., 2012).
Nevyhodou bylo, ze vySe zminovany TVC katétr umoznujici vySetfeni pomoci NIRS-
IVUS byl validovan oproti kadaveréznim vzorkiim véncitych tepen a rovnéz jeho in vivo
validace probéhla se zaméfenim na toto povodi (Gardner et al., 2008; Waxman et al.,
2009). Prvnim krokem v nasem vyzkumu tedy logicky byla tato studie, ve které jsme si
kladli za cil zejména prikaz bezpecnosti vysetieni a moznosti akvizice NIRS-IVUS dat

v karotidach, které maji vétsi kalibr neZ véndité tepny (Stéchovsky et al., 2016). Na
vyzkumu jsem se podilel jako spoluautor a pomahal jsem ptedevsim s analyzou NIRS-
IVUS dat. Data jsou hlavnim tématem diserta¢ni prace kolegy dr. Stéchovského, a proto se

o nich zmifuji jen struéngji a ptikladam originalni publikaci (Stéchovsky et al., 2016).

Studie byla koncipovana jako prospektivni registr pacientd 1é¢enych na Kardiologické
klinice 2. 1ékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Motol pomoci
karotického stentingu z dlivodu vyznamné symptomatické i asymptomatické stenodzy
karotidy. VSichni pacienti byli star$i 18 let a podepsali informovany souhlas. Studie byla
primarné cilena na ovétfeni bezpecnosti a proveditelnosti NIRS-IVUS v karotickém povodi.
Bezpecnostnimi cili byl vyskyt nasledujicich periprocedurélnich piihod: trombo6za na

katétru, disekce karotické stény, cévni mozkova pithoda a smrt (Stéchovsky et al., 2016).

Vytazovacimi kritérii studie bylo téZké srde¢ni selhani, aktivni krvaceni, intrakranialni
krvaceni, rendlni selhani, nélez kritické stendzy karotidy zobrazeny jako angiograficky
fenomén tzv. string sign, nebo pokud byla anatomie karotidy povazovana za vysoce
rizikovou pro zobrazeni pomoci specialniho katétru pro NIRS-IVUS (napf. tézk4 tortuozita

spole¢né nebo vnitini karotidy, aortalni oblouk téetiho typu) (Stéchovsky et al., 2016).
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Karoticky stenting byl proveden podle protokolu popsané¢ho vyse a rovnéz v publikaci
(Stdchovsky et al., 2016). Data z TVC katétru byla akvirovana vzdy pied predilataci, pred
uloZenim stentu a po nasledné eventualni postdilataci. V ramci této studie jsme u kazdého
pacienta hodnotili 40mm dlouhy usek tepny z dat ziskanych pfi inicidlnim zobrazeni pred
provedenim predilatace 1éze (Stdchovsky et al., 2016). Data byla v této studii hodnocena
off-line pfimo ve vySetfovaci konzoli pomoci dedikované¢ho TVC software (Infraredx a
Nipro company, Bedford, MA, USA) (Stéchovsky et al., 2016). Nejprve byla hodnocena
data z IVUS. Vzdy jsme se snazili identifikovat kontury lumen a lamina elastica externa
(EEM - z angl. external elastic membrane) a z nich odvozené plochy - tj. minimalni plochu
lumen (MLA) a ploch ohranic¢enou lamina elastica extrarna (EEMcsa) (Stéchovsky et al.,
2016). Dale jsme urcili referenéni plochu lumen (LumenCSAref) jako nejdistalné;jsi
snimek, ve kterém bylo mozno jesté hodnotit obé kontury a tvz. plaque burden (viz nize)
byla nizsi nez 35% (Stdchovsky et al., 2016). Od t&chto jsme poté odvodili viechy ostatni
hodnoty — tj. plochu platu (EEMcsa - MLA), plaque burden (EEMcgsa - MLA/ EEMcsp),
miru sten6zy (LumenCSAref - MLA/LumenCSAref) (Stéchovsky et al., 2016). Po
zhodnoceni IVUS dat jsme pfistoupili k analyze dat z NIRS, ktera byla rovnéz provadéna
pomoci vyse zminéného software dodaného vyrobcem. Hodnotili jsme celkové LCBI
v celé 40mm dlouhé oblasti, dale mxLCBI4,m a nakonec LCBI 4mm tseku v misté MLA

(LCBImxMLA).

3.4 Experiment 3 - Analyza sloZeni karotického pliatu pomoci intravaskularni

spektroskopie v zavislosti na vlivu endotelialniho smykového tieni

3.4.1 Design studie a charakteristika souboru

V této observacni studii jsme pouzili data z diive publikovaného instituciondlniho registru
pacient, ktefi planovan¢ podstoupili CAS navigovany pomoci NIRS-IVUS na
Kardiologicke klinice 2. 1ékarské fakulty Univerzity Karlovy a Fakultni nemocnice Motol
(Stéchovsky et al., 2016). Do registru byli zafazovani konsekutivni pacienti, kteii byli
indikovani k CAS z divodu sonograficky verifikované, vyznamné stendzy a. carotis
interna. VSichni pacienti zafazeni do studie byli star$i 18 let. Pacienti byli ze studie

vylouceni, pokud méli renalni insuficienci (odhadovanéa glomerularni filtrace nizsi nez 30
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ml/min/1,73 m2), tézké srdecni selhani, aktivni krvaceni, intrakranialni krvaceni, nebo
pokud méli angiograficky, ptipadné¢ pomoci CT, prokazany intraluminalni trombus. Mezi
angiografickd vyluCovaci kritéria patfil néalez kritické stenodzy karotidy zobrazeny jako
angiograficky fenomén tzv. string sign, nebo pokud byla anatomie karotidy povazovana za
vysoce rizikovou pro zobrazeni pomoci specialniho katétru pro NIRS-IVUS (napft. tézka
tortuozita spole¢né nebo vnitini karotidy, aortalni oblouk téetiho typu) (Stéchovsky et al.,
2016). Protokol studie byl schvalen etickou komisi Fakultni nemocnice v Motole (EK-

755/14). Vsichni pacienti poskytli pisemny informovany souhlas se zafazenim do registru.

3.4.2 Metodika zobrazeni

Vsechny zékroky byly provadény na naSem pracovisti podle vySe popsané¢ho postupu.
Nejprve byla angiograficky verifikovana vyznamnost karotické stenozy. V pripadé
potvrzeni vyznamného postizeni a po vylouceni angiografickych vyluovacich kritérii jsme
pfistoupili k samotné intervenci. V tvodu byla u vSech pacientli zavedena protekce proti
distalni embolizaci aterosklerotickych hmot. K tomuto slouzila bud’ tzv. distalni ochrana
pomoci filtru [Emboshield NAV6 (Abbott Vascular, Redwood City, CA, USA)] nebo u
mensiho poctu pacientll proximalni protekce pomoci specializovaného balénkového
katétru [Mo.Ma (Invatec, Roncadelle, Italie)]. Protekce mozku byla ve studii podminkou
pfed provedenim NIRS-IVUS zobrazeni. Volba typu ochranného zafizeni byla na
rozhodnuti zkuSeného operatéra. K samotnému intravaskularnimu zobrazeni jsme pouzili
vyse popsany TVC-katétr (TVC Imaging System, Infraredx a Nipro company, Bedford,
MA, USA). VSechny ve studii hodnocené snimky z NIRS-IVUS byly ziskany pied
samotnym CAS, ktery by mohl ovlivnit distribuci lipidovych jader v platu (Obr. 10). Katétr
pro NIRS IVUS byl nasledn¢ zavadén vzdy 30 mm distdlné od angiograficky
verifikovaného maxima stendzy. Z této pozice nasledovalo automatizované zobrazeni (obr.
11). Ziskana data byla pro dalsi zpracovani uloZena ve formatu DICOM. Po ziskani dat byl
proveden samotny CAS podle vyse popsaného protokolu. Z ditvodu ziskéni dat pro ostatni
projekty jsme provadéli dal§i zobrazeni pomoci NIRS-IVUS po predilataci l1éze a po

samotném ulozeni stentu.
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Obr. 10 - Do studie byli zatazovani elektivni pacienti se sonograficky ur¢enou vyznamnou stendzou a. carotis
interna (panel A). Nejprve byla provedena angiografie (panel B) k potvrzeni vyznamnosti stendzy a
vylouceni angiografickych vyluovacich kritérii (string sign, pfilisna tortuozita tepen znemoziujici NIRS-
IVUS zobrazeni). Nasledné byla zavedena distalni protekce proti embolizaci aterosklerotickych hmot do
mozku pomoci filtru (panel Cl1), nebo proximalni protekce pomoci specializovaného baléonkového katétru,
ktery zajisti doCasné oblenéni pritoku krve oSetfovanou tepnou (panel C2). Nasledné byla provedena
akvizice NIRS-IVUS dat pomoci 60mm dlouhého automatizovaného, retrogradniho posunu katétru (panel
D). Po zobrazeni nasledoval samotny karoticky stenting (panel E).

3.4.3 Analyza NIRS-IVUS dat

Vsechna data z NIRS-IVUS, uloZené ve formatu DICOM, byla dale analyzovana off-line
pomoci specializovaného software QIvus (Medis, Leiden, NL). Tento program nam
umoznil zejména poloautomatickou analyzu ultrazvukovych dat. U kazdého pacienta byly
pomérné jednoduse identifikovany obrysy lumen a vnéjsi elastickda membrana (EEM). To
nam umoznilo provést zdkladni IVUS méfeni, kterd zahrnovala velikost platu (plaque
burden), a ureni maxima sten6zy definovaného jako oblast MLA. Vysledky NIRS byly
prezentovany soucasné¢ s daty IVUS v podobé chemogramu. Mnozstvi lipidd bylo
kvantifikovano jako LCBI.

Béhem vlastni analyzy jsme nejprve identifikovali misto MLA, které slouzilo jako
referencni bod, ze kterého byla v obou smérech provadéna postupna analyza NIRS dat.
Hodnota LCBI byla stanovena v rdmci segmentl o $ifce 2 mm. Analyzované céva byla
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poté rozdélena na tii 20 mm dlouhé tfetiny (proximalni, stfedni a distalni) pro dalsi analyzu
(obr 11). Diivodem byl fakt, ze proximalni a stiedni ¢ast platu je vystavena vys§imu ESS
(Wang et al., 2016; Cho et al., 2014). Ve studii nebyla provedena zadna piima kvantifikace
ESS.

60mm

MLA Proximalni (PROX) Stiredni (MID) Distdlni (DIST)
30mm 60 mm 30 mm T 20mm T 20mm N 20mm

Obr. 11 - Po zavedeni protekce mozku byl 30mm distalné od maxima stenézy umistén NIRS-IVUS katétr. Z
této pozice nasledovalo automatizované zobrazeni (panel A). Ziskana IVUS data byla analyzovana pomoci
semiautomatického programu a byla ovéfena pozice maxima stendézy definovand jako minimalni plocha
lumen — MLA (panel B, MLA vyznacena Cervenou Carou). Nasledovala analyza NIRS dat v délce 30mm
proximalng¢ i distaln¢ od MLA (panel C). Ziskany chemogram byl rozdélen na 2mm dlouhé useky a pro
kazdy byla urcena hodnota LCBI. Pro potieby dal§iho porovnani ve vztahu k ESS jsme chemogram rozdélili
na tfi stejné dlouhé useky — proximalni, stfedni a distalni (panel D).

4 VYSLEDKY

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

s infarktem myokardu s elevaci ST segment

4.1.1 Charakteristika souboru

Do studie bylo zatazeno celkem 60 pacienttl, ktefi byli ve stejném poméru rozdéleni mezi

pacienty se STEMI (20 pacientd, 66,1 £ 9,5 let, 85 % muzil) a kontrolni skupiny pacientu s
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SICHS (20 pacienti, 65,2 £ 12,5 let, 65 % muzi) a NCA (20 pacientt, 56,5 £ 12,9 let, 55

% muzt). Zakladni charakteristika souboru je pfehledné shrnuta v tabulce 3.

Tab. 3 - Zakladni charakteristiky viech t¥i studijnich skupin. Udaje, které se vyznamné li§i mezi skupinami,
jsou oznaceny hvézdickou (*) (ptfevzato z Horvath et al., 2020). STEMI - skupina pacienti s infarktem
myokardu s elevaci ST-isek®i; SICHS — kontrolni skupina pacientt se stabilni ischemickou chorobou srdeéni;
NCA - kontrolni skupina pacientti s normalnim koronarnim angiogramem; BMI - body mass index; AH -
arterialni hypertenze; DM - diabetes mellitus; CMP - cévni mozkova ptihoda; ASA - kyselina

acetylsalicylova; n - pocet pacientli; SD - standardni odchylka.

STEMI STEMI SICHS
STEMI SICHS NCA Vvs. Vvs. VvS.
= = N= SICHS NCA NCA
p-hodnota | p-hodnota | p-hodnota
Pohlavi (muzské) - n (%) 17 (85) 13 (65) 8 (40) 0,273 0,008* 0,122
VéEk - primér £SD | 66.1+9,5 | 65.2+5,0 |57,9+12,9| 0,789 0,027%* 0,077
BMI - primér £ SD | 29.6 +6,8 | 30.1 £4,7 | 29,3+4,6 0,779 0,897 0,606
AH - n (%) 12 (60) 17 (85) 12 (60) 0,155 1,000 0,155
Dyslipidemie - n (%) 6 (30) 15 (75) 11 (55) 0,010%* 0,200 0,320
DM - n (%) 8 (40) 9 (45) 3 (15) 1,000 0,155 0,082
Kuraci - n (%) 13 (65) 11 (55) 4 (20) 0,748 0,010%* 0,048%*
CMP - n (%) 1(5) 2 (10) 1(5) 1,000 1,000 1,000
Statin - n (%) 2 (10) 14 (70) 11 (55) 0,0002* 0,006* 0,515
ASA -n (%) 11 (55) 17 (85) 12 (60) 0,082 1,000 0,155
Clopidogrel - n (%) 0(0) 10 (50) 1(5) 0,0001* 1,000 0,003*

4.1.2 Bezpecnost a proveditelnost

Pti odbéru a vyhodnoceni vzorkii krve nebyly zaznamenany zadné komplikace. VSichni
pacienti se STEMI 1 vSichni pacienti s SICHS byli Gispésné 1éceni pomoci PCI. Nebyly

pozorovany zadné komplikace diagnostické angiografie ani PCI. VSechny odebrané vzorky
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byly Gspésné zpracovany a bylo z nich ziskdno dostate¢né mnozstvi celkové RNA pro

analyzu expresi miR.

4.1.3 Pozitivni kontroly - biomarkery akutnich koronarnich syndromu

Z péti biomarkertt AKS, které byly do studie vybrany jako pozitivni kontroly, byly hladiny
Ctyf (miR-146a, miR-145, miR-24 and miR-323p) statisticky signifikantné zvysené ve
skupiné pacientli se STEMI pfti srovnani s hladinami u pacienti s SICHS 1 NCA. Jedinou
vyjimkou byla mezi touto ¢tvefici miR-24, kde byla zaznamenana statisticky vyznamné
zvySend hladina pfi srovnani s pacienty s NCA. Pfi srovnani s SICHS byl patrny trend ke

zvySené hladiné u pacienti se STEMI, ale vysledek nebyl statisticky signifikantn€ odlisny.

Jednotlivé vysledky je mozno shrnout takto: miR-146a [STEMI: 2,970 (1,405-6,280) vs.
SICHS: 0,760 (0,153-1,845), p< 0,001, STEMI: 2,970 (1,405-6,280) vs. NCA: 0,660
(0,175-1,370), p< 0,001]; miR-145 [STEMI: 1,955 (1,025-4,270) vs. SICHS: 0,750 (0,223-
1,038), p< 0.01, STEMI: 1,955 (1,025-4,270) vs. NCA: 0,490 (0,193-1,178), p< 0,01];
miR-24 [STEMI: 1,675 (0,750-2,693) vs. SICHS: 0,765 (0,185-1,405), p= ns; STEMI:
1,675 (0,750-2,693) vs. NCA: 0,575 (0,105-0,883), p< 0,01] a miR-323p [STEMI: 2,805
(1,268-6,533) vs. SICHS: 0,405 (0,353-1,058), p< 0,01; STEMI: 2,805 (1,268-6,533) vs.
NCA: 0,675 (0,300-1,670), p< 0,001]. Vysledky jsou piehledné graficky znadzornéné v obr.

12. MikroRNA-155 nebyla vyrazné deregulované v Zadné ze studijnich skupin.
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Obr. 12 - Ve studii jsme sledovali hladinu péti miR, které slouzily jako pozitivni kontroly. Tyto miR byly
vybrany na zakladé jejich deregulace v inicidlnim TaqMan skriningu a literarni znalosti jejich asociace s
AKS (miR-146a, miR-145, miR-24, miR-155 a miR-323p). Jejich relativni exprese byly porovnany mezi
ttemi studijnimi skupinami o dvaceti pacientech pomoci Kruskal-Wallisovy jednocestné analyzy rozptylu.
Zvysena exprese Ctyf z nich (miR-146a, miR-145, miR-24 and miR-323p) u pacienti se STEMI potvrdila
spravné provedenou metodiku odbéru a zpracovani krevnich vzorkd (pfevzato z Horvath et al., 2020b).

4.1.4 Biomarkery aktivace krevnich destic¢ek

Dalsi skupinou kontrolnich miR byly biomarkery aktivace krevnich desticek, které mély
pomoci potvrdit, Ze patofyziologickym podkladem STEMI byla akutni trombdza. Podle
ocekavani jsme u pacientti se STEMI pozorovali statisticky vyznamné zvyseni exprese
obou vybranych miR (miR-191 a miR-223) pfi srovnadni s obéma kontrolnimi skupinami.
Vysledky je mozno shrnout takto: miR-223 [STEMI: 4,810 (1,560-7,100) vs. SICHS:
0,475 (0,165-1,328); p< 0,0001; STEMI: 4,810 (1,560-7,100) vs. NCA: 0,550 (0,270-
0,850); p<0,0001] a pro miR-191 [STEMI: 3,000 (1,473-6,758) vs. SICHS: 0,630 (0,218-
1,238); p<0,001; STEMI: 3,000 (1,473-6,758) vs. NCA: 0,390 (0,163-0,808); p< 0,0001].
Vysledky jsou ptehledné graficky znazornéné v obr. 13.
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Obr. 13 - Cilem nasi studie bylo nalézt miR, které se do krve vyplavuji v ¢asné fazi infarktu myokardu 1.
typu, jehoz patofyziologickym podkladem je ruptura nestabilniho aterosklerotického platu zptisobujici akutni
koronarni trombozu. Na zékladé vysledkd TagMan skriningu a dostupnych literarnich dat jsme vybrali dvé
miR asociované s aktivaci krevnich desticek (miR-223 a miR-191). Jejich zvySend exprese u STEMI pfi
srovnani s obéma kontrolnimi skupinami pomohla potvrdit tuto pfedpokladanou patofyziologii STEMI.
Pozorovani bylo ve shodé¢ s angiografickym nalezem intrakoronarnich trombt (pfevzato z Horvath et al.,
2020).

4.1.5 Biomarkery nekrozy myokardu

Na zakladé literarnich dat jsme vybrali rovnéz dva biomarkery nekrézy kardiomyocytt
(miR-208 a miR-499) jako negativni kontroly. Jejich exprese nebyla, ve shodé€ s nasim
oc¢ekavanim, zvysena u zadné ze skupin pacientti (obr. 14). Toto pozorovani bylo
konzistentni s detekovanymi hladinami konven¢nich biomarkerti myokardialni nekrézy.
Mediédn hladiny vysoce citlivého troponinu I (hsTnl) v dob& odbéru krve neptekrocil u
pacient se STEMI mezni hodnotu odlisujici v klinické praxi pacienty s infarktem
myokardu (median hsTnl u STEMI byl 107,6 ng/l). Median doby od zacatku bolesti na
hrudi do odbéru vzorku krve byl u STEMI 2,25 hodiny.
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miR-208 - zadna amplifikace miR-499 - nizka amplifikace >35 Ct

Amplification Plot Amplification Plot

Median hsTnl 107,6 ng/|
(cut-off pro IM = 342 M, 156 Z)

Obr. 14 - Na obrazku je zobrazen ilustra¢ni snimek amplifika¢nich kiivek biomarkertt myokardialni nekrézy
u jednoho z pacientti se STEMI (miR-208 a miR-499). Jejich tcelem bylo potvrzeni v€asnosti odbéru
krevnich vzorkt. Cilem studie byla detekce miR vyplavenych z rupturovaného aterosklerotického platu jesteé
diive, nez se do krve v detekovatelném mnozstvi vyplavi ptisobky z nekrotického myokardu. Ve shod¢ s
nasim oéekavanim se tyto miR neexprimovaly v zadné ze skupin a pfedpokladame tedy, ze vzorky byly
odebirany dostatecné casné. Toto pozorovani bylo konzistentni s faktem, Ze median vysoce senzitivniho
troponinu I byl, u pacientti se STEMI, v dob¢ odbéru, jeste negativni.

4.1.6 Vysledky studijnich mikroRNA

Ze tfi miR, které byly na zéklad¢ vysledki skriningové faze studie vybrany jako
potencidlni biomarkery VP byly hladiny dvou (miR-331 a miR-151-3p) vyznamné zvySené
u pacienti se STEMI. Treti sledovana miR-518d nebyla deregulovana v Zadné ze

studijnich skupin.
4.1.6.1 MikroRNA-331

Exprese studijni miR-331 byla v periferni zilni krvi pacientd 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. 15). Provedli jsme ROC analyzu, ktera ukazala,
ze by miR-331 mohla byt potentnim biomarkerem casné faze STEMI a potazmo ruptury

aterosklerotického platu (STEMI vs. NCA: AUC = 0,790 [95% CI; 0,649-0,931], p =
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0,002; STEMI vs. SICHS: AUC = 0,773 [95% CIL; 0,625 -0,921], p = 0,003) (obr. 15).
Pozitivita miR-331 odliSovala STEMI od NCA se senzitivitou 65 % a specificitou 85 %.
Podobné tomu bylo pfi odliSeni od SICHS (senzitivita 65 % a specificita 80 %).

p< 0.001
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(95% CI:0.649 - 0.931) (95% CI: 0.625 - 0.921)
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cut-off= 1.3x: sens. 65 % spec. 85 % cul-off= 0.9x: sens. 70 %:; spec. 75 %
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NCA SICHS STEMI 0 50 100 0 50 100
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Obr.15 - Pti analyze u vSech Sedesati pacientti jsme pozorovali vyraznou deregulaci miR-331 u pacientl se
STEMI. ROC analyza potvrdila vhodnost miR-331 jako biomarkeru STEMI, a in extenso vulnerabilniho
aterosklerotického platu, s dobrou senzitivitou a specificitou (pfevzato z Horvath et al., 2020).

4.1.6.2 MikroRNA-151-3p

U miR-151-3p jsme pozorovali podobné vysledky jako u miR-331. Jeji plasmatické
hladiny byly vyznamné 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. 16). Senzitivita a specificita pro detekci pacientid se STEMI
ve srovnani s NCA byla 70 %, resp. 85 %. Pti pouziti miR-151-3p k odliSeni STEMI od
SICHS byla senzitivita 70 %, specificita 75 %.
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Obr. 16 - Relativni exprese miR-151-3p byly vyznamné zvySené u pacientd se STEMI ve srovnani s
kontrolnimi skupinami. ROC analyza potvrdila dobrou senzitivitu a specificitu biomarkeru, pro odliSeni
STEMI od obou kontrolnich skupin (pfevzato z Horvath et al., 2020).

4.2 Experiment 2 - Blizka infracervena spektroskopie spojena s intravaskularnim

ultrazvukem v karotickych arteriich

Do studie bylo zafazeno celkem 45 konsekutivnich pacientii (Stéchovsky et al., 2016).
Primérny vék pacientd byl 66,2 £ 7,5let, muzi byli 1éCeni Castéji (28 muzi - tj. 62%)
(Stdchovsky et al., 2016). Osm pacientt (18%) mélo symptomatickou stendzu (Stéchovsky
et al., 2016). Jednalo se o typické pacienty s generalizovanou aterosklerdzou, u kterych byl
odpovidajicim zplisobem vysoky vyskyt kardiovaskularnich rizikovych faktor. Polovina
pacientli méla manifestni ischemickou chorobu srdecni (22 pacientd — tj. 49%), 39 pacientli
(87%) se 1écilo pro arteridlni hypertenzi, 18 pacienti (40%) melo diabetes mellitus, 34
pacientil (76%) uZivalo statin (Stdchovsky et al., 2016). Ve studii bylo pongkud piekvapivé
nizké zastoupeni kutaki - 8 pacienttl (18%) (Stéchovsky et al., 2016).

Ve studii jsme nezaznamenali Zadny prespecifikovany bezpecnostni cil. VySetfeni bylo
v karotidach bezpeéné a nebyla zaznamenana zadna zavazna komplikace (Stéchovsky et
al., 2016). Nedoslo zejména k obavané disekci karotidy, nebo trombodze katétru
(Stdchovsky et al., 2016). Béhem kratkodobého sledovani jsme nezaznamenali Zadnou
cévni mozkovou piihodu, ¢i amrti. VySetieni ndm poskytlo v této pilotni studii nékolik
zajimavych informaci o slozeni karotického platu a distribuci lipidového jadra v korelaci
s jeho velikosti a zavaznosti stenozy (obr. 17) (Stéchovsky et al., 2016). Nejvice lipidi

bylo detekovano mimo oblast maxima stendzy (LCBImx 369,1 + 221,1 vs. LCBImxMLA
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215,7 + 258,9; p = 0,004; Obr. 17 A). Naopak velikost platu byla vyznamné vétsi v misté
MLA (PBmla 87,4 + 4,8 % vs. PBLCBImx 58,3 + 18,2 %; p<0001; Obr. 17 B). Primérna
vzdalenost NIRS-IVUS snimku s nejvyssi hodnotou LCBI od MLA byla 6,5 + 7,7 mm.

Tticet Sest (80 %) snimkil s maximdlnim LCBI bylo lokalizovano do 10 mm od MLA a 30

(67 %) snimkd s maximalnim LCBI bylo lokalizovano proximalné k, nebo v mist¢ MLA.

Mezi LCBI v mist¢ MLA byla nevyznamna korelace s MLA (obr. 17 C). Maximalni LCBI

vyznamné negativné korelovalo s plochou prifezu lumen v misté maximalniho LCBI (obr.

17 D), ale ne s plaque burden.
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Obr. 17 - Maximalni LCBI v jakémkoli 4 mm segmentu ve srovnani s LCBI v segment 4 mm v mist¢ MLA
(panel A). Plaque burden v misté MLA ve srovnani s plaque burden v mist¢ mxLCBl4,, (panel B). Korelace
mezi mirou stendzy vyjadfenou jako MLA a mnozstvim detekovanych lipidi kvantifikovanych jako LCBI v
4 mm v misté MLA (panel C). Negativni korelace mezi prifezem tepny a maximalnim LCBI v libovolném 4
mm segmentu (panel D) (upraveno podle Stéchovsky et al., 2016).
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4.3 Experiment 3 - Analyza sloZeni karotického platu pomoci intravaskularni

spektroskopie v zavislosti na vlivu endotelialniho smykového tieni

4.3.1 Charakteristika souboru

Do této observacni studie bylo zatfazeno celkem 117 pacientt (67,1 + 8,3 let, 68 % muzil) z
naSeho institucionalniho registru pacientd podstupujicich elektivni CAS. Prevalence
konvencnich rizikovych faktorG aterosklerdzy byla ve studii vysoka (tab. 4). Osmnact
pacientd (15,4 %) mélo symptomtomatickou stendézu, vSichni ostatni pacienti byli
asymptomaticti (84,6 %). Distalni embolizacni protekce byla pouzita u 104 (88,9 %)
pacientll, zatimco proximalni protekce byla pouzita u 23 (20,5 %) pacientli. Kombinace
obou postupt bylo vyuzito u 11 pacient (9,4 %). Zakladni charakteristiky souboru jsou
shrnuty v tabulce 4.

Tab. 4 - Zde uvadime zakladni charakteristiky nasi studované populace (upraveno podle Horvath et al.,
2020a). N - celkovy pocet zapsanych pacientil; n - pocet pacientd; SD - standardni odchylka; BMI - body

mass index; hsCRP- C-reaktivni protein; LDL - lipoprotein s nizkou hustotou.

Sledovana skupina
N=117
Pohlavi (muzské) - n (%) 78 (68)
Vék - primér = SD (roky) 67,1 £83
BMI - primér = SD 28,141
Pocet symptomatickych stenéz - n (%) 18 (15)
Arterialni hypertenze - n (%) 103 (88)
Ischemicka choroba srde¢ni - n (%) 56 (43)
Koufeni - n (%) 43 (37)
Diabetes mellitus - n (%) 40 (34)
hsCRP - primér = SD (mg/l) 2,89+2729
Kreatinin - primér £+ SD (umol/l) 85,5+ 26,0
Celkovy cholesterol - primér + SD (mmol/l) 4,36+ 0,93
LDL cholesterol - priimér = SD (mmol/l) 2,47+ 0,85
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4.3.2 Bezpecnost a proveditelnost

U vsech pacientl byla uspésn¢ akvirovana data z NIRS-IVUS a jejich digitalni podoba
umoznila analyzu pomoci QIvus. Oblast MLA byla detekovatelna u vSech pacientii. Data
ze spektroskopie, resp. NIRS chemogramy byly hodnotitelné u vSech 117 vySetteni.
Béhem vykonu jsme zaznamenali jednu (0,9 %) transientni ischemickou ataku. Jiné

komplikace nebyly pfi vykonech zaznamenany.
4.3.3 Analyza dat z blizko-infracervené spektroskopie a intravaskularniho ultrazvuku

Nejvyssi primérnd hodnota LCBI (231,96 + 245,7) byla zaznamenidn v segmentu
lokalizovaném 2 mm proximaln¢ od MLA (viz obr. 16 a 17). Primémé LCBI v
prostiednim tercilu bylo statisticky vyznamné vyssi ve srovndni jak s proximalnim (prameér
LCBI 121,4 + 185,6 vs. 47,0 = 96,5, P < 0,01), tak s distalnim tercilem (primér LCBI
121,4 + 185,6 vs. 32,4 + 89,6, P < 0,01). Spektroskopicky signal lipidového jadra byl
¢etn¢j$i v proximalni ¢asti nez v distalni (primér LCBI 47,0 £ 96,5 vs. 32,4 + 89,6, P <
0,01).
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Obr. 18 - Maximalni hodnota LCBI (231,9 + 245,7) byla zaznamenana v segmentu lokalizovaném pouze 2
mm proximalné od maxima stendzy (panel A). Primérné LCBI ve stfednim tercilu vySetfovaného segmentu
karotid byl vyznamné vys$i (praimér LCBI 121,4+185,6 vs. 46,97 + 96,52, p<0,01) ve srovnani s proximalni
oblasti (panel B). Podobné pfi srovnani LCBI v distalni a stfedni tietiné (prumér 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 distdlnim (priimér LCBI 46,97 + 96,52 vs. 32,44 + 89,61, p < 0,01)
(ptevzato z Horvath et al., 2020).

63



Obr. 19 - Pro lepsi ilustraci nasich vysledkti poskytujeme ctenati uméle vytvofeny chemogram, ktery
zobrazuje stfedni hodnotu LCBI v jednotlivych arteridlnich segmentech. Chemogram je zakladnim vystupem

rrrrrr

vzdalenost zpétného tahu v tepné, zatimco osa y znamena rotaci zobrazovaci sondy od 0 do 360 stupid
(pfevzato z Horvath et al., 2020).

5 DISKUSE

vvvvvv

Pokud bychom dokazali 1épe stratifikovat pacienty v riziku budoucich aterosklerotickych
ptihod a zéaroveil vyvinuli program vhodnych a u¢innych preventivnich opatteni
zalozenych na nefarmakologickych, ale i farmakologickych intervencich, mohli bychom
vyrazné sniZit celosvétovou morbiditu i mortalitu. Je zjevné, Ze tento cil daleko ptesahuje
ambice této disertatni prace a jedna se o problematiku, na kterou je nutno zameéfit
vyzkumné Gsili v celosvétovém meéfitku. V této praci jsme se nicméné pokusili o doplnéni
dalezitych informaci, které by mohly napomoci pochopeni patofyziologickych procest,
které stoji za destabilizaci VP. Toto je nejen zajimavé z védeckého hlediska, ale mizeme
doufat, Ze bychom naSich poznatkd mohli rovnéz vyuzit ve skriningu tzv. vulnerabilnich
pacientt, tedy pacientli s vysokym rizikem budoucich koronarnich ptihod. Pravé z tohoto
divodu jsme se v nasem vyzkumu snazili drZzet schématu jakéhosi teoretického
skriningového programu (obr. 18) a snazili jsme se VP popsat multimodalné jednak

pomoci biomarkert, tak pomoci invazivnich zobrazovacich metod.
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Obr. 20 — navrh hypotetického skriningového programu. Na zakladé zhodnoceni konvencnich
kardiovaskularnich rizikovych faktori (tabulky SCORE) je selektovana populace se zvySenym
kardiovaskularnim rizikem, u které je stanovena hladina senzitivniho a relativné specifického biomarkeru
(napf. miR). U pacientl s pozitivnim vysledkem dopliiujeme neinvazivni zobrazeni tepenné¢ho povodi ke
zhodnoceni piitomnosti subklinickych aterosklerotickych zmén (napf. ultrazvuk karotid a CTCAG). Takto
selektovanym pacientim ve vysokém riziku je nakonec provedeno vySetieni pomoci invazivnich
zobrazovacich metod (napt. NIRS, IVUS, nebo OCT), které pomiizou definitivné odhalit tzv. vulnerabilni
pacienty. Tuto nejrizikovejsi populaci poté budeme v primarni prevenci 1éCit pomoci nejagresivngjsi mozné
farmakoterapie a pfipadn€ i pomoci preventivni korondrni intervence. USG- sonografie, CT- vypocetni
tomografie, MR- magneticka rezonance, SKG- selektivni koronarni angiografie, IVUS- intravaskularni
ultrazvuk, VH-IVUS- virtualni histologie, NIRS- blizka infracervena spektroskopie, OCT- opticka
koherenc¢ni tomografie

Vv

Nejdilezitéjsi zjisténi v této praci lze shrnout nasledovné: 1) Identifikovali jsme dvé miR,
jejichz plasmatické hladiny jsou ¢asné zvysSené u pacientil s akutnim STEMI a mohly by
byt biomarkery ruptury TCFA; 2) prokazali jsme bezpecnost a proveditelnost NIRS-IVUS
vysetieni u pacientll s vyznamnou stendzou arteria carotis interna; 3) Pomoci NIRS-IVUS

jsme analyzovali slozeni karotického platu a prokazali jsme zvySenou detekci NIRS
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signalu lipidového jadra v jeho proximdlni casti vystavené zvySenému ESS; 4) Data
z NIRS-IVUS v karotidach jsme korelovali s vyskytem konvencnich kardiovaskularnich

rizikovych faktori.

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

V nasi prvni studii jsme zvolili jako studijni skupinu model, o kterém si jsme co mozna
nejvice jisti, ze se jedna o klinickou jednotku zptisobenou rupturou TCFA. Je nutné fici, ze
volbou pacientli se STEMI jsme rovnéz akceptovali nékterd omezeni, kterym jsme se
snazili ¢astecné Celit komplikovanym designem nasi studie. Limitaci, kterou jsme nebyli
schopni obejit je fakt, ze jsme vysetfovali pacienty s jiz klinicky manifestni ateroskler6zou
ve fazi, které¢ by zmifovana preventivni opatieni méla a priori predchazet. To s sebou
zaroven piinasi rizika zkresleni nasich vysledki odpovidajicich patofyziologii infarktu
myokardu. Pisobky detekované v tomto terénu nemusi mit ptivod jen v samotném
rupturovaném VP, ale 1 v tvoficim se intrakoronarnim trombu a nekrotickém myokardu.
Bez kontrolnich skupin bychom rovnéZ nebyli schopni fici, zda je detekovand miR
elevovana pouze v kontextu pfitomného VP, nebo zda se jedna o obecny biomarker
aterosklerdzy jako takové. Z toho diivodu jsme ve studii zavedli dvé kontrolni skupiny

pacienti a tfi kontrolni skupiny miR podle schématu popsaného vyse v metodice.

Zavery studie 1ze shrnout nasledovné: 1) vysledky pozitivnich kontrol ukazuji, ze metodika
v této pilotni studii byla provedena spravn¢; 2) vysledky naznacuji, Ze zdrojem miR-331 a
miR-151-3p nejsou u pacientl s infarktem myokardu nekrotické kardiomyocyty, protoze
biomarkery myokardialni nekrézy byly v dobé odbé&ru vzorkt stale negativni; 3) miR
asociované s aktivaci krevnich desticek byly zvySeny u STEMI, coZ potvrzuje, Ze
patofyziologickym podkladem STEMI byla ruptura VP s nasedajici korondrni trombozou;

vvvvvv

miR-331 a miR-151-3p a STEMIL.

Ptestoze miR nesporné maji regulacni ulohu v celé fad¢ chorob, rozlusténi mechanismu
jejich ucinku je mnohdy dosti obtizné. Jednak je historie vyzkumu téchto molekul jesté

relativné kratka, a jednak je problematika nesmirné komplikovana. MikroRNA bézné
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reguluji celé genové sité a ne pouze jednu kontrétni molekularni drahu. Piisobeni
jednotlivych miR se navic navzdjem ovliviiuje. Z toho diivodu ¢asto i zdanlivé nelogické

zavery a asociace mohou byt ve skutecnosti spravné.

5.1.1 Pozitivni kontroly

Ve studii jsme potvrdili jiz diive popsanou asociaci mezi hladinami ¢ty miR (miR-146a,
miR-145, miR-24 a miR-323p) a AKS. Zvysené hladiny téchto pfedem zvolenych
pozitivnich kontrol potvrdily spravné provedenou metodiku odbéru, zpracovani a
vyhodnoceni vzorkt periferni zilni krve v nasi studii. Nase data jsou navic do jisté miry
unikatni, protoze jsme méli ve srovnani s diive publikovanymi studiemi 1épe definované
skupiny pacientd. V diive publikovaném vyzkumu byla ¢asto pouzivana obecnéjsi definice
AKS, aby se zjednodusil nabor pacientt (Leistner et al., 2016; Soeki et al., 2015). Casto
byli zahrnuti pacienti s nestabilni anginou pectoris, ¢i infarktem myokardu bez elevaci ST
usekt. Takto definované skupiny s AKS jisté¢ zahrnuji i pacienty, u kterych neni
patofyziologickym podkladem AKS ruptura nestabilniho TCFA (Leistner et al., 2016;
Soeki et al., 2015). VSichni pacienti zatazeni do této studie, véetné negativnich kontrol,
méli navic dobfe definovanou koronarni anatomii pomoci SKG a dobfe definovana
zakladni klinicka data. Dal$im faktem, ktery odliSuje soucasna data od pfedchoziho
vyzkumu, je to, ze hladiny miR byly stanoveny ze vzorkl periferni zilni krve spise nez ze
vzorktl ziskanych piimo z koronarnich tepen nebo koronarniho sinu (Leistner et al., 2016;
Soeki et al., 2015). To mlZe jisté vést k neschopnosti detekovat malé rozdily v hladinach
miR. Domnivame se vSak, Ze tento pfistup by se dal mnohem lépe prevést do bézné

klinické praxe.

5.1.2 Biomarkery myokardialni nekrozy

Dal8im dulezitym pozorovanim v nasi studii byl fakt, Ze v dobé odbéru vzorkili u pacientt
se STEMI nedoslo k elevaci hladin miR-208 a miR-499, které byly v pfedchozim vyzkumu
asociovany s kardiomyocyty a myokardidlni nekroza vede ke zvySeni jejich plasmatické
hladiny. Median hladiny hsTnl u kohorty STEMI pacientti byl navic v dobé odbéru rovnéz
jeste pod hrani¢ni hodnotou odliSujici infarkt myokardu. Tato fakta naznacuji, Ze jsme

vzorky krve u pacienti se STEMI odebirali dostate¢né vcasné, diive nez by nase vysledky
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byly pfili§ zkresleny piisobky vyplavenymi z nekrotického myokardu pfi reperfuzi. Piivod
elevovanych biomarkert by tak mohl byt pfimo v rupturovaném VP. VSichni pacienti se
STEMI méli akutni arterialni okluzi v disledku akutni korondrni trombdzy potvrzenou
véncitych tepen souvisejici s VP, pfedpokladame, ze elevace miR-331 a miR-151-3p muze
byt pfimo spojena s pfitomnosti takovych aterosklerotickych 1¢ézi (Virmani et al., 2006;

Bentzon et al., 2014).

5.1.3 Biomarkery aktivace krevnich desti¢ek

Plazmatické hladiny miR-223 a miR-191 asociovanych s aktivaci krevnich desti¢ek byly u
STEMI dle naseho ocekavani zvyseny (Willeit et al., 2013; Sunderland et al., 2017). To
pomohlo potvrdit, Ze mechanismem akutni arteridlni okluze byla tvorba intrakoronarniho
trombu pfi infarktu myokardu 1. typu. Je zaroven patrné, Ze alternativnim vysvétlenim pro
zvySeni plasmatickych hladin studijnich miR-331 a miR-151-3p, by mohla rovnéz byt
asociace s aktivaci krevnich desticek. Tento fakt nicméné nevylucuje potencial vyuZit tyto
miR jako biomarkery VP. Z dfivéjSich pozorovani vime, Ze VP jsou asociovany s celou
fadou subklinickych ruptur, které vedou k tvorbé nasténnych intrakoronarnich trombti a
miR pochazejici z krevnich desticek mohou piimo ovlivnit genovou expresi v sousednich
buiikéch veetné endotelii (Laffont et al., 2013; Pordzik et al., 2018). Myslime si tedy, Ze 1
takovéto biomarkery by mohly byt vhodnymi ukazateli prognézy u pacientti s

ateroskler6zou.

5.1.4 MikroRNA-331

O molekuldrni biologii miR-331 mame dosud pomérné méalo poznatkt. Jeji deregulace
byla u lidi spojena s patogenezi riznych onkologickych onemocnéni véetné
hepatocelularniho karcinomu, rakoviny prostaty a zejména hematologickych malignit
(Zanette et al., 2007; Epis et al., 2009; Zhao et al., 2016; Butrym et al., 2015). V malé
studii kadaverdznich preparata ziskanych z aneuryzmat bfisni aorty bylo pozorovano
snizeni jeji hladiny (Pahl et al., 2012). N¢&kolik observacnich studii zjistilo expresi miR-

331 v makrofazich (Luers et al., 2010; Naqvi et al., 2016). Zajimavym pozorovanim je
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fakt, Ze je jeji exprese zvySena u mnoha typi leukémie, véetné akutnich myeloidnich
leukémii (Zhao et al., 2016; Butrym et al., 2015). To naznacuje moznou souvislost s
monocyto-makrofagovym systémem (Zhao et al., 2016; Butrym et al., 2015). Studie
provedend na pacientech s chronickou lymfocytarni leukémii rovnéz zjistila zvySeni hladin
miR- 331 (Zhao et al., 2016). Autofi popsali moznou asociaci mezi touto molekulou a
supresorem cytokinového signalizaéniho proteinu 1 (SOCS1), tedy inhibitorem drahy
Janus kinazy/ptevodniku signalu s aktivatorem transkripce (JAK/STAT) (Zhao et al.,
2016).

Signalni draha JAK/STAT je jednou z hlavnich drah zprostfedkujici mezibunécné
interakce pomoci rtiznych signalnich molekul, zejména mnoha cytokina (Feng et al.,
2022). Systém se skladé z receptoru, jehoz intraceluldrni doména po navazani cilového
pusobku dimerizuje a vaze JAK kindzu (Feng et al., 2022). Aktivita JAK poté vede k
fosforylaci tysorinovych zbytkt a tvorbé vazebnych mist pro STAT, ktery je aktivovan.
Transkripéni faktor STAT v aktivovaném stavu dimerizuje a je transportovan do jadra, kde
vaze cilové geny a ovliviiyje jejich transkripci (Feng et al., 2022). Timto mechanismem je
cytokiny ovliviiovdna exprese mnoha riznych gent, a tak se JAK/STAT dréha ucastni na
regulaci zanétlivé odpovédi, bunééné infiltrace, proliferace, maturace 1 apoptozy nékterych
bunck (Feng et al., 2022). Vime, Ze v kontextu tvorby aterosklerotického platu tato draha
hraje roli v patofyziologii endotelidlni dysfunkce, zdnétlivé infiltrace, tvorbé
scavengerovych receptoril, podporuje proliferaci a migraci hladkych svalovych bunék a
dale naptiklad neovaskularizaci pokro€ilého aterosklerotického plat (Feng et al., 2022).
Ovlivnéni signaliza¢ni drahy JAK/STAT na arovni jejiho inhibitoru by mohlo byt jednim z
vysvétleni pozorované nadmérné exprese miR-331 u STEMI. Zvyseni exprese SOCS1, a
jeho inhibi¢ni Gc¢inek na cytokinové signaly zprostiedkované pomoci JAK/STAT, bylo
2011). MikroRNA maji schopnost blokovat SOCS1, coz naopak vede k prozanétlivé
odpovédi béhem vyvoje aterosklerotickych plath. Pravé toto by mohl byt potencialni
mechanismus vlivu miR-331 na destabilizaci VP (obr. 21) (Xiao et al., 2011).
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Obr. 21 - Navrhované vysvétleni ptisobeni miR-331 na destabilizaci aterosklerotického platu. V tomto
schématu miR-331 snizuje u€inek proteinu SOCSI, ktery negativni zpétnou vazbou ovlivituje transdukcei
signalu pomoci transkrip¢niho faktoru STAT. Efektem by tedy mohlo byt zvySeni ti¢inku transdukcni drahy
JAK/STAT, ktera ma proaterogenni ucinky (Zhao et al., 2016).

Dalsim moZnym spojenim mezi miR-331 a rupturou VP by mohl byt jeho pfedpokladany
vliv na signalni transdukéni drahu fosfatidylinositol 3-kinazy/proteinkinazy B
(PI3K/AKT), ktera hraje roli ve stabilizaci VP (Zhao et al., 2016; Auge et al., 2002; Zhai et
al., 2014). Signalni draha PI3K/Akt je velmi komplexni (Zhao et al., 2021). M4 mnoho
ucinki a jeji patofyziologie byla zkouména zejména v kontextu nadorovych onemocnéni
(Zhao et al., 2021). Draha zprostfedkovava zejména transdukci signalli mnoha rtistovych
faktord vcetné fibroblastového riistového faktoru, vaskularniho endotelialniho ristového
faktoru, angiotensinu 1 a insulinu (Zhao et al., 2021). Receptor je po navazani ptislusného
rustového faktoru aktivovan a dochazi k jeho fosforylaci. Ta poté bud’ ptimo, nebo pomoci
dalsich ptisobkil umozni navazani a aktivaci PI3K. V dalsi fazi se aktivovana kinaza vaze
na membranovy fosfolipid fosfatidylinositol-4,5-bisfostat (PIP2). Dalsi fosforylace PIP2
pomoci PI3K umoznuje aktivaci proteinkinazy B, neboli Akt. Tento protoonkogen slouzi

jako tzv. druhy posel a ma v buiikach pleiotropni t¢inky. Kromé jiného ovliviiuje cestou
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vazby s proteinem Bax apoptdzu (Zhao et al., 2021). Déle cestou proteinkindzy mTOR (z
angl. mammalian target of rapamycin) ovliviiuje genovou expresi na Urovni translace

s ucinky na zvyseni bunééného pieziti (Zhao et al., 2021). V kardiologii zname ucinek této
drahy z kazdodenni praxe. Cytostatika potahujici I€kové stenty, kterd maji za cil snizeni
proliferace endotelii v rdmci procesu tvz. neointimalni hyperplazie, jsou odvozena od
rapamycinu (sirolimu) a ovliviiuji tedy pravé t¢inek mTOR (Daniel et al., 2017). Draha
reguluje celou fadu bunécénych pochodu, vcetné proliferace, diferenciace, migrace,
bunécného metabolismu a pisobi proti programované smrti (Zhao et al., 2021). V kontextu
aterosklerotického platu byl popsan jeji vliv na rozvoj endotelialni dysfunkce, na
proliferaci a tvorbu pénovych buné¢k a na patologickou diferenciaci hladkych svalovych
bunck do jejich syntetické formy (Zhao et al., 2021). Recentné byl popséan vliv aktivace
této signdlni drahy na excesivni apoptozu pénovych bunck v pozd¢jsich tazich vyvoje VP
(Zhao et al., 2021). Toto vede k rapidni progresi a destabilizaci aterosklerotického platu
(Zhao et al., 2021). Vliv samotné miR-331 na miru apoptozy prave cestou signalni drahy
PI3K/Akt byl popsan u kolorektalniho a nasofaryngealniho karcinomu (Zhao et al., 2016;
Zhang et al., 2021). V obou pracich byla pozorovana negativni vazba mezi miR-331 a
expresi proteinu Bax, ktery je ustfedni molekulou v PI3K/Akt zprostfedkované apoptoze
(Zhao et al., 2016; Zhang et al., 2021). Ovlivnéni této signalni drahy bylo jiz dfive popsano
1umiR-155, coZ je vSak jedind pozitivni kontrola, kterd nebyla v této studii deregulovana
(Zhai et al., 2014). Snizeni miR-155 a miR-135b ve studii Zhai a kolegii vedlo cestou
inhibice signalni drahy PI3K/Akt/mTOR k posileni autofagie makrofagi a sniZeni
infiltrace aterosklerotickych plath makrofagy (Zhai et al., 2014). Ovlivnéni genové exprese
pomoci mTOR a z toho plynouci vliv na buné¢né pochody by tedy potencialné mohl byt
dal§im mechanismem, kterym miR-331 hraje roli v patofyziologii VP (Obr. 22).
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Obr. 22 - Dal$im moznym vysvétlenim ulohy miR-331 v patofyziologii destabilizace aterosklerotického platu
by mohl byt jeji vliv na signalni drahu PI3/Akt/mTOR. V minulosti byla popsana negativni zpétna vazba
mezi hladinou miR-331 a expresi proteinu Bax dtlezitého v proapoptotické signalizaci. Zda se, ze miR-331
muze rovnéz ovliviiovat hladinu serin/threonin kindzy mTOR, ¢imz ovliviiyje celou fadu bunéénych pochoda
vcetné diferenciace, proliferace, migrace a bunééného metabolismu. Poslednim mechanismem by mohlo byt
ovlivnéni zanétlivé odpovédi v monocyto-makrofagovém systému cestou ovlinéni NF-kB nejen cestou této

signalni transduk¢ni drahy, ale i cestou ovlivnéni hladiny TNF-a.

Fan a kolegové pospali na vzorcich intrakranidlnich aneurysmat vztah miR-331-3p k
regulaci hladkych svalovych bun¢k (Fan et al., 2020). V patofyziologii intrakranialnich

aneurysmat je dalezity proces dediferenciace hladkych svalovych bunék a jejich pfeména v
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syntetickou formu a zvyseni frekvence jejich apoptozy (Fan et al., 2020). Proces je
urychlovan vlivem TNF-a a CD14 (Fan et al., 2020). Tento proces pfipomina zmény, které
pozorujeme pii1 formovani TCFA béhem procesu destabilizace aterosklerotickych plati.
Autofi popsali protektivni u¢inek miR-331-3p cestou negativni zpétné vazby vedouci ke
snizeni exprese TNF-a a CD14 (Fan et al., 2020). Podobny mechanismus uc¢inku byl
popsan u znamé proaterogenni miR-146a (Pereira-Da-silva et al., 2021). V jedné mensi
preklinické studii Rowley a kolegové identifikovali ¢tyfi miR (miR-326, miR-128, miR-
500 a pravé miR-331) jako mozné regulatory genové exprese v krevnich destickach
ziskanych z laboratornich mysi (Rowley et al., 2016). Snizeni hladiny miR-331 by dle
autort mélo vést k zvysSené afinité integrini IIbllla k fibrinogenu a tedy

k protrombogennimu uc¢inku (Rowley et al., 2016). Autofi v diskusi ¢lanku déle popisuji,
ze podobné zmény pozorovali i u miR-223, kterd byla v nasi studii zvolena jako kontrolni
miR sledujici aktivaci krevnich desti¢ek (Rowley et al., 2016). ZvySeni hladin miR-331
bylo pozorovano u lidi vystavenych znecisténému ovzdusi, které mize ptisobit aterogenné

cestou zvySeného oxidativniho stresu (Pergoli et al., 2017).

5.1.5 MikroRNA-151-3p

MikroRNA 151-3p je mald nekodujici molekula RNA o délce 21 nukleotidl, kterad
spolecné s 5” koncem (miR-151-5p) dohromady tvoii hsa-mir-151 a je kodovana sekvenci
lokalizovanou na chromozomu 8. Patfi do spolecné genové rodiny s dalsi lidskou miR-28.
O biologickém vyznamu miR-151-3p mame rovnéZ dosud pomérné¢ malé mnoZstvi
poznatkil. Nékolik studii pozorovalo souvislost s nddorovymi onemocnénimi (McNally et
al., 2013; Yeh et al., 2016). Jeji ptima souvislost s patofyziologii aterosklerdzy nebyla
dosud popsana. Podobné¢ jako u miR-331 by vysvétlenim mohla byt asociace se systémem
JAK/STAT. Liu a kolektiv publikovali velmi zajimavou praci, ve které pozorovali
interakci mezi miR-151-3p a STAT3 (Liu et al., 2018). Autoii vyuzili jako model
bunécnou kulturu mySich makrofagh a pomoci metody tzv. mikroRNA in vivo precipitace
popsali silnou asociaci mezi expresi miR-151-3p a STAT3 (Liu et al., 2018). V dalsi ¢asti
vyzkumu poté stimulovali makrofagy pomoci lipopolysacharidu a pozorovali nepfimou
uméru mezi expresi miR-151-3p a STAT3 (Liu et al., 2018). Zvyseni hladiny miR vedlo k

potlaceni exprese STAT3 a nasledné snizeni produkce interleukinu-6 (IL-6) (Liu et al.,
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2018). Interleukin-6 je dulezity prozanétlivy cytokin, ktery ovliviiuje produkci proteinti
akutni faze a rovnéz specifickou imunitni odpovéd’ na urovni B-lymfocytd i T-bun¢k. V
jako dilezity chemoatraktant pro neutrofily a makrofagy a zaroven zpusobuje aktivaci
endotelidlnich bun¢k a tim ovlivituje produkci adhezivnich molekul a dalSich cytokini (Liu
et al., 2018). Jeho hladina je vyrazné elevovana v aterosklerotickych platech (Reiss et al.,
2017). V prospektivni studii pacientd, ktefi recentné prodélali AKS bylo zvyseni hladiny
IL-6 nezavislym rizikovym faktorem budoucich kardiovaskuldrnich ptihod (Fanola et al.,
2017). Z tohoto pohledu by tedy snizeni hladiny IL-6 v disledku zvysené exprese miR-
151-3p mohlo mit pozitivni vliv na stabilizaci aterosklerotického platu. Uginky IL-6 jsou
Asociace mezi miR-151-3p a expresi IL-6 by tedy mohla byt moznym vysvétlenim
deregulace u STEMI. V jedné studii byl popsan neuroprotektivni ucinek zvysené exprese
miR-151-3p u pacienti s Alzheimerovou chorobou na podkladé¢ ovlivnéni miry
oxidativniho stresu a ovlivnéni apoptozy cestou aktivace drahy Death-associated protein
kinase 1 (DAPK-1) a tumor supresorového genu p53 (Guo et al., 2021). V jiné mensi
preklinické studii byl popsan vliv DAPK-1, cestou ovlivnéni exprese miR-590-3p, na
zvyseni aktivity lipoproteinové lipazy (Zhen et al., 2019). Toto mélo negativni i¢inek na
hladiny lipoproteinli a potazmo na indukci prozanétlivé reakce v aterosklerotickém platu
doprovazené elevaci cytokini (IL-1B, TNF-a a IL-6) (Zhen et al., 2019). Gen p53 muze
rovnéz hrat roli v destabilizaci aterosklerotického platu. Kromé jiného bylo popséano, Ze
zvySeni jeho exprese vlivem oxidativniho stresu vede k rozvoji endotelidlni dysfunkce. Zda
se, ze rovnéz ovlivituje miru apoptézy makrofagi v aterosklerotickém platu (Chan et al.,
2022). Pravé zvysena mira apopotozy a nedostate¢na efferocytoza je zasadnim faktorem v
progresi nekrotického jadra a rozvoji TCFA (Jebari-Benslaiman et al., 2022). Von der
Thiisen a kologevé popsali na modelu apo-E knock-out mysi vliv nadmérné exprese pS3 na
destabilizaci platu (Chan et al., 2022; Von Der Thiisen et al., 2002). U ptibuzné miR-28
byl popsan vliv na expresi genu ABCAI, ktery hraje roli v metabolismu lipidi a u
heterozygoti s defektem v tomto genu miize dochéazet k pred¢asnému rozvoji aterosklerozy
(Westerterp et al., 2014; Liu et al., 2015). ZvySeni hladin miR-28-5p bylo pozorovano u
pacientl s nestabilni anginou pectoris (Liu et al., 2015). V né¢kolika pracich byla popséna
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souvislost mezi expresi miR-151-3p a ovlivnénim translace vysoce konzervovaného genu
pro TWISTI1 (Yeh et al., 2016; Nairismégi et al., 2013). Tento transkripéni faktor hraje
dalezitou roli v embryogenezi, ale byl rovnéz popsan jeho vliv na patofyziologii mnoha
nadort (Yeh et al., 2016; Nairismaégi et al., 2013). Nejdulezitéjsi je nicméné fakt, ze je jeho
exprese ovliviiovana vlivem ESS a pravé v oblastech cév se snizenym ESS (vnitini ¢ast
cévnich kurvatur, bifurkace cév) dochazi k jeho zvysené produkci (Mahmoud et al., 2016).
Zda se, ze dosud nepfilis dobfe pochopenymi mechanismy ma dilezity vliv na endotelidlni
funkei, proliferaci endotelii a angiogenezi (Mahmoud et al., 2016). V jiné préci byl popsan
vliv TWIST1 na dediferenciaci hladkych svalovych bunék, coz je dilezity mechanismus v

progresi aterosklerotického platu a rozvoji jeho nestability (Nurnberg et al., 2020).

5.1.6 Limitace studie

Studie ma jisté limitace, které je nutné zminit. Nejvetsi limitaci je jisté jeji observacni
design a limitovany pocet pacientd. To ndm neumoznilo spolehlivé ovéfit, zda hladiny
studijnich miR nemiiZou byt ovlivnény nékterymi moZnymi zavadéjicimi (confounding)
faktory, které nebyly mezi skupinami pacientl rovnomérné vyvazeny. Rozdily ve
vychozich klinickych datech jsou uvedeny vySe v tabulce 3. Jejich divodem byla
predevsim odli$na distribuce rizikovych faktori u pacientii s NCA, kterd méla sviyj ptivod
v samotné¢ indikaci koronarografie u téchto pacienti. Vztah mezi hladinami miR v periferni
krvi a vékem byl jiz dfive dobie popsan a rozdily mezi pohlavimi by vysledky nemély
vyznamné ovlivnit (Meder et al., 2014). Prevalence diabetes mellitus byla niz§i u NCA,
coz mohlo ovlivnit hladiny obou studjnich miR (Rome, 2013). Pokud by byl pavod
studijnich miR v krevnich destickéch, tak by jejich hladiny mohly byt rovnéz ovlivnény
antiagregacni terapii, ktera byla nerovnhomérné uzivana mezi studijnimi skupinami (Willeit
et al., 2017; Sunderland et al., 2017). Studie byla pfili§ mala na to, abychom otestovali, zda
elevace studijnich miR neni zéavisla na rozsahu nekrézy, resp. na vrcholové hlading Tnl.
Toto by bylo jisté velmi zajimavé zjiSténi, protoze si na zéklad¢ vysledki nemtizeme byt
jisti, Ze pozorované elevace miR nejsou jen disledkem velmi citlivého biomarkeru
myokardialniho postizeni. Tento by nicméné musel byt citlivéjsi nez hsTnl a ob& zvolené

kontrolni miR asociované s nekr6zou myokardu. Je otdzkou, zda by takto citlivy biomarker
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nebyl sam o sobé dostatecnym prognostickym ukazatelem, ktery by pomohl zachytit

pacienty ve vysokém riziku fatalni ptihody.

5.2 Experiment 2 - Blizka infracervena spektroskopie spojena s intravaskularnim

ultrazvukem v karotickych arteriich

v

Hlavni zjisténi této studie Ize shrnout takto: 1) Nejcennéjsi informaci pro nés byl fakt, ze je
mozné bezpecné¢ provést NIRS-IVUS vySetfeni u pacientli béhem karotického stentingu,
kde tato metoda nebyla doposud nikdy in vivo pouzita. Ziskand data byla navic dobfie
hodnotitelnd; 2) Lipidova jadra byla Castéji detekovana v oblastech s mirnéjsi stendzou a
mensi mirou pozitivni remodelace vyjadienou jako plaque burden; 3) VétSina lipida byla
nicmén¢ detekovana v blizkosti MLA s tendenci vétsiho vyskytu v proximalnich oblastech

platu; 4) Hodnota LCBI negativné korelovala s plochou prifezu tepny.

Tato data byla dosud prvni publikaci zabyvajici se moZnosti 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 bezpedna (Stéchovsky et al, 2016). Metoda byla predtim
validovana k vyuZiti v koronarnich tepnach, které maji nicmén€ mensi kalibr a vzdalenost
sondy od stény tepny je u nich tedy mensi. Dtlezitou otazkou tedy byla spolehlivost IVUS
zobrazeni a pfedevSim detekce lipidovych jader pomoci NIRS 1 na tuto vétsi vzdalenost.
NaSe data naznacuji, Ze je toto vySetfeni pro karotidy dostatecné citlivé. Je na druhou
stranu nutné zminit, ze jsme u tretiny (36%) pacientl méli problémy s detekci kontur EEM
z davodu velkého kalibru tepny a predev§im akustického stinu zplisobeného kalcifikacemi
plati. Asi u Ctvrtiny pacientti (27%) jsme z podobnych divodi nalezli ¢aste¢né vypadky
NIRS signalu na chemogramu. Tato fakta je dilezité zohlednit pfi interpretaci naSich

dalsich NIRS-IVUS vysledkd.
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5.3 Experiment 3 - Analyza sloZeni karotického platu pomoci intravaskularni

spektroskopie v zavislosti na vlivu endotelialniho smykového treni

Zakladni zjisténi studie 1ze shrnout takto: 1) NIRS signal lipidového jadra byl nejcetnéjsi v
blizkosti maxima sten6zy vnitini karotidy; 2) lipidovy signal byl pomoci NIRS detekovan

Castéji v proximalnich ¢astech karotického platu.

Tato pozorovani mohou byt potencidlné vysvétlena vlivem ESS. Vyzkum v minulych
desetiletich prokazal, ze ESS je nezavislym rizikovym faktorem aterosklerdzy
(Cunningham a Gotlieb, 2005). Vystaveni endotelidlnich bunék nizkému ESS vede k fad¢
epigenetickych modifikaci, které ptisobi proaterogenné, tak jak bylo popsano v uvodu

prace.

Plsobeni nizkého ESS na endotelie ma ve zvifecich modelech vliv na expresi odliSnych
povrchovych molekul, coz vede ke zméné tvaru endotelii, zméné jejich permeability a
schopnosti vazat rizné molekuly véetné molekul LDL cholesterolu a povrchovych molekul
zanétlivych bun¢k (Wang et al., 2016; Hung et al., 2015). Vysledkem je zvySeni depozice
lipidQ, oxidativni stres a aktivace prozanétlivych drah (Wang et al., 2016; Hung et al.,
2015). Tyto neZzadouci zmény maji v Casnych stadiich aterosklerdzy diileZity proaterogenni
ucinek a jsou vysvétlenim pro¢ ateroskletické platy vznikaji v typickych predilekénich
oblastech (Hung et al., 2015). Vysoké ESS je spojovéano s destabilizaci AP v pozdé&jsich
fazich aterosklerézy (Hung et al., 2015; Makris et al., 2010; Cheng et al., 2006). Na
zvitecim modelu simulujicim vysoké ESS pomoci ¢aste¢né ligace karotidy byl popsén
narast exprese genii pro NO syntetdzu (Wang et al., 2016). Dal§im popsanym duasledkem
vysokého ESS je narast exprese MMP (Wang et al., 2016). V dalsi studii byl popsan vliv
vysokého ESS na produkci plasminu a TGF- (Wang et al., 2016). VSechny tyto jevy se
podili na nezddoucich zménach ve sloZeni extracelularni matrix a jeji postupné degradaci
(Wang et al., 2016). Dalsi dasledek zvySené produkce oxidu dusnatého je makrofagy
zprostiedkovana apoptoza hladkych svalovych bunék v cévni sténé (Wang et al., 2016). Ta
se podili na tvorbé nekrotického jadra a zménach, které mohou v kone¢ném duasledku vést
k rupture AP (Wang et al., 2016; Wentzel et al., 2013). Klinicka data pak potvrzuji tyto
principy faktem, ze ruptury AP se vyskytuji nej¢astéji v oblastech vysokého ESS (Groen et
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al., 2007; Costopoulos et al., 2017). In vivo zobrazovaci studie s IVUS a optickou
koheren¢ni tomografii potvrdily pfitomnost riznych zndmek vulnerability AP v
proximalnich ¢astech koronérnich sten6z (Candreva et al., 2022; Thondapu et al., 2021;
Costopoulos et al., 2019; Wentzel et al.,, 2013). Pii vyuziti trojrozmérné arterialni
rekonstrukce umoziujici modelovani vlivu ESS pomoci tzv. vypocetni dynamicky tekutin
(CFD) jsou tyto znamky vulnerability pozorovany pravé v oblastech exponovanych
vysokému ESS (Candreva et al., 2022; Thondapu et al., 2021; Costopoulos et al., 2019;
Wentzel et al., 2013). Recentné publikovana prospektivni studie popsala podobny vysledek
pti vySetieni pomoci NIRS-IVUS v koronarnich tepnach (Shishikura et al., 2018). Zde
autofi nasli souvislost mezi velikosti ESS pii inicidlnim vySetfeni a progresi LCBI pfi
kontrolnim vySetfeni vedouci rozvoji NIRS definovaného AP bohat¢ho na lipidy
(Shishikura et al., 2018). Na zdklad¢ téchto poznatkll tedy ptfedpokladame, Ze i naSe

pozorovani mohou byt vysvétleny vlivem vysokého ESS na destabilizaci karotického AP.

Pokud je nam znamo, tato studie je prvni, kterd zkoumala prostorové rozlozeni lipidového
jadra pomoci NIRS v karotickych tepnach. VétSina diive publikovaného vyzkumu s NIRS
byla zaméfena na véncité tepny, kde byl katétr validovan proti pitevnim vzorkiim (Gardner
et al., 2008; Waxman et al., 2009). Bylo prokazano, ze vysoké LCBI dobfie predikuje 1éze,
které zptisobi AKS (Madder et al. 2015; Madder et al., 2016; Karlsson et al., 2019). Riizné
studie nasly souvislost mezi vychozi hodnotou LCBI a budoucimi koronarnimi ptithodami

(Danek et al., 2017; Schuurman et al., 2018; Waksman et al., 2019; Erlinge et al., 2021)

Ve svétle téchto zjisténi vétime, Ze detekce lipidovych jader pomoci NIRS v proximdlnich
¢astech karotického platu mize do budoucna ovlivnit nase klinické rozhodovani. Odhad
ESS pomoci neinvazivni metody by mohl podat informace, které by nasledné ovlivnily
volbu mezi farmakoterapii a invazivni 1écbou. Informace o lokalizaci lipidového jadra
muze pomoci s optimalizaci karotického stentingu tak, aby stent pokryl celou 1ézi a
predeslo se distalni embolizaci ateromovych hmot (Dixon et al., 2012; Horvath et al.,

2016).
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To jsou vSak pouze hypotézy, které v soucasnosti nejsou podpoteny zadnymi védeckymi
dikazy. Nebyla publikovana zadna prospektivni studie vyuzivajici zobrazovani NIRS v

karotidach, kde tato metoda neni dosud dostate¢né validovana.

V predchozi sekci jsme popsali studii, ve které¢ jsme dokumentovali bezpecnost a
proveditelnost zobrazeni NIRS v karotickych tepnach (Stéchovsky et al., 2016). Popsali
jsme pozorovani, ze LCBI béhem CAS klesa. Toto piisuzujeme distalni embolizaci LCP
tak, jak jsme popsali v publikované kazuistice (Horvath et al., 2016). Tato pozorovani nas
ujisStuji, ze metoda NIRS je schopna detekce LCP v karotickych tepnach, prestoze maji
vetsi diametr nez véncité tepny. Nicméné absence validacni studie NIRS v karotidach je
jisté diilezitou limitaci, kterd musi byt brana v uvahu pfi interpretaci nasich vysledkd.
Alternativnim vysvétlenim vyssi detekce lipidl v oblasti maxima stendzy by tak mohla byt
zlepSend detekce dand mens$i vzdéalenosti mezi sténou tepny a katétrem. Proti tomuto
vysvétleni nicméné hovofi fakt, Ze jsme méfili vyssi LCBI v proximalni ¢asti karotického

platu, kde je primér tepny nejvetsi.

Nase studie ma nékolik dalezitych limitaci. Zjevnou limitaci je zejména fakt, Ze vliv ESS
byl pouze odhadovan a nebyl nijak kvantifikovan. Nase data pochazela z restrospektivniho
registru a neméli jsme dostupné zobrazeni, kter¢ by ndm dovolilo provedeni CFD.
Samotny vztah mezi nasim pozorovanim a pusobenim ESS je nutné 1épe ovétit. Jednalo se
o pomérné malou observaéni studii, kterd ndm neumoznila ovéfit, zda ma nase pozorovani
néjaky klinicky vyznam. Méla by proto byt povaZzovéana 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 vzorkt periferni zilni
krve jsou zvySené u pacienti v ¢asné fazi infarktu myokardu s elevaci ST tsekt a mohly

by byt biomarkery ruptury vulnerabilniho aterosklerotického platu.

2) Prokdzali jsme bezpecnost a proveditelnost NIRS-IVUS vySetieni u pacientl

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 vystavené

zvySenému ESS.

4) Mnozstvi lipidi v karotickém platu detekované pomoci metody NIRS-IVUS je

asociovano s konvencnimi rizikovymi faktory 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
pacienti s akutni rupturou aterosklerotického platu (pacienti se STEMI) a kontrolnimi
skupinami pacient se stabilni ischemickou chorobou srdecni a normalnim koronarnim
angiogramem. Studie vedla k identifikaci miR-331 a miR-151-3p, které byly zvySené
exprimovany u pacienti 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 pacienti, ktefi podstoupili elektivni CAS, jsme se pokusili
overit bezpecnost a proveditelnost NIRS-IVUS vysetieni v karotidach. Ve studii jsme
nezaznamenali Zddné bezpecnostni cile (trombdza na katétru, disekce karotické stény,
cévni mozkova piihoda a smrt) a usuzujeme tedy, Ze je metoda pii pouZiti protekce distalni

embolizace aterosklerotickych hmot bezpec¢na.

7.3 Analyza sloZeni karotického platu pomoci intravaskularni spektroskopie

v zavislosti na vlivu endotelidlniho smykového tieni

V této observacni studii jsme analyzovali sloZeni karotického platu v zavislosti na
predpokladaném rozloZeni ESS. Hodnotili jsme 60mm dlouhy usek tepny v okoli maxima
karotické stendzy uréené¢ho pomoci IVUS jako minimalni plochu lumen (MLA). Tento
usek byl pro dal§i porovnani ptfedpoklddaného vlivu ESS rozd€len na tii tercily-
proximalni, stfedni a distalni. NIRS detekované lipidové jadro se ve shod¢ s nasSi

hypotézou vyskytovalo €astéji 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 analysed 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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